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“There is a square, there is an oblong. The players take the square and
place it upon the oblong. They place it very accurately; they make a
perfect dwelling place. Very little is left outside. The structure is now
visible; what was inchoate is here stated; we are not so warious or so

mean,; we have made oblongs and stood them upon squares. This is our
triumph; this is our consolation.”

Virginia Woolf
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Resumo

Este trabalho consiste na realizago experimental de uma Curva de Resposta
de Fases (PRC) de ritmos biolégicos infradianos observados em insetos cav-
ernicolas da espécie Folsomia candida. Sendo os insetos cegos, utilizamos
pulsos de temperatura para provocar os deslocamentos de fase. Obtivemos
PRCs com apenas atrasos, com a caracteristica topoldgica do Tipo 1, para
as trés duracoes diferentes dos pulsos utilizados. Essa caracteristica difere
das tipicas respostas observadas nos osciladores do tipo ciclo-limite, os quais
sao associados a maioria dos ritmos biolégicos. A dimensio de um oscilador
determina quais os tipos de PRCs que o sistema pode apresentar, quando su-
jeito a perturbagoes, em suas diferentes fases. Relégios simples sao associados
a ciclos constituidos por uma seqiiéncia discreta de eventos encadeados, es-
tando cada evento dependente do término do anterior, para se iniciar. Esses
sao sistemas unidimensionais, diferindo dos ciclos-limites pela impossibili-
dade de apresentar PRCs do Tipo 0 e singularidades de fase. Associamos um
modelo de relégios simples para os ritmos infradianos estudados, baseados

nas caracteristicas observadas nas PRCs e por estar de acordo com as bases
fisiol6gicas dos mesmos.



Abstract

In this work, we constructed Phase Resetting Curves (PRC) of the infradian
biological rhythms of the cave insects Folsomia candida. We used tempera-
ture pulses to reset the phases of these rhythms, since the insects are blind.
We obtained PRCs with delays only, of the topological Type 1, for the three
different pulse durations. This is an unusual behavior, considering the typ-
ical responses of the limit-cycle oscillators associated to the majority of the
biological rhythms. The dimension of an oscillator determines the PRC types
that a system, submitted to pulses at different phases, can present. Simple
clocks are associated to a sequence of discrete linked events, each event lead-
ing to the next and playing a functional role in generating the rhythmicity.
They are unidimensional systems and can’t present Type 0 PRCs and sin-
gularities, as the two-dimensional limit cycles. Based on the properties of
the experimental curves and knowing the phisiological bases of these insect

rhythms, we propose a simple clock model for the infradian rhythms studied
here.
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Introducao

Recentemente, o interesse sobre og sistemas dindmicos n3o-lineares na
biologia tem crescido bastante, o que se reflete no ntimero crescente de revis-
tas, livros e reunides cientificas que tratam desse assunto (Elbert et al 1994)
(Ditto 1993) (Glass, Mackey 1988) (Murray 1989).

Entre as dreas da biologia que tém apresentado contribuicoes significati-
vas da teoria de sistemas dinimicos est4 a cronobiologia, que é o estudo da
organizagio temporal dos seres vivos (Winfree 1980) (Moore-Ede, Czeisler
1984). Essa organizacio manifesta-se na presenca de ritmos biolégicos em
processos fisioldgicos e comportamentais, desde seres unicelulares a plurice-
lulares, apresentando periodicidades que vao de milisegundos a anos.

A cronobiologia tem centrado a atengado, principalmente, no estudo dos
ritmos circadianos, que apresentam periodicidades de 24 horas, iguais aos do
ciclo ambiental de claro-escuro. A natureza auténoma desses ritmos é veri-
ficada ao persistirem, sob condigbes ambientais constantes, no laboratério,
apresentando perfodos um pouco diferentes de 24 horas. Ciclos artificiais
de iluminagfio e mesmo breves pulsos periédicos de luz podem, novamente,
sincronizar esses ritmos (Aschoff et al 1969). Além da luz, vérios outros fato-
res ambientais podem sincronizar os ritmos biolégicos, como a temperatura,
disponibilidade alimentar, som e interacio social.

Modelos de ciclo-limite tém sido propostos na descricdo matematica da
maioria das oscilacoes biolégicas. Esses modelos t8m contribufdo significa-
tivamente na compreensio dos comportamentos de ritmos biolégicos, como
a sincronizagéo pelos fatores ambientais e acoplamentos entre diversos osci-
ladores (Glass, Mackey 1988). Especulacées quanto & natureza do oscilador
sao formuladas a partir da observagéo de um ritmo controlado por ele, consis-
tindo numa maneira indireta de investigagdo. Experimentos baseados nessa
idéia, verificando os comportamentos dos ritmos sob as mais variadas con-
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digoes, tém trazido muitas contribuigdes na elucidacdo da estrutura e do
funcionamento do sistema circadiano (Pittendrigh, Daan 1976).

Ritmos ultradianos e infradianos, que apresentam periodicidades menores
e maiores do que 24 horas, respectivamente, sdo pouco estudados, compa-
rados aos circadianos. Dentre eles, aqueles que ndo apresentam correlatos
geofisicos nas periodicidades sio ainda menos investigados.

Neste trabalho, estudamos os ritmos infradianos observados em insetos
da espécie Folsomia candida, que vivem em cavernas, onde o ciclo de claro-
escuro, praticamente, ndo existe. Nesse caso, esperamos identificar ritmos
“puros”, desvinculados de um sistema de sincronizagdo por ciclos ambientais,
podendo esclarecer as bases de ritmos infradianos semelhantes que ocorrem
em outras espécies.

Essa investigagio dos ritmos infradianos dos colémbolos foi feita através
da constru¢io de Curvas de Resposta de Fases (PRC, do inglés “Phase Res-
ponse Curve”). Experimentos de PRC constituem a forma mais elaborada
de investigacdo indireta da natureza de um oscilador, deduzindo-a a partir
de suas respostas a perturbagbes externas aplicadas em fases diferentes do
ciclo. A construgio de PRCs tem se tornado um procedimento usual, na cro-
nobiologia, e as inferéncias de suas caracteristicas estao baseadas na teoria
dos osciladores. N&o h4, na literatura, nenhum relato anterior de PRC em
ciclos infradianos.

Nosso objetivo foi desenvolver um trabalho interdisciplinar na &rea de
cronobiologia, participando da realizagdo de um experimento de PRC no
Museu de Zoologia da USP e modelando os resultados, do ponto de vista da
teoria dos sistemas dinamicos.

Muitas vezes, trabalhos de modelamento matematico de sistemas biolégi-
cos sao criticados pelo distanciamento das anslises matemadticas do problema
biolégico inicial. Essa critica constituiu uma preocupagao constante em nosso

trabalho, de forma que norteamos, na medida do possivel, 0 encaminhamento
das analises para as questdes cronobiolégicas. .

k¥

Existem virias maneiras de se abordar matematicamente um sistema
biolégico. Achamos conveniente, nesta tese, além de apresentar o traba-
lho especifico desenvolvido, apresentar também um quadro dessas diversas
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abordagens, no capitulo 1, para ajudar, como guia, outros estudantes que
pudessem se interessar pelo mesmo tipo de trabalho. Dessa forma, dedi-
camos uma boa parte da tese & apresentacio das abordagens matemadticas
baseadas em dados experimentais e, mais especificamente, sobre problemas
de cronobiologia, tendo o estudo dessas questoes ocupado, proporcionalmen-
te, grande parte do doutorado.

As abordagens mateméticas de problemas bioldgicos sdo variadas, po-
dendo ser classificadas através de diversos critérios. Achamos interessante,
aqui, apresenta-las segundo dois pontos de vista, como estdo no capitulo 1:
modelos que buscam explicar 0s mecanismos dos processos biolégicos obser-
vados, identificando-os com equagdes explicitas, e modelos que caracterizam
qualitativamente os comportamentos biolégicos observados, considerando os
mecanismos como caixas-pretas. A apresentacio dos exemplos mais notérios
dessas duas abordagens, na biologia, serve para ilustrar a diferenca desses
dois pontos de vista e o alcance de cada uma. Essas duas abordagens, con-
tudo, aparecem em qualquer trabalho de modelamento matematico de um
sistema real construido sobre dados experimentais. A apresentacao desses
critérios de classificagdo nos pareceu apropriada, neste trabalho, para mos-
trar quais sdo as suas bases, seus alcances e limitagdes, legitimando o tipo de
modelo que construimos.

No capitulo 2, vamos apresentar os principais conceitos da cronobiolo-
gia, localizando o nosso problema dentro de uma perspectiva cronobiolégica.
Apresentamos consideracdes sobre o aspecto adaptativo das espécies terem
desenvolvido um rel6gio interno sincronizado pelos ciclos ambientais, refle-
tindo nos ritmos com periodicidades iguais a esses ciclos (Enright 1970). O
principal sincronizador, na maioria das espécies, € o ciclo de claro-escuro da
Terra. Ritmos circadianos, com periodicidades de 24 horas, sio, portanto, os
mais estudados na cronobiologia, tanto do ponto de vista das propriedades
comportamentais como da identificacio anatémica, nas diversas espécies, das
principais estruturas envolvidas na geragio da ritmicidade e nos processos de
sincronizagdo (Moore-Ede 1982). Ritmos infradianos (com periodos maiores
do que 24 horas) sdo pouco estudados e conhecidos quanto a sua natureza.
Nosso trabalho consiste no modelamento de ritmos infradianos em insetos
cavernicolas, cujos habitats sio destituidos do ciclo de claro-escuro. Eles
apresentam uma série de peculiaridades que os tornam ideais para o tipo de
experimento realizado.

No capitulo 3, vamos apresentar os dois tipos de abordagens de mode-
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lamento tratados no cap.1, aplicados a problemas de cronobiologia.

Em trabalhos de modelamento de oscilagdes, a impossibilidade de se iden-
tificar as equagdes explicitas de um sistema ndo impede que muitos de seus
comportamentos resultantes sejam entendidos através de propriedades co-
muns a classe de osciladores ao qual ele pertence (Ding 1987) (Glass e Mackey
1988). Ritmos biolégicos sdo associados a osciladores do tipo ciclo-limite e
muitos de seus comportamentos sao entendidos a partir de argumentos pu-
ramente geométricos decorrentes das propriedades dessa classe de oscilado-
res: pulsos de luz podem deslocar as fases das oscilagdes biolégicas e pulsos
periodicos podem sincronizar essas oscilagoes, de forma que elas passam a
oscilar com a mesma periodicidade deles, mantendo uma relacdo de fase
constante (Pavlidis 1969a). A magnitude e direcdo dos deslocamentos de
fase causados por um pulso, nas diferentes fases de uma oscilagdo, sdo apre-
sentadas pela Curva de Resposta de Fase (PRC, do inglés “Phase Response
Curve”) (Pittendrigh, Daan 1976). A construcao de PRCs tem se tornado
um procedimento bésico na cronobiologia e constitui o nosso ob jetivo expe-
rimental.

Apesar de nio ter sido utilizado em nosso trabalho, vamos apresentar,
brevemente, os passos da construcdo de um modelo de realimentagao, que
descreve mecanismos geradores da ritmicidade no nivel bioquimico, para ilus-
trar uma abordagem com equacdes explicitas na cronobiologia. Relacoes ex-
citatorias ou inibitérias entre diversas reagoes de uma alga de realimentaciio
podem gerar um regime vscilatério, sendo as condigées para o surgimento
desse regime previstas pelas equagdes que descrevem essa alca (Ogata 1982).
Esse tipo de modelamento é realizado na medida da possibilidade de se identi.
ficar, ponto a ponto, as principais rea¢des quimicas envolvidas na geragao da
ritmicidade com varidveis e parametros das equagcdes. Avancos nas dreas de
bioquimica celular, biologia molecular e genética tém possibilitado o desen-
volvimento recente de um grande nimero desses modelos (Goldbeter 1996).

No capitulo 4, vamos apresentar as principais motivacoes cronobiolégicas
de nosso trabalho. Ritmos infradianos sdo pouco investigados, quanto A sua
natureza, comparados aos circadianos, sendo os infradianos sem correlatos
geofisicos muito menos conhecidos. Nio existe, na literatura, nenhum relato
de PRC de um ciclo infradiano, o que nos motivou 3 realizagdo deste experi-
mento. PRCs fornecem muitas informagdes sobre a natureza de um oscilador,
constituindo na forma mais elaborada de investigacao indireta do oscilador,
deduzindo a sua natureza a partir das respostas a perturbagtes aplicadas em



Introdugao 7

fases diferentes do ciclo.

No capftulo 5, vamos apresentar, inicialmente, os principais procedi-
mentos na elaboracdo de um experimento em cronobiologia e, em particular,
de PRCs. Vamos descrever as condigoes gerais de nosso experimento, como
as formas de manutencio dos insetos e a maneira como foi feita a coleta
de dados. Pelo fato desses insetos serem insensiveis luz, os pulsos utiliza-
dos nesta PRC foram de temperatura. Vamos descrever como esses pulsos
eram administrados em fases diferentes dos ciclos e as caracteristicas gerais
dos resultados do experimento. Finalmente, vamos apresentar os testes de
bioestatistica empregados na avaliacdo da significAncia dos resultados.

No capitulo 6, vamos apresentar as principais consideragdes que nortea-

ram a elaboragdo do modelo dos ritmos infradianos dos colémbolos, baseados
nos resultados das PRCs.



Capitulo 1

Modelos Matematicos de
Sistemas Biolégicos

Existem duas maneiras bisicas de se modelar matematicamente sistemas
reais: com equagoes explicitas e sem equagoes explicitas. Neste capitulo, essas
duas linhas de abordagem serio descritas, ressaltando-se que ambas foram
estudadas como alternativas no modelamento de dados de experiéncias de
cronobiologia realizadas com insetos cavernicolas.

1.1 Introducao

A teoria de sistemas dinimicos nao-lineares tem proporcionado impor-
tantes contribui¢des em 4reas tio diversas como a astronomia, meteorologia,
climatologia, quimica e biologia, além de possivelmente se aplicar & economia
e a sociologia . Uma revisio critica do grau de relevancia dessas contribuicGes
encontra-se no artigo de David Ruelle, que tem como sugestivo titulo “Where
can one hope to profitably apply the ideas of chaos?” (Ruelle 1994).

Esta possibilidade de modelar sistemas tdo diferentes deve-se ao enor-
me poder unificador da matemitica: & interessante notar o isomorfismo
existente entre sistemas analogos que, mesmo tendo naturezas bem diversas,
podem ainda assim ter seus comportamentos regidos pelas mesmas equacoes
diferenciais. Um cléssico exemplo dessa analogia é o péndulo mecanico e o cir-
cuito elétrico: ambos os sistemas podem ser descritos pelas mesmas equacgoes,
de forma que uma correspondéncia entre varigveis e parametros equivalentes
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de cada um dos sistemas pode ser feita (dngulo de deslocamento-corrente
elétrica; massa-indutancia; resisténcia do ar-resisténcia elétrica). Isso possi-
bilita simular um sistema com a manipulacdo dos parametros equivalentes
de um sistema isomorfo de controle mais facil, bem como a compreensio
de um sistema mais abstrato através da observagio comportamental de um
sistema isomorfo mais intuitivo (D’Humieres 1982). Da mesma forma, é con-
veniente se representar o intrincado mecanismo dos ritmos biologicos através
de um modelo de osciladores fisicos, os quais permitem uma compreensao
mais sistemética da variedade de fenémenos observados. A motivacao para
construirmos modelos mateméticos de sistemas reais baseia-se nesta busca
de uma representagio que permita compreender o sistema melhor, através
de analogias, e torni-lo manipuldvel, permitindo fazer previsdes de seu com-
portamento (Benedito-Silva 1997).

Equacdes diferenciais e mapas nao-lineares tém modelado satisfatoria-
mente uma série de sistemas biolégicos. Mais recentemente, com a verificacio
de comportamentos cadticos em sistemas fisiologicos, um interesse crescente
tem sido devotado aos modelos matemaéticos de sistemas biolégicos (Elbert
et al, 1994)(Ditto 1993).

Em linhas gerais, a abordagem matematica de problemas biolégicos tem
seguido caminhos diferentes, dependendo do conhecimento que se tem das ba-
ses do mecanismo do sistema estudado: a abordagem com equagdes explicitas
é possivel quando se tem conhecimento, em algum nivel, dessas bases; a abor-
dagem sem equagdes explicitas trata o mecanismo COmo uma caixa-preta e

enfoca a caracterizagio global dos comportamentos finais apresentados pelo
sistema.

1.2 Abordagem com equacdes explicitas

Quando ¢ possivel conhecer as bases do mecanismo de um processo
bioldgico e quando o comportamento resultante ¢ muito analogo ao de um
sistema isomorfo padrio, é proposto um conjunto de equacoes que descre-
ve a sua dinamica qualitativa: essas equagdes tém a mesma forma daquelas
do sistema padrio mais conhecido, sendo o ajuste dos parametros feito de
acordo com valores obtidos em experiéncias.

Uma alca de elementos que gera algum tipo de comportamento oscilatério,
por exemplo, pode ser visto como andlogo a um circuito elétrico. A analogia
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entre batimentos cardiacos e oscilacdes eletroquimicas j4 era sugerida por Van
der Pol no comego do século (Van der Pol 1928). Seu cldssico trabalho de
modelamento do bombeamento do coragdo ilustra com clareza e simplicidade
0s principais passos da construgio do modelo:

-t

e LI S
" |
&
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Figura 1.1: Analogia entre o coragao e circuitos elétricos; abaixo, um eletro-
cardiograma tipico, figura extraida de (Van der Pol 1928)

O coragéo é constitufdo, basicamente, por seus trés componentes (o sinus,
0 dtrio e o ventriculo), pelos quais os impulsos sdo enviados sucessivamente.
Eletrocardiogramas fornecem sinais que constituem, basicamente, oscilado-
res de relaxagao: a varidvel que oscila sofre sempre uma abrupta mudanca
no seu valor em uma determinada fase do ciclo. Este tipo de oscilagao pode
ser produzido por diversos sistemas padrGes, dos quais é escolhido, para efeito
de analogia, um circuito com um tubo de neon que produz descargas intermi-
tentes: a voltagem no capacitor aumenta até um cetto limite, alcancando um
determinado patamar, provocando o processo de descarga do tubo, e o ciclo
recomeca. Este circuito é constituido apenas por resisténcias e capacitores,
sendo a forma de suas equacées bastante conhecida. :

Cada um dos componentes do coragio ¢ modelado por um circuito elétrico
como descrito anteriormente, tendo cada circuito o seu periodo natural e, des-
ta forma, o sistema “de trés tubos de neon” produz flashes que correspondem
as atividades ocorrendo em cada parte do coragdo. Os tipos de interagoes e
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do fator de retardamento na transmissio do sinal entre cada parte do coragao
estao esquematizados na fig.1.1.

A identificagdo dos componentes de um sistema, das suas interagoes e
dos fatores de retardamento, permite 3 construgdo de um esquema concei-
tual em que varidveis, pardmetros e acoplamentos sio sugeridos. A partir
desse grafico conceitual, constroem-se as equagdes diferenciais que descrevem
o sistema, e parte-se para o ajuste dos pardmetros: a passagem do mode-
lo qualitativo para o modelo quantitativo se efetua nesta etapa. De posse
dessas equacdes, é possivel simular em computador possiveis respostas do
sistema as novas condigdes impostas pelos parametros e posterior verificacao
experimental das previses. Com a manipulagio dos pardmetros do modelo
do coragdo, Van der Pol demonstrou possiveis causas de arritmias e paradas
cardiacas.

Modelos mais realistas, cada vez mais complexos e refinados do funciona-
mento do coragdo tém sido propostos (Glass 1991). Os principios do modela-
mento, no entanto, sdo, basicamente, os mesmos: o refinamento consiste na
inclusdo de novas varidveis, pardmetros e acoplamentos no modelo, os quais
refletem um conhecimento cada vez mais minucioso da estrutura do coragao.

Um outro exemplo ilustrativo de aplicacdo desta, abordagem de mode-
lamento é o estudo das dindmicas populacionais, do qual o classico modelo
de Volterra representa a base dos modelos de presas e predadores (Volterra
1926). A dinamica populacional de espécies predadas e de seus predadores
mostra variagao periddica, que reflete a influéncia da disponibilidade alimen-
tar, doengas, competigdo e cooperagio de grupo. O modelo ficou conhecido
como Lotka-Volterra, por ter Lotka utilizado as mesmas equacdes, anterior-
mente, para modelar reagdes quimicas que, de forma isomorfa, apresentavam
variagoes periddicas nas concentracdes dos componentes, tendo cada um, em
relagdo ao outro, uma dependéncia andloga aquela proposta, mais tarde, en-
tre presas e predadores (Lotka 1920). O sistema de Lotka-Volterra tem a

seguinte forma, sendo X a populagdo da presa, Y a populacio do predador,
a,b,c,d parametros:

dX
5 X(a—bY)
dY
E = Y(CX — d)
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Para se obter essa equagao, supde-se que: i)a populacao das presas aumen-
te, indefinidamente, na auséncia de predador; ii)a taxa de reducdo de presas
seja proporcional 3 populacdo do predador e dela prépria; iii)na auséncia da
presa, a populacdo do predador se reduza, exponencialmente; iv) a populacio
do predador aumente a si mesma proporcionalmente & populacdo de presas.

Apesar da simplicidade deste quadro qualitativo, estas equacoes fornecem
elementos suficientes para produzir como resultado variacoes periddicas das
duas populagées e tém servido de base para modelos mais realisticos. Mode-
los de dinidmica populacional tém tratado problemas ecoldgicos tdo diversos
como a dindmica de sociedades com multi-espécies, evolugio de espécies re-
sistentes a pesticidas, controle ecoldgico de pestes, administragio de recursos
renovaveis e disseminacéo de doencas (Murray 1989)(Constantino et al 1996).

Um dos modelos matematicos de sistemas biolégicos mais bem sucedidos
foi proposto por Hodgkin e Huxley, para descrever a propagacao de poten-
ciais de a¢do nos axénios gigantes da lula (Hodgkin,Huxley 1952). Com um
sistema de quatro equagdes diferenciais, o modelo descreve a variagdo tempo-
ral e a dependéncia na voltagem devida as correntes idnicas de membranas,
que percorrem os axdnios, descrevendo a geracao dos potenciais de agio. Es-
se modelo envolve varidveis ativadoras do sédio e do potdssio, uma varigvel
inibidora do sédio, todas dependentes da voltagem, e uma quarta varidvel,
envolvendo o potencial da membrana.

Segundo esse modelo, o axdnio possui, quando isolado, uma freqiiéncia
natural na geracio dos potenciais de acao e quando estimulado por sinais
elétricos periddicos externos, uma série de comportamentos diferentes po-
dem surgir. Esses comportamentos dependem dos pardmetros dos sinais
elétricos e consistem em oscilagbes periddicas, quasi-periddicas ou caos. To-
dos esses comportamentos, observados experimentalmente, sdo previstos pelo
modelo matematico, bem como é possivel identificar as mesmas rotas para
0 caos (passagem do estado regular para o caético, através de mudanga de
parametros) no sistema real e no modelo, demostrando a grande representa-
tividade e abrangéncia deste (Elbert et al, 1994)
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1.3 Abordagem sem equacbes explicitas

A segunda abordagem nao lida com equagoes explicitas, mas com a carac-
terizagdo global mais abstrata de séries temporais biolégicas. Sistemas cujos
comportamentos sao mais complexos, dos quais nio se pode identificar o me-
canismo, t&m sido analisados através de técnicas cada vez mais sofisticadas
da teoria de sistemas dinamicos nio-lineares.

O estudo de processos fisiolégicos implica, freqilentemente, a interpre-
tagao de sinais de séries temporais que, em sua maioria, sao irregulares, O
estudo de séries temporais, antes limitado aos cldssicos métodos de andlise de
espectro de poténcias e funcio de auto-correlacdo, ampliou-se com métodos
como a reconstrugio de atratores de Takens, algoritmos de caracterizacio
de atratores (Grassberger, Procaccia 1983) e identificacdo por redes neurais
(Chen, Billings 1992), abrindo a possibilidade de se estudar um leque maior
de comportamentos (Abardanel 1989)(Fiedler 1994).

O problema fundamental na abordagem de um sistema do qual se des-
conhecem as bases do seu mecanismo é o estabelecimento da relagdo entre
a série temporal obtida experimentalmente e a dinamica, que governa o seu
comportamento: uma série temporal representa a evolucao no tempo de ape-
nas uma variavel do sistema e sistemas dinadmicos complexos, como o cérebro,
devem possuir uma enorme quantidade de varidveis inter-relacionadas, que
nao podem ser medidas e nem identificadas diretamente.

Se a dindmica do sistema, porém, for mesmo regida por um conjunto
de leis deterministicas, sua trajetéria irregular no espago de fases constitui
um atrator cadtico, que néo é observado diretamente (Ruelle, Takens 1971).
Pode-se admitir, no entanto, que existe uma fungdo suave que mapeia pon-
tos do atrator com os valores experimentais da série temporal. Nesse caso,
¢ possivel reconstruir o atrator a partir dos dados da série temporal, ape-
sar destes serem representativos de apenas uma das variaveis do sistema: os
métodos de reconstrugio de atratores baseiam-se hos teoremas que afirmam
que, sendo possivel medir uma variavel do sistema com precisao e por lon-
go tempo, é possivel caracterizar a estrutura dinimica de todo o sistema
através das medidas correspondentes a essa inica varidvel (Takens 1981). A
reconstrugao do atrator estd esquematizada na Fig.1.2. Toda a anilise do
sistema é realizada sobre esse atrator recontruido, o qual pode ser caracteri-
zado através de medidas como a dimensio (Grassberger,Procaccia 1983) e a
entropia (Shiriayev 1987), que permitem quantificar o grau de complexidade
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do sistema. O novo atrator reconstruido apresenta caracteristicas idénticas
ao atrator original (Packard, Crutchfield 1980).

xiuu‘ x2+ XBA
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Figura 1.2: Esquema da reconstrucio de um atrator, através de uma série
temporal, extraido de Ruelle (1994)

Em ambas as abordagens de modelamento, o sistema real é descrito como
um sistema deterministico acrescido de ruido. A presenca do ruido constitui
um sério desafio para uma boa modelagem, especialmente na segunda abor-
dagem, em que néo se trabalha com equacdes mas diretamente com séries
temporais de dados experimentais com ruido. Neste caso, técnicas de filtra-
gem dos dados assumem um papel fundamental na modelagem (Kostelich,
Yorke 1990).

Por outro lado, a adi¢do de ruido a sinais periédicos fracos pode aumentar
a transmissio de informacoes em certos sistemas fisicos nao-lineares, num
processo conhecido como ressonincia estocastica (Longtin 1991). A verifi-
cacao deste processo tem aumentado o interesse no estudo do papel do ruido
nos processos de transmissao de informages noscérebro (Chialvo e Apkarian,
1993) (Ditto 1993).

Todo esse complexo quadro de aplicagies teve um grande impacto, espe-
cialmente na fisiologia, na maneira como os processos complexos comegaram
a ser encarados e descritos. Com o advento da teoria do caos, muitos siste-
mas, antes considerados aleatérios, passaram a ser vistos como tendo uma

dindmica deterministica em potencial, com um processo simples governando
a dindmica complexa (May 1976).
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A interpretacdo definitiva da presenca de caos nos sistemas fisiol6gicos
ainda continua em aberto: ora é associado 3s situacoes patoldgicas do or-
ganismo (Glass, Mackey 1988), ora aos ingredientes necessarios para o seu
bom funcionamento. Varias especulaces tém sido levantadas quanto ao pa-
pel positivo do caos na biologia: caos tem sido cada vez mais relacionado
como fonte de diversidade, o qual permite inovacdes e flexibilidade, além de
aumentar as possibilidades de adaptaggo dos organismos, como por exemplo,
reduzindo a previsibilidade do comportamento diante de predadores (Lloyd,
Lloyd 1995).

Eletrocardiogramas e eletroencefalogramas sio exemplos de séries tem-
porais que tém sido intensamente pesquisadas e as interpretagoes do caos
aplicadas. Estes fornecem séries temporais longas, requisitos para se poder
reconstruir os atratores: o cuidado com o tamanho da série é essencial para
se obter resultados confidveis (Ruelle 1990).

Eletrocardiogramas mostram evidéncias de que a dindmica do coracdo
sauddvel é altamente irregular, enquanto uma menor complexidade estd as-
sociada a cardiopatias (Goldberger e West 1987)(Skinner 1993) e ao envelhe-
cimento (Kaplan 1991). Uma explicagio proposta para essas evidéncias trata
0 coragao como em constante ajustamento com toda a demanda de ativida-
des do organismo, produzindo um comportamento altamente complexo. Em
casos de doengas ou envelhecimento, o coracio perderia essa habilidade de se
ajustar as atividades do organismo, comportando-se de forma cada vez mais
regular e menos flexivel (Glass 1979). Registros encefalogrificos apontam o
mesmo sentido: eletroencefalogramas registrados em pacientes durante ata-
ques epilépticos apresentam menor desorganizacio em relacdo aos registrados
durante o funcionamento normal do cérebro (Babloyantz e Destexhe 1986).

Outros sistemas como a atividade respiratéria, a producgao de globulos
brancos no sangue (Elbert et al, 1994) e até mesmo o choro de hebés (Mende
et al 1990) tém sido estudados segundo técnicas de caraterizacao de atra-
tores para o diagnéstico de doengas. Um dos gtandes desafios em aberto
consiste na possibilidade de se utilizar esses conhecimentos em terapias que
possam ajustar organismos doentes & normalidade, seja pela manipulacao de

parametros do sistema, seja pela aplicacio de métodos de controle de caos
(Ott,Grebogi, York 1990), (Garfinkel et al, 1993).

¥k
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O modelamento de um sistema real exige uma série de cuidados: no mo-
mento da delimitacdo das varidveis e parametros essenciais de um processo,
existe, sempre, a preocupacio de que o modelo matematico possa estar sim-
plificando demais o sistema bioldgico; num sentido inverso, existe também a
preocupagao de que modelos possam se perder em sua propria complexida-
de matemadtica, sem produzirem nenhuma contribui¢cdo ao entendimento do
sistema. O desafio no trabalho de modelamento matematico de um sistema
bioldgico é alcancar uma boa representatividade do sistema e contribuir para
0 seu melhor entendimento, sistematizando os comportamentos observados.
Para isso, ¢ essencial que as analises desenvolvidas njo se desvinculem das
motivagoes bioldgicas do problema tratado.



Capitulo 2

Cronobiologia

Nosso trabalho consiste na realizacdo e modelamento matematico de um
experimento envolvendo ritmos biolégicos, os quais sdo estudados pela cro-
nobiologia, através de um amplo enfoque de suas implicagGes na organizacio
biolégica. Vamos apresentar, neste capitulo, os principais aspectos biolégicos
de ritmos que apresentam periodicidades iguais a ciclos ambientais e ritmos
que néo apresentam essa, propriedade, inserindo o nosso problema, que con-
siste no estudo desses iltimos, dentro de uma perspectiva cronobioldgica.

2.1 Organizagdo Temporal dos Seres Vivos

A cronobiologia é o estudo da organizacio temporal dos seres vivos. Es-
Sa organizagdo manifesta-se na ocorréncia de ritmos bioldgicos em processos
fisiolégicos e comportamentais, desde seres unicelulares a pluricelulares, apre-
sentando periodicidades que vio de milisegundos a anos.

Ritmos biol4gicos com periodicidades iguais aos de ciclos ambientais sa0
bastante evidentes: ciclos de vigilia-sono e de temperatura corporal, em hu-
manos, tém periodicidades de 24 horas: o florescimento, o amadurecimento
dos frutos, o cair das folhas e seu renascimento constituem o proprio retra-
to das estacoes do ano; a reproducao, o desenvolvimento e as atividades de
animais marinhos estio diretamente relacionados com os ciclos de marés. A
correlagiio dessas periodicidades levou 4 crenga, por muito tempo, de que os
ritmos bioldgicos decorriam apenas de uma resposta direta do organismo aos
fatores ambientais ciclicos, como a temperatura e as alternancias de claro
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para escuro. Em 1729, no entanto, J.J. de Mairan verificou formalmente g
persisténcia do ritmo de movimento foliar de plantas, em escuro constante
(Biinning 1957). A persisténcia dos ritmos, sob condigdes ambientais cons-
tantes de laboratério, tem explicitado o cardter endégeno dos mesmos, em
diferentes espécies. Nessas condigdes, as oscilagdes biolégicas entram em
livre curso, apresentando periodicidades ligeiramente diferentes daquelas
apresentadas sob a influéncia dos ciclos externos. Fatores ambientais ciclicos
podem sincronizar os ritmos biolégicos e sdo chamados “zeitgebers”, sendo
a natureza destes bastante variada: luz, temperatura, som, disponibilidade
alimentar, estimulos sociais (Moore Ede 1982).

A propriedade dos ritmos de se sincronizarem pelos estimulos ambien-
tais deve ter evoluido através de forte pressao seletiva (Enright 1970). A
adaptagao de um organismo a um determinado ambiente envolve uma série
de aspectos, estando o aspecto temporal relacionado com a programacao da
melhor hora do dia, melhor estacao do ano, melhor fase de maré, para rea-
lizar determinada atividade. Essa adaptacio implica um encadeamento de
processos fisiolégicos, os quais se organizam internamente, resultando em um
Organismo que expressa comportamentos e fungdes nos intervalos de tem-
pPo mais convenientes. A importancia e a eficiéncia desse ajuste verifica-se
numa ampla diversidade de processos como a busca de alimento, interagao
predador-presa, sobrevivéncia a estagoes adversas, migragio, crescimento,
reproducio, etc.. Da interagdio entre o relégio interno e os ciclos externos
resulta a sincronizagdo dos ritmos bioldgicos: o ciclo externo nio somente
acerta o perfodo como a fase do relégio, de forma que cada evento fisiolégico
ocorra na hora certa (Enright 1970) (Pittendrigh, Daan 1976).

O sentido de se ter um relégio endégeno auto-sustentado, ao invés de
apenas um simples mecanismo de resposta direta ao ciclo ambiental, est4
na necessidade do organismo se preparar, antecipadamente, para uma de-
terminada atividade. Em alguns casos, essa necessidade torna-se bastante
evidente: animais que vivem em cavernas ou buracos, mas que precisam sair
diariamente para se alimentar, precisam ter um relégio interno que os faca
sair na hora mais apropriada; a orientacio solar com compensacao de tempo,
nas formigas, é um processo através do qual as formigas sio guiadas pela
posi¢ao relativa do sol, descontando sempre a variagao da posicio deste no
decorrer das horas do dia; animais hibernantes e migradores precisam ir acu-
mulando peso para estarem com reservas suficientes no momento ideal de se
recolher, ou comegar uma longa viagem, respectivamente; animais que vivem
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sob a areia e que precisam migrar continuamente de acordo com as marés
nao podem se confundir com as flutuagdes tipicas do mar: relégios internos
também protegem o organismo de distiirbios ambientais menores (Enright
1970).

A importéncia do relégio enddgeno verifica-se na sua prépria transmissio
genética, de uma geracio a outra: se, mesmo em condi¢des constantes de
laboratério, por exemplo, animais hibernadores ou migratdrios comecam a
ganhar peso no momento exato em que isso deveria ocorrer em seus ciclos
na natureza, mais surpreendente é verificar esse mesmo comportamento nos
filhotes que nascem em laboratério. A persisténcia dos ritmos de 24 horas,
em sucessivas geragGes de macacos que nasciam em laboratério, sem nenhum
contato com ciclos ambientais, foi verificado por Aschoff (Aschoff 1960).

Dessa forma, o principio cronobiolégico contrapds-se ao principio
homeostético que constituiu, durante muito tempo, a lei bésica da organi-
zagdo bioldgica: segundo esse principio, mecanismos regulatérios procuram
defender o equilibrio interno do organismo, através da manutencio de valores
médios dos valores fisiolégicos, como a temperatura, a pressdo e as concen-
tragoes das diversas substancias no plasma sanguineo (Bernard 1926)(Can-
non 1929). A manutencio de uma, temperatura média corporal, por exemplo,
permite que um organismo possa viver no deserto ou nos poélos, sendo essa
independéncia em relagio ao meio externo a idéia central da homeostase.
O principio homeostatico considera as variagOes ritmicas desses valores, ao
longo do dia, como apenas flutuagdes em torno da média que é preservada,
sem levar em conta a extrema regularidade e o minucioso ordenamento dos
diversos ritmos, que mantém relagdes de fases constantes entre si e entre o

meio externo (Mrosovsky 1990) (Reinberg, Smolensky 1983). Nas palavras
de Jurgen Aschoff:

“Homeostasis is a shielding against the environment, one might say, a
turning away from it. For a long time, this phefiomenon has been taken as
the prime objective for an overall organization in physiology: and it evidently
has great survival value. But there is another general possibility in coping
with the varying situations in the environment: it i3, instead of shielding, “to
turn toward it”; instead of keeping the “milieu interne” stable, to establish
a mirror of the changing outside world in the internal organization. This
has one clear prerequisite: the events in the environment must be predictable,
which, of course, is the case when they change periodically. ” (Aschoff 1964)
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Hoje em dia, considera-se que aritmicidade e a homeostase, dois principios
aparentemente contraditérios dos sistemas biolégicos, constituem dois aspec-
tos complementares de um tinico principio geral: valores médios sio preser-
vados pelo organismo - mas esses valores preservados variam ao longo do

dia, més, ano, ou de acordo com a fase de desenvolvimento, constituindo
um ritmo biolégico (Mrosovsky 1990).

2.2 Os Ritmos Circadianos

Os ritmos bioldgicos mais estudados, com periodicidades equivalentes aos
dos ciclos de rotagdo da Terra, sdo chamados circadianos. Esses ritmos
constituem a referéncia bésica na classificagdo dos demais, sendo chamados
infradianos os ciclos com periodos maiores e ultradianos os ritmos de
periodos menores do que 24 horas,

A ritmicidade circadiana é observada numa variedade muito grande de
organismos, desde unicelulares a pluricelulares. Dada a diversidade de for-
mas e fungdes, é provavel que cada espécie tenha desenvolvido mecanismos
diferentes de mediagio dos processos internos que originam esses ritmos. A
estrutura basica do sistema circadiano,porém,comum a todos os organismos,
é constituida por um fotorreceptor, um oscilador circadiano e o ritmo
que observamos em alguma varigvel fisiolégica (Pittendrigh, Bruce 1957).
O oscilador constitui as “engrenagens” e o ritmo os “ponteiros” do relégio
biolégico, que é sincronizado pelo ciclo de claro-escuro, através do fotorrecep-
tor. Os ponteiros sdo apenas a parte visivel do relégio, estando controlados
pela engrenagem interna que ndo observamos, como mostrado na fig.2.1.

Sob condicoes constantes, os ritmos circadianos entram em livre Ccurso,
constituindo a expressio direta do oscilador circadiano, livre dos fato-
res ambientais. O livre curso néo & alcangado imediatamente, observando-se
pos-efeitos que constituem os reflexos da condigéo anterior de arrastamento:
o periodo de livre-curso demora muitos ciclos até se estabilizar. Esse periodo,
chamado 7 , é sempre diferente de 24h, variando entre 20 e 28 horas, sendo
as implicagdes dessa diferenga minuciosamente analisados em Pittendrigh,
Daan, 1976. "

Uma vez em contato com um ciclo de claro-escuro, a duracio de 7 torna-
se igual ao do ciclo ambiental e as fases sio ajustadas as fases do “zeitgeber”
mantendo entre si uma relagio estivel. A esse processo chama-se sincro-
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Figura 2.1: Estrutura geral do sistema circadiano, onde F=fotorreceptor,
O=oscilador interno e R=ritmo biolégico

nizagdo ou arrastamento (Pittendrigh 1960). A passagem de um ritmo
em livre curso para o estado sincronizado, na maior parte das vezes, nio
€ imediata, acontecendo apés um certo niimero de ciclos transientes, em
que a fase do ritmo vai mudando gradualmente até atingir a posigao final.
O nimero de transientes varia de acordo com a espécie bioldgica e com as
condigGes de sincronizacio (Pittendrigh, Minis 1964). Transientes também
sao observados quando se muda experimentalmente o “zeitgeber”, ou como
no caso de humanos, apés véos trans-meridianos, constituindo-se no efeito
“Jet-lag”.

A sincronizagéo do relégio biolégico circadiano ¢ realizada pela acao con-
junta de diversos ciclos ambientais, os “zeitgebers”. Para separar esses
possiveis agentes de sincronizacdo e poder testar sua acao, é preciso ana-
lisar os ritmos em ambientes controlados. Nessas condigdes, “zeitgebers”
em potencial podem ser introduzidos e removidos, de forma controlada, em
condicdes de laboratério.

Para se interpretar corretamente as observag¢oes dos ritmos sujeitos a fa-
tores ambientais, é preciso distinguir claramente o oscilador (engrenagem)
e o ritmo (ponteiro), como mostrado na fig.2.2. A expressio de um ritmo
sujeito a fatores ambientais é resultado de componentes endégenos (devidos
a expressao direta do oscilador interno) e exégenos (devido & resposta direta
do ritmo a fatores ambientais ou comportamentais). Por exemplo, os ritmos
de variagdo da pressio arterial, batimentos cardiacos e produgéo de urina sio
controlados pelo oscilador circadiano, que estd sendo diretamente arrastado
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pelo “zeitgeber” de claro-escuro, mas exercicios fisicos podem modificar a ex-
pressao desses ritmos, sem alterar o oscilador. Nesse caso, dizemos que houve
mascaramento dos ritmos pelo fator externo. A temperatura retal é con-
siderada um dos ritmos menos suscetiveis ao mascaramento pelos fatores
ambientais, fornecendo uma das varidveis mais confiiveis da expressio direta
do oscilador circadiano. Como outros exemplos de mascaramento, citamos o
efeito do sono sobre a temperatura corporal, o efeito de refei¢des sobre o teor

de insulina no sangue, o efeito da postura sobre a vasopressina (Waterhouse,
Minors 1994).
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Figura 2.2: a)ritmo em livre-curso. b)ritmo arrastado. c)ritmo mascarado

Além da persisténcia sob condi¢es constantes e a capacidade de se sin-
cronizar por estimulos de luz, o sistema circadiano apresenta compensagao
de temperatura, ou seja, a independéncia do periodo com a temperatura
(Pittendrigh 1954) (Sweeney, Hastings 1960). Essa propriedade diferencia
a ritmicidade circadiana dos demais fendmenos fisiolégicos, que geralmente
mostram variagoes acentuadas com aumento ou diminuigao da temperatura.

Processos biolégicos sio, em geral, acelerados por um fator 2 ou 3 com um
aumento de 10°C da temperatura ambiente.

2.3 Ritmos sem Correlatos Geofisicos

Verificamos, nas secdes anteriores, o valor adaptativo de alguns ritmos
biolégicos terem desenvolvido perfodos iguais aos de ciclos ambientais. Rit-
mos do tipo “relégio biolégico” sdo tdo importantes que, na maioria dos seres
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vivos, o espectro de freqiiéncias dos diversos ritmos é centrado na freqiiéncia
circadiana, constituindo o componente central da organizagio temporal. Es-
ses ritmos constituem, no entanto, apenas um subgrupo do amplo conjunto
de todos os processos que apresentam oscilagoes ritmicas. A propriedade os-
cilatoria envolve a totalidade das funcées fisiologicas do organismo, revelando
uma ampla rede de intermodulacdo entre ritmos circadianos, ultradianos e
infradianos, nos diferentes niveis de organizacao biolégica (Marques 1997).

Em um estado estaciondrio, os sistemas ignoram o tempo. Uma vez num
regime peri6dico, no entanto, os sistemas “descobrem” 0 tempo, na sucessao
das fases do movimento periddico, e na ordem prescrita da sucessio dos
méximos picos de cada ritmo. No estudo dos sistemas complexos, esse fato
€ conhecido como “quebra de simetria temporal” (Nicolis, Prigogine 1989).
Oscilagbes, ou processos periédicos constituem, inclusive, a propria base da
percep¢ao temporal do homem: experimentos da, psicologia verificaram que,
a0 menos na percep¢ao de pequenos intervalos de tempo, sao utilizados pro-
cessos periddicos internos como sistema de referéncia (Poppel 1972).

As periodicidades dos ritmos sem correlatos geofisicos devem estar re-
lacionadas, provavelmente, com a otimizacdo dos processos em que estio
envolvidos. Modelos de comunicacdo intercelular mediados pela producao
ultradiana de horménios tém demonstrado a existéncia de periodicidades
que otimizam estas atividades. Além disso, o estudo da ontogénese dos rit-
mos procura responder como se origina a sensibilidade do organismo a sinais
pulsiteis e as mutacées que tém permitido a sele¢do de fregiiéncias 6timas
para cada processo (Goldbeter, 1996).

Neste contexto, é interessante verificar caracteristicas oscilatérias em se-
res que vivem em habitats cujos ciclos ambientais mostram caracteristicas
peculiares, como o interior das cavernas. Apesar do ambiente cavernicola ser
pouco estudado quanto s suas caracteristicas ritmicas, sabe-se que os even-
tuais ciclos ambientais das cavernas possuem pequena amplitude. Existem
organismos que vivem exclusivamente dentro das cavernas e outros, como
0S morcegos, que ainda mantém contato com o exterior. Para os primeiros,
nao existe um valor adaptativo em se desenvolver ritmos circadianos, devi-
do & inexisténcia do ciclo de claro-escuro, que constitui o principal estimulo
circadiano externo, para a maioria das espécies: seres cavernicolas sio, ge-
ralmente, cegos, tendo perdido a visdo no longo processo de adaptacio ao
ambiente escuro das cavernas. Apesar disso, a existéncia de ritmos regulares
nesses seres aponta mais uma vez para a importancia de fenémenos ritmicos
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puros, mesmo desvinculados de um sistema de sincronizagdo com o meio ex-
terno. Nesse sentido, cavernicolas apresentam ritmos que, talvez, cubram um
espectro de freqiiéncias mais amplo do que aquele das espécies de superficie,
0s quais tém seu espectro centrado na freqiiéncia circadiana.

Claros ritmos de muda cuticular e de oviposi¢do foram verificados em
colémbolos, insetos cavernicolas da espécie Folsomia candida, insetos cegos
e despigmentados que vivem sobre o guano de morcegos (Chiba 1973)(Mar-
ques et al,1987)(Cutkomp et al,1987). E interessante notar que, nesses pou-
cos exemplos observados, sdo evidentes as freqiiéncias infradianas. Vamos
estudar os ritmos desses insetos, por serem bastante convenientes do pon-
to de vista pritico: podem ser facilmente criados em laboratério, onde o
ambiente constante de cavernas é recriado; reproduzem-se com facilidade e
por partenogénese, garantindo um grande ndmero de individuos idénticos,
do ponto de vista genético; além disso, tém uma vida relativamente longa,
de aproximadamente 4 meses.

Vamos investigar a natureza dos ritmos infradianos observados nessa
espécie. Ritmos infradianos sdo pouco estudados mesmo em seres sujeitos
a um ambiente ciclico, em que existe sempre a possibilidade de um siste-
ma de sincronizagao externa estar atuando. Dado esse desconhecimento, a
verificagdo da natureza de um ritmo infradiano em seres que vivem em am-
bientes desprovidos de ciclos ambientais evidentes pode servir de indicativo
para o que acontece nos demais seres. Existe uma série de procedimentos
experimentais que permitem conhecer a natureza do oscilador subjacente a
um ritmo, sendo esses procedimentos baseados na teoria dos osciladores. No
préximo capitulo, vamos apresentar as bases teéricas desses procedimentos.
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3.1 Representagio dos Sistemas Dinamicos

Modelos matematicos de sistemas biolégicos procuram expressar a evo-

lucdo temporal deterministica de varidveis biolégicas através de N equacdes
diferenciais da forma:

= F(:E._, ,U,) xr = (271,3?2....’.5'_;\;) = (Fl._, FzFN) (31)

sendo z a varidvel dependente uma fungio do tempo e r representa a taxa
de variacdo temporal da varidvel z, expressa pela fungao F. y constitui um
parametro, uma constante do sistema. A solucdo dessa equacgao fornece x
como funcéo do tempo z(t), com a condicgo inicial z(t = 0) = .

A solugdo da equagdo pode ser expressa no espaco de fases, em que
as coordenadas representam pares de varidveis (zi,z;): No espaco de fases,
um estado de um sistema com N = 2 no instante t* é representado por
um ponto de coordenadas (z;(t*),z2(t*)) e uma trajetéria é definida como
uma sucessao de estados (z;(t), z2(t)) que o sistema vai assumindo no tempo,
segundo as solugdes z(t) das equagdes, como mostrado na fig.3.1. O conjunto

de trajetérias possiveis do sistema, no espago de fases, constitui um retrato
de fase do sistema.

I
-
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2

Figura 3.1: a)Solugdes de ,(t) e z5(t) b)representacio da trajetoria no es-
paco de fases.

Uma propriedade muito importante da estrutura do retrato de fase de um
sistema dinamico ¢ devido ao Teorema de Unicidade de Cauchy (Andro-
nov 1949), segundo o qual, uma equacdo diferencial continua e diferenciavel
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em todos os pontos admite uma solucdo tnica: a partir de um ponto no
espaco de fases passa somente uma tnica trajetoria, ndo sendo permitidas
intersecges de curvas.

Uma segunda propriedade é a existéncia de séries invariantes no espaco
de fases, que consituem trajetdrias invariantes no tempo, sendo exemplos o
ponto fixo e a curva periédica.

Solugdes estaciondrias sio representadas por um ponto fixo no espaco de
fases: sdo as solugoes de z(t) para o qual o sistema permanece constante no
tempo, ou seja £ = 0. O ponto fixo é instdvel ou estdvel, respectivamente,
se as trajetdrias se afastam ou se aproximam, assintoticamente, do ponto.
O principio da Homeostase pode ser associado a um estado de equilibrio
assintoticamente estével (Glass, Mackey 1988): existe um valor da varidvel
fisiolégica que é mantida no tempo, e qualquer perturbacio desse ponto de
equilibrio leva o sistema de volta, assintoticamente, a esse ponto, como mos-
trado na fig.3.2a.

Solugbes oscilatérias, por outro lado, sdo representadas, no espago de
fases, através de curvas fechadas, correspondendo a trajetorias em que os
sistemas repetem, ciclicamente, os mesmos conjuntos de estados. O tempo

necessario para o sistema retornar ao estado inicial, nessa curva, corresponde
ao periodo da oscilagéo.

a) b) C)

X, 4 X, 4 X, 4
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X, X, X

]

==

Figura 3.2: Representacdo de séries invariantes no espaco de fases:a) foco
estdvel b)péndulo c)ciclo-limite
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3.2 Osciladores Conservativos e Dissipativos

Osciladores sdo classificados como conservativos ou dissipativos, quan-
to & conservagdo ou nédo da energia e os principais exemplos sdo, respectiva-
mente, o péndulo ideal e o ciclo-limite.

Um péndulo ideal (sem amortecimento), na auséncia de perturbagdes, os-
cila indefinidamente com a amplitude determinada pelas condicoes iniciais,
fig.3.2b. Um péndulo amortecido nio conserva a energia, perdendo-a por
atrito e tem sua amplitude diminuida a cada ciclo, até parar completamen-
te. O ciclo-limite, por sua vez, corresponde a uma oscilagdo em sistemas
que possuem coeficiente de atrito varidveis com o estado, em virtude de
nao-linearidades: é uma solugdo periédica correspondente a uma trajetoria
fechada isolada, no espaco de estados.

Esses sistemas podem ser descritos, genericamente, pela equagao:

T+ h(z)t + f(z)z = g(x) (3.2)

sendo z a varidvel que oscila no tempo, h(z) o termo de amortecimento,
ou coeficiente de atrito, f(z) a forca de restauracio e g(z) a forca externa.
Considerando g(z) = 0e T = #%/2, U = [ f(z)dz, respectivamente, a energia
cinética e potencial do sistema, temos:

M = —h(z)z? (3.3)
dt

Dessa forma, a variagdo da energia total do sistema depende do termo
de amortecimento h(z) e quando h(z) = 0, a equagio se reduz a do péndulo
ideal e o sistema tem sua energia conservada; h(z) = 7, com v real positivo e
constante, corresponde ao péndulo amortecido linearmente, quando o sistema
perde energia monotonicamente; quando h(z) assume valores negativos e
positivos ao longo de um ciclo, a energia ¢ perdida e recebida, sendo um
exemplo h(z) = (1 — z?), o termo de amortecimento do oscilador de van der
Pol, que depende da amplitude (Hagedorn 1984): para valores pequenos (z <
1), e valores maiores (z > 1), o oscilador ganha e perde, respectivamente,
a energia: no ciclo-limite de amplitude z = 1, a energia perdida é igual a

recebida durante um ciclo.
Sistemas conservativos sao representados por equacoes invariantes quanto
a reversao temporal. Sistemas dissipativos, no entanto, apresentam irreversi-
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bilidade no tempo, propriedade comum na, maioria dos sistemas encontrados
na natureza (Nicolis, Prigogine 1989).

Quando um oscilador do tipo péndulo ideal sofre uma pequena pertur-
bacdo, as oscilacdes seguintes adotam uma nova amplitude, até que nova
perturbacdo determine mais uma nova amplitude.

A principal propriedade do ritmo biolégico, por outro lado, do ponto de
vista da sua classificacio como oscilador, é a estabilidade de sua amplitude,
quando sujeito a perturbacdes: ap0s transientes, a oscilacio volta a apre-
sentar a amplitude inicial. Se ritmos como os de batimento cardiaco fossem
suscetiveis a qualquer uma das indmeras perturbagGes a que estd exposto,
ao longo do dia, fibrilagdes ocorreriam com facilidade, causando a morte do
individuo. Essa estabilidade da amplitude caracteriza osciladores do tipo
ciclo-limite.

As curvas que representam oscilagoes do tipo péndulo e do tipo ciclo-
limite sdo apresentados na fig.3.2.b,c. O péndulo é representado por uma
série de curvas concéntricas, sendo todas essas curvas igualmente solucoes
da equacdo do péndulo, determinadas cada uma por uma condicao inicial e
energia diferente: como o sistema é linear, se z(t) for uma solucéo da equacgao
do péndulo, qualquer az(t), a real, é igualmente solugdo. Através de cada
condicdo inicial, no espago de fases, passa uma tnica curva, sobre a qual
segue a trajetdria do sistema: uma perturbacdo transporta o sistema para
uma nova condi¢éo inicial, passando a seguir a nova trajetdria determinada
por esta nova condigdo. A equacéo do ciclo-limite, por outro lado, tem como
solugdo apenas uma tinica curva fechada, para onde todas as trajetorias se
dirigem, assintoticamente. Uma vez sobre a curva, uma pequena perturbacio

que retire o sistema dela resultari no seu retorno, garantindo, dessa forma,
a estabilidade da amplitude da oscilagao.

3.3 Osciladores do Tipo Ciclo-Limite

Um ciclo-limite estdvel caracteriza um estado oscilatério com as pro-
priedades de auto-sustentacio e auto-excitagdo(Minorsky 1962):

Oscilagdo auto-sustentada - representa uma oscilagdo que se repete
espontaneamente, sem a necessidade de impulsos que iniciem cada novo ci-
clo. Essa propriedade caracteriza, claramente, as oscilagges biolégicas, sendo
a vantagem em relagdo a um mecanismo oscilante de resposta direta ao am-
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biente ciclico, tratada no cap.2.

Oscilagdo auto-excitada - o sistema evolui espontaneamente do estado
de repouso para o estado oscilatério, logo que as condigdes necessarias para
a oscilagdo sdo completadas. Essa propriedade foi, inicialmente, demons-
trada num experimento em que ritmos circadianos de aves (Chloris chloris)
eram observados sob condigdes controladas de variagio da luz: sabe-se que
a luz forte (“Bright Light”) inibe a oscilago circadiana. A medida em que
a intensidade luminosa era aumentada, verificava-se o cessar do ritmo no
momento em que ela ultrapassava um certo limiar e & medida em que a in-
tensidade era gradualmente diminuida, verificava-se o reinfcio espontaneo do
ritmo circadiano: foi tomado cuidado para a variacao ocorrer de forma gra-
dual o suficiente para ndo haver efeito impulsivo (Wever 1982). A oscilacéo
auto-excitada caracteriza o oscilador suave (Glass, Mackey 1988)

a) .4

b) X2 sz
= g p<pe B> e

Figura 3.3: a)Diagrama de Bifurcagio, em que a abscissa corresponde ao

parametro u e a ordenada & posigao radial do ponto de equilibrio r. Mostrada
a Bifurcagdo Supercritica de Hopf.

Essa mudanga de um estado de equilibrio estacionario para um estado
oscilante, com variagdo gradual de um parametro (no caso, a intensidade
da luz) é conhecida como Bifurcagdo Supercritica de Hopf (Guckenheimer,
Holmes 1983), e representada no diagrama de bifurcacao da fig.3.3, sendo
que, na abscissa estd representado o parametro u e na ordenada a posicao
radial r de equilfbrio estdvel do sistema, no espaco de fases. Uma linha sélida
representa uma solucao estdvel do sistema e uma linha tracejada uma solugio



3.4 Sincronizagdo dos Ritmos 31

instdvel. Dessa forma, verificamos que até um certo limiar ., o ponto r = 0
constitui um foco estdvel do sistema. Além desse valor, ele se transforma
num foco instdvel, a partir do qual as trajetérias vao tender 3 posic¢ao radial
correspondente & localizagdo do ciclo-limite estavel centrado na origem.

3.4 Sincronizacido dos Ritmos

Note-se que, nas consideracdes anteriores, caracterizou-se as oscilagoes
bioldgicas sob o ponto de vista da teoria dos osciladores baseados apenas
em propriedades qualitativas dos ritmos, como a estabilidade da amplitu-
de e perfodo, a propriedade de ser auto-sustentado e auto-excitado. Em
trabalhos de modelamento de oscilagdes, a impossibilidade de se identificar
as equagoes explicitas de um sistema nio impede que muitos de seus com-
portamentos resultantes sejam entendidos através de propriedades comuns &
classe de oscilador ao qual ele pertence: apesar de diferentes sistemas fisicos
serem modelados por diferentes séries de equagoes, a dindmica resultante,
para uma grande classe de sistemas, apresenta comportamentos muito se-
melhantes. Em particular, se o oscilador é representado por um ciclo-limite
centrado num foco instdvel, vérios de seus comportamentos, quando forcado
periodicamente, sdo comuns a toda a classe de osciladores desse mesmo ti-
po. Essa generalidade permite, muitas vezes, analisar o sistema através de
uma abordagem geométrica, tendo sido proposta, inicialmente, por Pavlidis
(Pavlidis 1967a,b) e desenvolvida por Winfree (Winfree 1988).

Vamos apresentar os principais aspectos observados na sincronizagio dos
ritmos biol6gicos, onde essa abordagem mostrou-se bastante eficiente na com-
preensao do funcionamento e papel do relégio biolégico. Vamos tratar de dois
tipos de sincronizagdo: a resultante de forgas externas impulsivas sobre
o oscilador, modelo esse utilizado para descrever a sincronizacio dos ritmos
biolégicos pelo “zeitgeber” de claro-escuro; a resultante do acoplamento
com outros osciladores, modelo este utilizado para descrever populagées de
osciladores que podem constituir a base do oscilador circadiano.

3.4.1 Sincronizagiao por Forcas Externas Impulsivas

A oscilagdo biolégica é associada a um oscilador do tipo ciclo-limite por
suas propriedades de oscilagio auto-sustentada, auto-excitada e & capacidade
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de se sincronizar de forma estavel.

Sao considerados critérios de uma sincronizagao estével (Moore-Ede 1980):
1- O sistema precisa oscilar com periodo 7 de livre-curso, antes e depois
de ser submetido ao “zeitgeber”;

2- Ao ser arrastado, o ritmo deve apresentar periodo igual ao do “zeitge-
ber”;

3- Ao ser arrastado, o ritmo deve apresentar uma relacao de fases cons-
tante em relacdo ao “zeitgeber”, a qual pode ser determinada pela diferenca
em horas entre picos caracteristicos de ambos os ciclos;

4- Ao retornar ao livre-curso, o ritmo deve, ainda que passageiramente,
continuar com a fase determinada pelo zeitgeber (caso contririo, tratou-se
apenas de um mascaramento).

Diversos experimentos de arrastamento foram realizados com a manipu-
lagio dos “zeitgebers”, considerando o mecanismo de sincronizacio como
“caixa-preta”, fornecendo valiosas propriedades gerais do arrastamento (As-
choff, Poppel, Wever 1969). Além disso, diversas propriedades qualitativas
da sincronizagio, obtidas experimentalmente, foram demonstradas pela simu-
lagdo da equagfio estendida de van der Pol sujeita a forgas externas (Wever
1979).

Um fotoperfodo consiste num ciclo constituido por intervalos de claro es-
curo, com duragao bem definida desses intervalos. A submissdo controlada de
organismos a fotoperiodos de diferentes periodicidades demonstrou que existe
um intervalo de arrastamento dentro do qual o ritmo pode ser sincroni-
zado de forma estdvel, sendo as periodicidades desse intervalo préximas do
periodo de livre-curso do oscilador. Fora desse intervalo, mas ainda préximo
aos seus limites, o ritmo era fracamente arrastado num processo chamado
coordenacao relativa (Swade, Pittendrigh 1967): o estimulo ciclico nio
era forte o suficiente para arrastar o ritmo, mas ainda conseguia exercer um
certo controle de fase. Quando a intensidade da luz, da parte clara de um fo-
toperiodo incapaz de sincronizar um ritmo, era aumentada, esse fotoperiodo
passava a sincronizar o ritmo. Da mesma forma, se a intensidade da par-
te clara de um fotoperfodo efetivo era diminuida, a sincronizagio podia ser
perdida. ;

A agdo de um zeitgeber como o claro-escuro pode ser paramétrica ou
nao-paramétrica (Pittendrigh, Daan 1976): no primeiro caso, o estimulo
provoca um efeito constante no tempo, como uma pressao constante sobre
um sistema; no segundo caso, o efeito do estimulo é localizado no tempo,
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como uma breve pancada.

Breves pulsos de luz podem sincronizar os ritmos circadianos, quando ad-
ministrados aos organismos mantidos em escuro constante, apenas nos mo-
mentos em que aconteceriam, no fotoperiodo natural, as mudancas de escuro
para claro e vice-versa. Esse tipo de zeitgeber é conhecido como fotoperiodo
esqueleto, por representar uma mimica do ciclo de claro-escuro que ocorre
na natureza, como mostrado na fig.3.4.

O fotoperfodo esqueleto é revelador do mecanismo nao-paramétrico de
sincronizacdo do fotoperiodo completo: a agao efetiva de deslocamento de
fase do oscilador acontece principalmente nos momentos de transicao de luz.

RITMO EM
LIVRE CURSO

RITMO
ARRASTADO

g,,ﬁg FOTOPERIODO
.2 ] COMPLETO

FOTOPERIODO
ESQUELETO

Figura 3.4: Sincronizacdo do oscilador circadiano pelo fotoperiodo completo
e pelo fotoperiodo esqueleto

-
Lo

O deslocamento de fase efetivo ocorre nos momentos de transi¢do entre
os ciclos de claro-escuro. Durante as fases em que a iluminagdo é mantida
constante, porém, ainda existe um efeito paramétrico muito mais fraco da
luz sobre o oscilador, acelerando ou desacelerando o ciclo em suas diferentes
fases. A verificacio desse fato ocorre quando o organismo é mantido em claro
constante e se observa uma leve diminuicao ou aumento do seu periodo 7.
Aumentos estdo sempre correlacionados com PRCs que apresentam dreas de
atraso maiores do que dreas de adiantamentos e vice-versa- a acao da luz
constante ¢ interpretada como resultante da integracao de pulsos sucessivos
sobre o oscilador, alterando parametricamente a sua. velocidade angular. Esse
processo, porém, ocorre com intensidade muito pequena, em comparacao ao
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impacto que a transicio de luz tem sobre o oscilador (Pittendrigh, Daan
1976).

O pulso de luz constitui uma perturbacéo sobre o ciclo-limite que, apesar
de ndo modificar a amplitude, modifica a fase do ciclo. O tamanho dessa
modificagéo, ou deslocamento de fase, varia para cada fase em que a mesma
perturbacio é imposta. A propriedade dos ritmos de se sincronizarem por fo-
toperfodos esqueletos conduz naturalmente & verificacdo dos efeitos de pulsos
de luz sobre o oscilador, nas suas diferentes fases. A curva que apresenta essa
variagdo com a fase do deslocamento é chamada de Curva de Resposta de

fases ou PRC(Phase Response Curve), constituindo a base do mecanismo
de sincronizagio dos ritmos.

Curva de Resposta de Fases PRC

Uma PRC consiste num grifico onde as abscissas correspondem as fases
® de um ciclo e as ordenadas correspondem ao deslocamento de fase (A®)
provocado pelo pulso, naquela fase. Esse deslocamento pode ser um atraso
(A® < 0) ou adiantamento de fase (A® > 0).

A variagdo periédica da sensibilidade 3 luz, que constitui a base da sin-
cronizagdo do oscilador circadiano, j4 havia sido observado em plantas por
Kleinhoonte, em 1932 (citado em Biinning 1957). A primeira apresentacao
formal de uma PRC foi realizada por De Coursey, em 1959 (De Coursey 1959),
com a observagdo do deslocamento de fases induzido no ritmo de atividades
de esquilos voadores (Glaucomys volans), por pulsos de dez minutos de luz.
Desde entdo, a construgdo de curvas de resposta de fases tem constituido
um procedimento bésico na compreensio dos mecanismos de sincronizagao e
da natureza dos osciladores subjacentes aos ritmos biolégicos. A PRC per-
mite que deslocamentos observados nos ponteiros do relégio possam trazer
inferéncias sobre o funcionamento do relogio, consistindo no caso mais elabo-
rado de um experimento de “caixa preta” em cronobiologia: quando nao se
sabe como funciona um sistema, perturba-se esse sistema de diversos modos
e faz-se hipiteses sobre o seu contetido através das respostas a cada pertur-
bacdo. Anélises das formas das PRCs, em diversos organismos, trouxeram
surpreendentes informagdes sobre o papel do oscilador como relégio biologico
(Pittendrigh, Daan 1976).

Existem grandes diferencas nas formas das PRCs apresentadas entre es-
pécies diferentes, sendo a escala dessa diferenga muito maior do que as dife-
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rencas entre individuos da mesma espécie (Pittendrigh, Daan 1976). Como o
individuo se encontra em condigdes de claro ou escuro constante, considera-
se “dia subjetivo” o intervalo no qual se observam comportamentos que a
espécie apresenta no claro e “noite subjetiva”, o intervalo no qual se observam
comportamentos apresentados no escuro. Assim, todas as PRCs apresentam
atrasos de fase no inicio da noite subjetiva e adiantamentos de fase no fim
da noite subjetiva. Durante o dia subjetivo e a noite subjetiva, as PRCs nao
apresentam deslocamentos significativos de fase, demonstrando, mais uma
vez, insensibilidade do relégio em horérios correspondentes a situacdo de lu-
minosidade constante. A sensibilidade é observada nas fases correspondentes

a0 anoitecer e amanhecer, que correspondem as mudangas de luminosidade.
Essa propriedade geral est4 ilustrada na fig.3.5.
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Figura 3.5: Esquema da forma geral de uma PRC, em que atrasos e adianta-
mentos de fase ocorrem, respectivamente, no inicio e fim da noite subjetiva

Para que nm zeitgeber possa arrastar o sistema de temporizacao circadia-
no, deve acertar, a cada ciclo, a fase do oscilador por uma quantidade igual
a diferenca entre o seu perfodo e do oscilador. Em linhas gerais, podemos
entender o processo da sincronizagio como o acerto, ciclo por ciclo, nessa
diferenca. A PRC da fig.3.5 ilustra de que forma o surgimento do sol, nas
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primeiras horas do dia, causa um adiantamento de fase de 2 horas e o poente,
no entardecer, causa um atraso de 1 hora, resultando na sincronizacdo de um
oscilador com 7 = 25 horas por um zeitgeber de 25 — 2 + 1 = 24horas.

Uma outra caracteristica comum as PRCs sio as duas formas em que eles
Se apresentam, seja quando submetido a um estimulo de intensidade forte ou
fraca. Na fig.3.6, estdo ilustrados os dois tipos de PRC, tendo sido chamados

de Tipo 0 e Tipo 1, respectivamente, para pulsos fortes e fracos e tratados
-na se¢do seguinte.

b
) 1 Tipo 1! ) 4 Tipo0
ug = |
o A
—TT-- "'Tr-]-

Figura 3.6: PRC para diferentes intensidades dos pulsos. a)Tipo 1. b)Tipo
0

Uma PRC mostra o deslocamento final de uma série de pequenos desloca-
mentos transientes apresentados pelo ritmo, apés o sistema ter recebido o
pulso. Esses transientes sdo indicados como a evidéncia de que o pulso de luz
deslocou imediatamente a fase do oscilador, mas o processo da transmissio
dessa nova fase ao ritmo foi lento. A verificacao de que o deslocamento de fa-
se ¢ instantaneo pode ser realizada e é apresentada em Moore-Ede, Sulzman,
Fuller (1982).

Transientes sdo, dessa forma, comumenté associados com a demora na
transmissao de uma nova fase do oscilador para um ritmo ou para um outro
oscilador (Pittendrigh, Bruce 1959)

Modelo de Ciclo-Limite Perturbado Impulsivamente

Como vimos na secio anterior, o fotoperiodo esqueleto consiste em pul-
sos rapidos de luz atuando sobre o oscilador biolégico, em escuro constante,
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sendo o seu efeito de sincronizacio a base daquele do zeitgeber de claro-
escuro que encontramos na natureza. As propriedades observadas podem ser
descritas através do modelo generalizado de ciclo-limite perturbado im-
pulsivamente. Essa forca é caracterizada, por atuar no oscilador em pulsos
localizados numa estreita faixa de tempo, representados matematicamente
por fungdes delta, e o modelo é conhecido como “kicked oscillator” (Camp-
bell et all 1988)(Ding 1987)(Glass 1988).

Ciclos-limites sdo representados por curvas fechadas no plano de fases e
uma curva fechada pode, através de transformaciio conveniente de variaveis,
ser representada por um cfrculo (Murray 1989). Um ciclo limite no plano
de fases é representado, portanto, genericamente, por um circulo centrado
num foco instdvel, a partir do qual podemos tracar linhas radiais sobre as
quais recaem todos os pontos correspondentes & mesma fase, como ilustrado
na fig.3.7a Essas linhas foram denominadas isécronas, por Arthur Winfree
(1980), que desenvolveu toda uma teoria geométrica da cronobiologia. O
foco instédvel corresponde a uma singularidade no espaco de fases, por niio
corresponder a nenhuma, fase especifica (Winfree 1980) (Petersen 1980).

O resultado de perturbagdes impulsivas sobre o ciclo-limite, em suas dife-
rentes fases @, sao deslocamentos da trajetoria para novas fases &', sendo a

magnitude do deslocamento, A® = &' — @, dependente de ® e da intensidade
I do pulso.

a)
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Figura 3.7: a)lsécronas no plano de fases. b)Deslocamento de fase causada
por uma perturbagdo impulsiva de magnitude I
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Em termos geométricos, uma perturbagio no ciclo limite corresponde a
um vetor de deslocamento horizontal no plano de fases, apontando sobre a
isécrona correspondente & nova fase ®’, e retornando A curva inicial, dessa
forma conservando a amplitude mas mudando a fase, fig.3.7b. A nova fase @'

estd relacionada com a fase em que foi submetido o pulso @ e & intensidade
do pulso I através da relagio (Glass 1988):

P! = —1—arc cos < EOE R (3.4)

27 (1+ 2 cos2n® + I2)1/2

De acordo com esse modelo, temos dois tipos diferentes de PRC, graficos
da alteragao de fase A® em fun¢ao de @, de acordo com a magnitude da
perturbacdo I, e denominados, segundo Winfree: Tipo I para pequenas in-
tensidades da perturbagdo, quando o ciclo deslocado ainda contém o ponto de
equilfbrio: nesse caso, existe uma correspondéncia (® — ®') entre todas as
fases do ciclo; Tipo 0 para grandes intensidades, quando o ciclo ndo contém
mais o ponto de equilfbrio inicial e o grafico apresenta uma descontinuida-
de: nesse caso, a relagio (& — ®') mapeia as fases iniciais para apenas um
intervalo limitado de fases &', como ilustrados na fig.3.8.

Esses gréificos tém uma boa correspondéncia com resultados experimen-
tais de curvas de resposta de fases de ciclos biolégicos sujeitos a perturbagdes
de intensidades fortes e fracas, apresentados na secio anterior (Sismondo
1990) (Moore-Ede 1992).

Uma importante previsio desse modelo & que existe, para todo ciclo-
limite, um pulso dado numa fase especifica ®*, com intensidade especifica
I*, que leva o sistema exatamente sobre o ponto de singularidade, como
ilustrado na fig.3.8c. Nesse caso, o sistema ¢ deslocado para uma condicao
de fase indeterminada, traduzida por um estado arrftmico. Por ser o foco
instdvel, este experimento é muito dificil de se realizar, pois pequenas per-
turbagdes podem afastar o sistema desse ponto. Apesar disto, evidéncias
experimentais tém surgido sobre a ocorréncia desse efeito, demonstrando a
generalidade dessa abordagem topolégica do sistema de ciclo-limite (Winfree
1975), (Karlsson,Johnson 1972), (Taylor et al,1982).

Estrutura do Espago de Parametros

Com o conhecimento do efeito de um pulso tinico em cada fase do oscila-
dor, através da PRC, podemos prever o efeito de pulsos periédicos de mesma
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Figura 3.8: Efeitos dos impulsos, segundo Winfree: a)Tipo 1, quando a
perturbagio ainda engloba o foco b)Tipo 0, quando a perturbagéo vai além
do foco c)perturbagio que leva o sistema a0 estado arritmico

intensidade ministrados ao oscilador. Um regime de “phase-lock” ou sin-
cronismo de fase é obtido quando o oscilador, sujeito aos pulsos periédicos,
completa q ciclos para cada p ciclos de pulsos, sendo p/q um ndmero racio-
nal. Quando p/q = 1/1, temos a sincronizacio em que o oscilador passa a
completar o ciclo com a mesma periodicidade dos pulsos externos, como é o
caso do arrastamento do oscilador circadiano pelo zeitgeber de claro-escuro.
Esse regime, somado a todos os outros caracterizados por p/q racionais é
chamado regime periédico. Quando o resultado da interagao entre o osci-
lador e os pulsos é um p/q irracional, temos um regime quase-periédico e
quando p/q ndo converge, temos um regime caético (Ding 1987) (Jensen,
Bak 1984).

O regime em que o sistema vai recair ¢ determinado pelo conjunto dos
pardmetros I e 3: I corresponde 2 intensidade do pulso e 3 a razao entre o
periodo dos pulsos periédicos e o periodo de livre-curso do oscilador: quando
a intensidade da forca periédica é baixa, a sincronizagdo com p/q = 1/1 é
possivel somente para osciladores com periodicidades situadas numa estreita
faixa préxima & da forca externa; a medida em que I aumenta, cresce a capa-
cidade de arrastar osciladores com periodicidades mais afastadas. Quando os
parametros sdo variados (a intensidade da forga é diminuida, ou a freqiiéncia
da forga periddica é levada para um valor muito distante daquela do osci-
lador), o sistema muda de um regime a outro. Um paradmetro sozinho nio
define independentemente o regime do sistema, precisando ser visto em con-
junto com o outro: para se entender de forma sistematizada o efeito conjunto
dos parametros I e 3, é preciso construir o Espacgo de Parametros do sis-
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tema.

Para melhor tratar analiticamente o problema, costuma-se utilizar o os-
cilador de Van der Pol, por sua simplicidade, como protétipo de sistema com

ciclo limite estdvel isolado, centrado num foco instdvel (Ding 1987), repre-
sentado nas coordenadas (r,®):

r = Ar(l-r)
» = -1 (3.5)

O parametro' A representa o inverso do tempo de relaxamento do siste-
ma, quando perturbado para fora do ciclo-limite r = 1. Levamos em conta
que o sistema tenha um répido relaxamento, ou seja, que o sistema retorne
rapidamente ao ciclo-limite, entre o intervalo de um pulso e o préximo.

Como o deslocamento causado pelo pulso é representado por um vetor

na diregéo x, é conveniente representar o mesmo sistema nas coordenadas
(z =rcos®, y = rsend):

Azl —2® —y?) — gy + 2I3,6(t — 2mnp)
¥ = o4+ Ay(l-2% —?) (3.6)

onde a somatéria na equagéio 3.6 representa a seqiiéncia dos pulsos ministra-
dos ao oscilador, representados pela fungio Delta de Dirac (Ding 1987).

Sendo o efeito do pulso nio paramétrico, esse sistema evolui autonoma-
mente nos intervalos de tempo entre os pulsos. Dessa forma, o sistema é
integrado separadamente, durante e entre pulsos. A fungdo Delta, repre-
sentando o pulso, é matematicamente conveniente para essa integracdo. No
limite de rdpido relaxamento (A = o), o sistema de duas dimensdes pode
ser convenientemente reduzido a um mapa circular: a varigvel r permanece
aproximadamente constante no ciclo-limite (r = 1) e a evolugdo do sistema
é representada apenas pela varidvel ®. Essa evolugdo se processa em tem-
pos discretos ¢ = n, onde n é um inteiro e ao qual corresponde a varidvel
®,. O mapa circular é uma fungdo que mapeia um ponto @, do circulo
0 < ® < 27 num outro ponto ®,,; no mesmo circulo: ®n41 = F(P,) (Ding
1987) (Kaneko 1986) (Bak 1986).
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O mapa circular correspondente as equagoes 3.6 fornece a nova posicio
angular ®,,; apés o n-ésimo pulso, como funcao da posigio anterior ®,,:

sen(®, + 27 )
21 + cos(®,, + 273)

Essa fungéo representa um mapa circular com os dois parametros I e .

Note-se que, a partir do grafico do par (®n+1,®,), temos a PRC do oscilador,
visto que esse iiltimo indica, para cada fase, a nova fase para o qual o pulso
o desloca, sendo ®,,; = ®,, + A®.

Para se verificar o comportamento do sistema para determinados valores
dos pardmetros, é preciso iterar o mapa F, produzindo a série:®, F(®), F2(®),
Fs(*b) ou (I’l, (I)g, @3

Temos um ciclo de perfodo p quando, para qualquer n:

Bny1 = F(®,) = arctg (3.7)

By = D, (3.8)

O niimero de rotagio desse sistema é definido como p/q, em que p
corresponde ao nimero de ciclos de pulsos a cada q ciclos completados pelo
oscilador. p/q racional caracteriza o regime periédico, p/q irracional carac-
teriza o regime quasi-periédico e p/q néo convergente caracteriza o regime
caético. Como vimos, o conjunto dos pardmetros I e # determina o regime
do sistema oscilador-pulso periédico. O espago de pardmetros é construido
verificando, para cada coordenada (L,B) o tipo de regime do sistema, agru-
pando no grifico (I x ) as regides de mesmo regime, como mostrado na
fig.3.9, para o oscilador de Van der Pol sujeito a pulsos delta periddicos.

O espago de pardmetros apresenta caracteristicas distintas para regides
de intensidades baixas, altas e intermediarias dos pulsos. Lembrando que o
regime final resulta da interaciio entre o oscilador que tem uma freqiiéncia
autonoma e o pulso com outra freqiiéncia, temos: regimes peri6dicos e quasi-
periodicos para baixas intensidades do pulso (I <0,5); regimes periédicos e
cadticos para intensidades intermediarias (0,5 < I < 1); regimes periddicos
completamente determinados pela freqiiéncia do pulso, para intensidades for-
tes do mesmo (I > 1) (Ding 1987).

Interessa-nos, aqui, verificar as regioes de baixa intensidade do pulso
(I < 0,5), por ser nessa faixa que acontecem as sincronizacoes comumen-
te observadas no meio ambiente. As zonas periddicas, cada qual com um
nimero de rotagdo p/q diferente, formam estruturas chamadas de “Linguas
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0.5

0.0

I = 0.0 0.5

Figura 3.9: Espaco de Parametros do oscilador de van der Pol sujeito a for¢a
periddica impulsiva. Nas abscissas temos o pardmetro § e nas ordenadas o

pardmetro I. Regimes periédicos sdo caracterizados pelo nimero de rotagao
p/q respectivo, extraido de Ding (1987).

de Arnold”. Quando I é pequena, todas as linguas sdo estreitas, sendo a lar-
gura de cada lingua proporcional & faixa de freqiiéncias 3 capazes de serem
sincronizados naquele regime. Essa largura aumenta com o aumento de I,
representando o aumento do “intervalo de arrastamento” tratado na segao
3id.1;

Verifiquemos a lingua correspondente a p/q = 2/1. O regime periodico
p/q = 2/1 representa um sistema em que o oscilador completa um ciclo a
cada dois ciclos do pulso: na regiao de intensidades muito pequenas I = 0,
onde a interagio entre oscilador e pulso ¢ muito fraca, cada um comportando-
se quase autonomamente, isso ocorre na linha onde, de fato, os perfodos do
pulso e do oscilador estio na razdo 8 = 1/2. Aumentando I, a interagao
comeca a fazer efeito e osciladores cujas periodicidades séo diferentes, mas
estdo na vizinhanca 8 & 1/2, comegam a oscilar segundo o regime p/q = 2/1.
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Vizinhangas cada vez mais distantes sao sincronizadas, dessa forma, com
aumento de 1.

Um sistema num regime p/q = 2/1 pode passar a um regime p/q = 1/1
se mantivermos I e aumentarmos B, como mostrado pela seta 1 na fig.3.9.
Como [ representa a razio entre o periodo dos pulsos e o periodo auténomo
do oscilador, um aumento de B pode ser obtido com o aumento do primeiro
ou com a diminui¢io do ltimo, de forma a aproximar as duas periodicidades
da razéo 1/1, que resulta no arrastamento de mesmo periodo.

Fora das linguas estdo as zonas quasi-periédicas, que correspondem a um
p/q irracional: esse comportamento corresponde & “coordenacio relativa”
tratada em 3.4.1.

Apesar de diferentes ciclos-limites, sujeitos a diferentes forgas externas,
apresentarem especificidades na forma, e posi¢des das linguas de Arnold e das
regioes quasi-periédicas e cadticas, a estrutura geral do espago de parametros
¢ a mesma para essa classe de sistemas: comportamentos tipicos nas regides
de baixas, médias e altas intensidades da, forca externa periddica.

A estrutura fina do espago de pardmetros é muito complexa, principal-
mente na regido de intensidade intermedidria, onde se entrelacam regimes
periddicos e ca6ticos. Estudos detalhados dessa regiao tém revelado minu-
ciosas estruturas, envolvendo a sistemitica da. Dindmica Simbélica (Metro-
polis, Stein, Stein 1973) (Belair, Glass 1985)(Bak 1986)(Bai Lin 1989)(Ding
1987)(Ullmann, Caldas 1997).

A verificagdo experimental da passagem de um regime periédico a outro
cadtico tem sido feita, com a submissio de neurdnios (Aihara et al 1986)

€ marcapassos do coragdo de pintos (Glass et al 1984) a pulsos elétricos de
periodicidades e intensidades controladas.

3.4.2  Sincronizacio por Acoplamento de Osciladores

L]
Fendmenos coletivos resultantes da agregacao de muitos osciladores, através
de acoplamentos mutuos, sdo muito comuns na natureza.

A etapa primordial do desenvolvimento do marcapasso do coragio de pin-
tos consiste numa populacio de células oscilatérias independentes: 4 medida
em que essas unidades entram em contato, elas se sincronizam de forma que
a populagdo comega a funcionar como um tinico oscilador (De Haan,1967).

Amebas da espécie Dictyostelium discoideum sio seres unicelulares e vi-
vem independentemente, até 0 momento em que uma eventual escassez de
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alimentos provoca um processo de agregacio através de uma substéncia cha-
mada cAMP, que é sintetizada e liberada periodicamente por algumas amebas
centrais. A medida em que novas amebas vao se juntando, elas passam a pro-
duzir a mesma substéncia, que atrai novas células por quimiotaxia, de forma
sincronizada, amplificando o sinal, terminando por constituir um organismo
com cerca de 10° componentes (Goldbeter 1996). Assim, osciladores acopla-
dos podem apresentar um conjunto de comportamentos muito mais complexo
do que o apresentado por um tnico oscilador isolado (Kuramoto 1984).

De acordo com o modelo apresentado no cap.2, o sistema circadiano con-
siste em um fotorreceptor, um oscilador circadiano e o conjunto dos rit-
mos que mantém entre si uma, relagdo de fases constante, caracterizando a
sincronizagio interna. Dois problemas centrais tém sido trabalhados do
ponto de vista fisiolégico: o primeiro consiste na identificagdo dos correlatos
anatomicos desses componentes; o segundo consiste na determinacio dos me-
canismos de interagio desses componentes, formando um sistema, regulatdrio
organizado. :

O modelo basico (fotorreceptor— oscilador—ritmo) tem se mostrado gra-
dativamente mais complexo em suas estruturas componentes: ritmos diver-
sos podem ser controlados por um tnico oscilador central; ritmos diversos
podem ser controlados por osciladores circadianos diferentes; mais de um os-
cilador pode controlar um tnico ritmo. No caso da existéncia de mais de um
oscilador, eles podem ser acoplados ou ndo. Esses modelos sio ilustrados,
esquematicamente, na fig.3.10.

Nos insetos, a existéncia de um sistema multioscilatério é bastante evi-
dente. Existem demonstragées de osciladores no sistema nervoso central
cuja agdo é redundante, como em besouros (Koehher, Fleissner 1978), ou
osciladores mutuamente acoplados como na barata (Page et al, 1977). Além
dos osciladores neurais, os insetos apresentam osciladores localizados direta-
mente na estrutura que apresenta ritmicidade, como as células epidérmicas
responsiveis pela elaboragio da cuticula (Neville 1975); ou na glandula pro-
toracica, que sintetiza o horménio da muda (Mizogushi, Ishizaki 1982); ou
ainda na atividade das gonadas e estruturas acessérias (Weber 1985).

Nas baratas (Leucophaea maderae), os dois principais osciladores localizam-
se bilateralmente nos dois 16bulos opticos. Remogdes de um dos 16bulos com-
provam que cada oscilador consegue sustentar, independentemente, o ritmo
circadiano de atividades desses insetos. Essa remogéo, no entanto, causa um
aumento de 7 do oscilador intacto. O acoplamento dos dois osciladores, resul-
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Figura 3.10: Aumento de complexidade do modelo bsico do sistema circa-
diano: a)diferentes osciladores circadianos controlam diferentes ritmos. b)um

oscilador controla varios ritmos. ¢)mais de um oscilador controla um tnico
ritmo.

tando num tnico oscilador central, resulta na diminuicio de 7. Além disso,
quando um estimulo sincronizador é submetido apenas a um dos osciladores,
verifica-se o deslocamento da fase também no outro oscilador. A amplitude
deste deslocamento, porém, é maior quando o outro oscilador havia sido re-
movido: o acoplamento miituo diminui a amplitude do deslocamento (Page
1978).

Em organismos mais complexos, Winfree propés um modelo de popu-
lagoes de osciladores circadianos fracamente acoplados, tendo como unidade
células, formando o oscilador central (Winfree 1967). Pavlidis, por outro la-
do, propés um modelo de populacoes de osciladores ultradianos fortemente
acoplados, também a nivel de células, tendo como resultado final um osci-
lador circadiano. O resultado de um forte acoplamento de osciladores de
freqiiéncias altas resulta na sincronizagio que tem como resultante um osci-
lador de baixa freqiiéncia (Pavlidis 1969),(Miller 1993). De qualquer forma,
a extrema precisao do oscilador circadiano é um aspecto a ser destacado:
um oscilador estd sempre sujeito a imprecisdes decorrentes de flutuacoes es-
tocasticas. Uma populagéo de osciladores acoplados apresenta maior estabili-
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dade de seu periodo, pois pequenas variagoes em osciladores componentes sio
logo amortecidas pela influéncia corretiva do conjunto dos demais osciladores
(Enright 1980).

Todas essas propriedades sio resultado de modelos matematicos de osci-
ladores acoplados. O desenvolvimento desses modelos, no entanto, é muito
extenso e especifico para cada propriedade a ser verificada, sendo apresenta-
das, na secéo seguinte, apenas as linhas gerais da formulacio matemadtica de

osciladores acoplados. Detalhes do desenvolvimento podem ser encontrados
nas referéncias citadas.

Formulagdo Matematica do Acoplamento

A sincronizagdo de um oscilador submetido

a uma influéncia externa pe-
riddica pode ser devida a uma forca externa aplicada ou & acao de outros
osciladores vizinhos.

Nesse caso, a influéncia é mitua, cada oscilador in-
fluenciando o comportamento do outro. Nesse caso, dizemos que os oscila-
dores estao acoplados, podendo o efeito do acoplamento ser paramétrico ou
nao-paramétrico.

Entre dois osciladores com fre

quéncias muito préximas, um acoplamento
fraco ¢ suficiente para

que ambos se sincronizem. Para facilitar a formu-
lagdo, vamos considerar dois ciclos-limites idénticos acoplados. Sejam (r, ®)

as coordenadas de cada oscilador, no espago de fases. A evolugio de cada
oscilador, independente, é:

T.l = F(Tl,(i’l) T:2=F(T2).,@2
(b] = G(TI, (I)l) {1)2 = G(Tz, ‘I"z) (39)

Ao considerarmos o acoplamento, temos:

1“1 = F(T;,@l) + Ek(Tg = Tl) + Af(?‘l, @1)
P, = G(T1,(I’1) + Ek(@g — (I)l) + Ag(f‘l, ‘I’l)

T:z = F(T‘g, q’g) + fk(Tl — TQ)
D = G(ry, d,) + k(P — B,) (3.10)
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onde 0 <e<<lek>0éuma constante de acoplamento. Quando € = 0,
nao temos acoplamento e as equagoes reduzem-se a 3.9. Quando ¢ *De
A = 0, os dois osciladores acoplados sdo idénticos. O tltimo termo em )\
garante generalidade suficiente para o sistema, fornecendo a assimetria que
permite que os dois osciladores sejam diferentes. Os termos especificos de
acoplamento utilizados, representados pelos termos em k, sdo proporcionais
a diferenca de fases (r; — T2) e (®; — ®,) entre os osciladores, sendo o tipo
de acoplamento mais utilizado nos modelos. O termo € << 1 determina
que o acoplamento seja fraco, o que permite que métodos perturbativos
sejam utilizados na resolucio do sistema. O meétodo perturbativo tem sido
satisfatorio na resolugdo desses problemas que sio muito dificeis de serem
resolvidos analiticamente (Neu 1979), (Kuramoto 1984), (Murray 1989).

No espago de fases, espera-se que o efeito do acoplamento fraco modifique
levemente a trajetéria do sistema do ciclo-limite original.

Através do método perturbativo, comportamentos caracteristicos de osci-
ladores acoplados podem ser explicados, como o sincronismo de fases, que
ocorre quando as periodicidades dos dois osciladores sdo muito préximos e a
diferenca de fases entre os dois tende a um valor constante, e o “splitting”
quando as duas periodicidades sdo muito diferentes e no qual se alternam
uma lenta variacio da diferenca de fases com uma rapida flutuacdo nessa
diferenca (Neu 1980)(Kopell 1984) (Kuramoto 1984). _

Além disso, esses modelos descrevem a mudanca dos periodos dos osci-
ladores, quando acoplados fortemente, como foi observado em experiéncias

com baratas, descrita na segio anterior (Kawato, Suzuki 1980)(Daan, Berde
1978).

3.5 Modelos de Realimentacao

Paralelamente aos modelos que explicam qualitativamente os comporta-
mentos dos ritmos biolégicos, modelos com equagoes explicitas tém sido de-
senvolvidos, identificados com os processos bioquimicos geradores dos ritmos.
representando uma abertura da caixa-preta.

O conhecimento detalhado desses mecanismos bioquimicos tem sido pos-
sivel apenas em alguns poucos animais como a mosca Drosophila e o fungo
Neurospora, gragas a avancos nas dreas de bioquimica celular, biologia mole-
cular e genética (Goldbeter 1996).
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Sabe-se que o mecanismo gerador da oscilagdo circadiana depende, pelo
menos em parte, de uma alca de realimentagio negativa da transcrigio dos
segmentos de DNA que codificam a ritmicidade biolégica (Weitz 1996). Es-
te mecanismo parece ser surpreendentemente semelhante em organismos tao
diferentes quanto uma mosca e um fungo (Page 1994). Estudos detalhados
da seqiiéncia de processos que integram esta alga mostram que a proteina
sintetizada é mantida por um intervalo de tempo, no qual age como inibi-
dor da transcrigdo de seu préprio gene (Aronson et al 1994)(Rosbach 1995)
(Goldbeter 1996).

A construgdo do modelo de um processo de realimentacéo é construido em
duas etapas (Friesen 1993). Numa primeira etapa, é construido um esquema
qualitativo de todas as fases do processo, com a determinagdo de todas as
varidveis que o constituem. Essas varidveis sio representadas por blocos li-
gados por linhas que representam o tipo de interagio entre eles: terminagoes
em T representam efeito inibidor e terminacdes em o representam efeito exci-
tatorio. Tridngulos entre as linhas representam atrasos (Johnsson, Karlsson
1972), que representam a ndo-instantaneidade do processo.

Um esquema qualitativo bastante simples é apresentado na fig.3.11.

—*A—A—E—A—F—’ R

Figura 3.11: Exemplo de modelo de realimentacdo, em que os blocos corres-
pondem &s varidveis, e as interacdes entre elas sio explicitadas. Na figura a

direita, apresentamos a evolucio temporal das trés varidveis A, BeC, com
diferenga de fase.

Nesse sistema, o modelo é representado pela seguinte série de equagoes,
onde A,B,C representam as varidveis , m (coeficiente de Hill), F, G, a,b,c,d,e
sao parametros positivos e constantes:
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dA i
& Baipm ™
ElE = bA—cB
dt
d
Ef_ = dB —eC (3.11)

A criacio de A ¢ inibida pelo produto final C e degradada de acordo
com uma cinética de primeira ordem. O tempo necessario para que ocorra
a seqiiéncia dos processos formadores de B e C corresponde ao atraso que
constitui um componente necessrio, num processo de realimentacdo, para o
surgimento de oscilagdes (Murray 1989).

Uma vez identificadas as varidveis e o tipo de interacio entre elas, procede-
se a etapa quantitativa do modelamento, que corresponde ao ajuste de pa-
rametros de forma a obter, como resultado das equagoes, oscilacdes com as
caracteristicas (periodos, relacio de fases entre varidveis, forma da onda)
observadas no sistema biol4gico, como mostrado na fig.3.11.

E importante ressaltar que a oscilagdo ocorre apenas num conjunto li-
mitado de intervalos dos parimetros do sistema, denominado “dominio de
oscilacao”: para algum valor do parametro fora desse dominio, o carater os-
cilatério néo se verifica mais no sistema. A possibilidade de oscilagdes do tipo
ciclo-limite ocorrerem como resultado de um sistema de equacdes é verificada
no teorema de Poincaré-Bendixon (Andronov e Chaikin 1949).

Dizemos que esse tipo de modelamento & explicito porque estamos iden-
tificando as varidveis e interacdes envolvidas nas equagoes, esclarecendo os
mecanismos. Modelos explicitos de realimentacdo do oscilador circadiano
tém ainda se limitado a poucos processos especificos como o do oscilador de
“Drosophila”, visto que, na maioria dos casos, 0 numero de reagdes quimicas
envolvidas na geragéo da oscilagio é tio grande que uma descrigio ponto a
ponto de todo o processo ainda é inacessivel. Por outro lado, a verificacao
de processos semelhantes de realimentacao na transcricio do DNA no fungo
Neurospora (Aronson et al, 1994), (Dunlap, Feldman 1988) tem reforcado a
idéia de que esse processo possa constituir um mecanismo geral da ritmici-
dade, tanto em seres unicelulares como em multicelulares (Takahashi 1993).

Modelos devem ser suficientemente detalhados sem, no entanto, tornarem-
se desnecessariamente complexos demais, pois acima de tudo seu objetivo é
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contribuir para um melhor esclarecimento das principais varidveis envolvidas
e na maneira como elas agem: simplificagGes excessivas de um processo, com
modelos néo identificados com dados experimentais, nio geram hipéteses que
possam ser testadas; por outro lado, um modelo que considera um niimero
muito grande de varidveis e pardmetros de importancias secund4rias pode se
perder em sua prépria complexidade matematica, sem trazer contribuigoes
para o melhor entendimento do processo.

Paralelamente aos recentes avancos na bioquimica, e conseqiiente identi-
ficagdo das etapas de muitos processos fisiologicos complexos, modelos deta-
Ihados de realimentacéo tém ajudado a visualizar os mecanismos geradores
de outros ritmos como os da glicélise e ritmos intracelulares de Ca** (Gold-
beter 1996). Apresentamos, na fig.3.12, o esquema qualitativo do oscilador
de Ca**, para ilustrar um processo mais complexo de realimentagio.

extracellular Cell membrane
influx Ca pump
influx from cytosolic I
InsP,-sensitive [Ca]

pool

1 !

A :
a
CICR Ca leak
pump

A\

f EN

InsP;-insensitive
pool [Ca]

L ]

Figura 3.12: Esquema qualitativo dos processos envolvidos na geraciao de
oscilagdes de Ca**, extraido de (Friesen 1993)



Capitulo 4

Curvas de Respostas de Fases
em Ciclos Infradianos

Ritmos de muda cuticular e de oviposicdo foram verificados em colémbolos,
insetos cavernicolas da espécie Folsomia candida, insetos cegos e despig-
mentados que vivem sobre o guano de morcegos (Chiba 1973)(Marques et
al,1987)(Cutkomp et al,1987). Estudamos os ritmos desses insetos, por se-
rem bastante convenientes do ponto de vista pritico: podem ser facilmente
criados em laboratério, onde o ambiente constante de cavernas é recriado;
reproduzem-se com facilidade e por partenogénese, garantindo um grande
nimero de individuos idénticos, do ponto de vista genético; além disso, tém
uma vida relativamente longa, de aproximadamente 4 meses.

Investigamos a natureza dos ritmos infradianos observados nessa espécie.
Ritmos infradianos sio pouco estudados, mesmo em seres sujeitos a um am-
biente evidentemente ciclico, em que existe sempre a possibilidade de um
sistema de sincronizacio externa estar atuando.

Dentre os ritmos infradianos, os mais estudados sio os ritmos circanuais,
devido a clara correlacdo de suas periodicidades com a do movimento de
translacdo da Terra em torno do Sol: ciclos ambientais de fotoperiodo e de
temperatura ocorrem com periodicidades anuais, mas nio se conhece, até
O momento, o mecanismo de sincronizacio desses ritmos: nio se sabe nem
mesmo se existe um oscilador circanual controlando o ritmo, numa estrutura
semelhante ao ssitema circadiano (Gwinner 1981). Esse desconhecimento da
natureza dos ritmos circanuais estende-se para os outros ritmos infradianos,
sem correlatos geofisicos, sobre os quais vamos centrar nossa, atencao. A veri-
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ficagdo da natureza de um ritmo infradiano em seres que vivem em ambientes
desprovidos de ciclos ambientais evidentes pode servir de indicativo para o
que acontece nos demais seres.

Curvas de Resposta de Fases (PRC), como explicados no cap.3, fornecem
muitas informagdes sobre a natureza do oscilador subjacente. Nio h4 relato
na literatura, até o momento, de uma PRC de um ritmo infradiano, o que
motivou o nosso trabalho. Nosso objetivo foi construir uma PRC para os
ritmos infradianos de muda e de oviposicdo dos insetos cavernicolas. Uma
vez que esses insetos sdo cegos e, portanto, insensiveis & luz, utilizamos pulsos
de temperatura para provocar os deslocamentos de fases.

“Gates” sdo muito comuns em ritmos de oviposi¢cdo de insetos e consti-
tuem a manifestagdo de um relégio controlando um ciclo de desenvolvimen-
to(Gillet 1962) (Pittendrigh, Skopik 1970) (Truman 1972a). Um experimento
anterior havia indicado a presenca de um “gate” circadiano no ritmo de ovi-
posi¢ao dos colémbolos. Nesse caso, a oviposicio ocorre com periodicidade de
8 dias e, quando os ovos estdo prontos para serem depositados, eles esperam
a abertura de um “gate” de oviposicdo: essa abertura ocorre num estreito
intervalo de 3 horas, voltando a se abrir, novamente, somente 24 horas de-
pois. Se todos 0s ovos jé estdo prontos quando o “gate” se abre, eles sdo
todos depositados nesse intervalo de tempo. Se, no entanto, somente alguns
ovos estao prontos no momento da abertura, somente eles sdo depositados
e os demais esperam o préximo “gate”. Portanto, se a oviposicio for do
tipo “gated”, a periodicidade do processo é de 8 dias, mas a ocorréncia, em
cada inseto, é registrada em picos discretos, separados por 24 horas, como
mostrado na fig.4.1. Se nao for do tipo “gated”, o processo de formacao
dos ovos leva 8 dias, com a deposicdo, em cada inseto, registrada de forma
continua, ao longo do dia. A existéncia de um “gate” no ritmo de oviposicao
consistiria num circadiano (24 horas) acoplado a um infradiano (8 dias). Isso
tornaria o experimento de PRC bastante interessante, pois verificariamos o
efeito do pulso tanto sobre o ciclo infradiano como sobre o circadiano: es-
tariamos verificando de que maneira o pulso atuaria, num sistema formado
por dois osciladores acoplados.

No proximo capitulo, vamos apresentar a metodologia utilizada na parte
experimental de nosso trabalho, e a andlise estatistica empregada na ve-
rificacdo da significancia dos resultados. No capitulo 6, vamos diseutir os
resultados e apresentar as principais consideracoes que nortearam a cons-
trugao do modelo, do ponto de vista da teoria dos osciladores, procurando
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esclarecer a natureza dos ritmos observados e dos acoplamentos que possam
existir no sistema.

m L] L T T L] I T L T 1 T T ) T Li I T L) T T
[®]
=]
£
W
(o]
=B
']
©
w
o TR Adaa

0.0 8.0 16.0 240

dia

m L L) L] T L T L I T L] L] L] T L] L] ] L) I T L] T T T I L T L T T
(o]
8
‘@
o
(o N B 4
Q
=
w0
g
2 LIIIILEIIJ!AllllL

0.0 8.0 16.0 24.0

dia

Figura 4.1: Comparacdo entre um ritmo de oviposicdo de periodicidade 8
dias, na presenca e auséncia de um “gate” circadiano. a)com “gate”, a depo-
si¢do de ovos é registrada em picos discretos separados entre si por 24 horas.
b)sem “gate”, a ocorréncia é registrada de forma continua




Capitulo 5

Parte Experimental

Inicialmente, apresentamos as principais recomendagdes e procedimentos
na montagem de um protocolo experimental em cronobiologia. Em seguida,
apresentamos uma descri¢do da metodologia empregada na nossa experiéncia,

os resultados obtidos e a significAncia dos dados, avaliada através de testes
estatisticos.

9.1 Metodologia de Investigacio em Crono-
biologia

A ocorréncia de ritmos biolégicos cobre toda a escala filogenética animal e
vegetal. A pesquisa em cronobiologia progride com o actimulo de evidéncias
experimentais em diversas espécies. E necessdrio um minimo de padronizagao
que permita a comparacio de resultados observados em diferentes espécies,
em bases seguras. Por isso, existe uma série de recomendagoes que devem ser
levadas em conta ao se proceder a elaboragdo de protocolos de experiéncias
em cronobiologia. )

Em cada experimento, devemos especificar a espécie, 0 sexo e a idade
dos individuos a serem investigados. Devemos especificar, também, o tipo de
ciclo de claro-eseuro a que esta sujeito o individuo: a duragiio da parte clara e
escura, a intensidade e freqiiéneia da luz, a maneira, lenta on abrupta, como
Se processa a alteragio entre claro e esenro. As medidas devemn sor sempre
especificadas quanto A fase em que a observagio ¢ realizada em relacao ao
ciclo de claro-escuro.



9.1 Metodologia de Investigacdo em Cronobiologia 55

Sincronizadores em potencial, como a temperatura, som, odores, umidade
e disponibilidade alimentar precisam ser rigidamente controlados, para que
nao haja a superposi¢io de sincronizagdes secundarias.

A coleta de dados deve ser efetuada em intervalos de tempo menores do
que a periodicidade que se quer registrar, sendo recomendado, por exem-
plo, para o caso circadiano, uma observacdo a cada 4 horas. Recomenda-se
também a verificagdo de pelo menos trés ciclos completos para caracterizar
0s pardmetros essenciais do ritmo: o periodo, a amplitude e a acrofase (fase
de maior amplitude da onda).

Estes procedimentos minimos evitam que a mesma experiéncia apresente
diferentes valores em diferentes laboratérios, pois uma das condigoes essen-
ciais para a validagio e confiabilidade de um experimento é que os resultados
sejam reproduziveis sob as mesmas condigdes (Reinberg, Smolensky 1983).

Devemos evitar expor o individuo a situages nao-permissivas, como por
exemplo luzes intensas, ou condigdes de temperatura e umidade muito abaixo
ou acima daquelas do habitat natural da, espécie em estudo. Devemos evitar,
também, técnicas invasivas que possam mascarar os ritmos, alterando os
resultados, ou seja, provocando o aparecimento artificial de freqiiéncias ou
a amplificacdo da amplitude da forma da onda, provocados pelas respostas
diretas dos organismos a fenémenos ambientais ndo usuais (Aschoff 1988).

Além de todos esses cuidados, ao se proceder a medidas em grupos de
individuos, devemos sempre ter em conta diferencas inter-especificas, inter-
individuais e intraindividuais nos parametros das oscilagdes (Pittendrigh,

Daan 1976), sendo necessdrio uma adequada anélise estatistica para cada
experimento cronobioldgico.

9.1.1 Metodologia de Obtengio da Curva de Resposta
de Fases .

Além de todas as recomendagdes gerais na montagem de um protocolo
experimental em cronobiologia, alguns procedimentos especificos devem ser
realizados em experimentos que visam a construgio de uma Curva de Res-
posta de Fases (PRC). Esses experimentos consistem na determinacio da
direcio (atrasos on adiantamentos) e intensidade dos deslocamentos de fase
provocados por pulsos externos em um ritmo bioldgico.
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E necessério estabelecer uma situagio de livre-curso antes e depois da apli-
ca¢ao do pulso ao organismo. No inicio do experimento, portanto, quando o
organismo é retirado do meio ambiente e submetido a situacdo controlada do
laboratério, é preciso ésperar a passagem de muitos ciclos para se estabilizar
o livre-curso, extinguindo-se assim os pos-efeitos das condi¢des ambientais
anteriores.

Estabelecido o ritmo, é preciso registrar muitos ciclos em livre-curso pa-
ra obter o periodo 7 e as caracteristicas gerais desse ritmo. Apés atingida
essa fase, sdo aplicados os pulsos. Apés cada pulso, é preciso registrar mui-
tos ciclos para detectar transientes. A metodologia desses registros consiste
naquela adotada para o registro do livre-curso, descrita na secdo anterior.

O resultado serd uma PRC com pontos indicando, em cada fase, o des-
locamento médio de fase provocado pelo pulso: essa média é resultante dos
valores obtidos para cada inseto que levou o pulso na mesma fase. No caso
ideal, cada inseto deve levar apenas um pulso e, como a idade influencia a
resposta do individuo aos pulsos (Saunders 1982), todos os individuos preci-
sam ter a mesma idade, no inicio da construcdo de uma PRC. Quando for
necessario submeter um individuo a um novo pulso, é preciso esperar, antes,
o estabelecimento de novo livre-curso. Se o tempo de vida do individuo, em
relagdo ao tempo dos transientes, for muito curto, esse procedimento se invia-
biliza. Para isso, é preciso ter acesso a uma, grande quantidade de individuos,
0 que nem sempre € possivel, mas a replicacio dos pontos € essencial para
uma boa estatistica.

Além disso, é preciso especificar, para cada PRC, a intensidade e a du-
ragao do pulso, além de qualidades especificas da natureza de cada estimulo.

Definigao das Fases

A determinagio da fase do ciclo em que o pulso é aplicado precisa ser
especificada, ao considerarmos que cada individuo apresenta ligeiras variacoes
na periodicidade do seu ciclo.

Consideramos duas classificacdes, a fase absoluta e a fase relativa, Seja
N o nimero de divisdes de fase para o ciclo.

Ao adotarmos a fase absoluta, consideramos como unidade de fase o
periodo médio do ciclo de todos os individuos dividido por N, Tmédio/N.
Dessa forma, independentemente do periodo médio de cada individuo, a fase
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em que cai o pulso é considerada na unidade Tmédio/N.

Ao adotarmos a fase relativa, utilizamos uma escala, de fases diferente
para cada individuo: dividimos o periodo médio de cada individuo por N
e, dessa forma, individuos com periodicidades maiores tém unidades de fase
maiores. A fase relativa em que cai o pulso é medida nesta nova unidade.

Essas diferencas estio mostradas na fig.5.1. Quando o pulso ndo é ins-
tantdneo, mas apresenta uma certa duragéo, consideramos a fase em que a
metade do pulso cai, nas unidades de fase adotadas, como mostra a fig.5.1.

7.8 9101112 ,
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fase relativa =9
fase absgiyta=7

Figura 5.1: Fase relativa e fase absoluta, considerando, na figura superior,
um ciclo médio, e na inferior, um ciclo de periodo anormalmente curto

Verificamos que as PRCs determinadas, separadamente, considerando as
fases relativas ou absolutas nio apresentavam diferencas significativas, sendo
apresentados, aqui, as PRCs considerando fases absolutas.
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5.2 A Obtencio Experimental da Curva de
Resposta de Fases

A experiéncia consiste na construcao de PRCs dos ciclos infradianos de
muda cuticular e de oviposicao dos colémbolos, sob pulsos de temperatura,
Numa primeira etapa, registramos esses ritmos em livre-curso, para carac-
terizar os seus periodos e as suas relages de fases. Submetemos grupos de
insetos a pulsos de temperatura em fases diferentes de seus ciclos para, em
seguida, retorns-los as condigdes iniciais, sob as quais continuamos o registro
dos efeitos do pulso.

Verificamos as PRCs para trés diferentes duracdes dos pulsos de tempe-
ratura (20°C para 25°C): 3h, 8h e 24h.

5.2.1 Materiais e Métodos
Espécie

O colémbolo da espécie Folsomia candida (Collembola, Isotomidae) é um
inseto que pode ser encontrado tanto em regides profundas como préximo as
entradas das cavernas. Vivem sobre solo arenoso e alimentam-se de fungos,
sendo encontrados em cavernas do mundo todo. Tém cerca de lmm de
comprimento, sdo cegos e seus corpos sao despigmentados (fig.5.2).

A espécie Folsomia candida apresenta uma série de caracteristicas que
favorecem a sua escolha num protocolo de experimento de PRC: reproduz-se
facilmente, permitindo a obtencdo de grandes quantidades de individuos da
mesma geragéo, o que favorece uma eventual substituicio em caso de mor-
te; sdo todas fémeas, reproduzindo-se por partenogénese, diminuindo, dessa
forma, diferencas interindividuais; apresenta vida média de quatro meses, o
que € apropriado para estas experiéncias que necessitam de pelo menos um
més de observacio do inseto adulto, '

A muda cuticular ou ecdise é a finaliza¢do do ciclo de renovacao da
cuticula tegumentar, que consiste na sintese e deposicdo de quitina sobre as
células dérmicas; as laminas de quitina agregam-se e moléculas de proteinas
€ outros compostos sdo incorporadas entre elas, formando a nova cuticula.
Quando essa cuticula ests completamente impermeabilizada, ocorre o des-
prendimento entre as duas e a cuticula velha é descartada. Descartada, essa
cuticula ainda preserva todos os contornos do corpo do inseto, das antenas
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as pernas. Para esse inseto, a muda ocorre com uma periodicidade de apro-
ximadamente 4 dias.

Sendo a espécie partenogenética, a oviposicdo independe de fecundacéo.
Os évulos amadurecem por agio hormonal e os eventos de oviposi¢do mos-
tram um periodo de 8 dias.

f

Figura 5.2: Fotografia aumentada dos colémbolos, com escala 1:20.

Condigoes Gerais

Insetos adultos da mesma geracio foram depositados, individualmente,
em pequenos recipientes de vidro de 5 cm de diAmetro, como mostrado na
fig.5.3. Na primeira experiéncia, utilizamos 180 insetos e na segunda 240 in-
setos. Esses constituem os niimeros iniciais dos insetos. Os vidros continham
substrato de gesso e carvédo (1:1) que era umedecido repetidamente com pin-
cel, de modo a manter a umidade relativa muito alta (> 90%). O carvao é
empregado para absorver gases liberados, além de proporcionar fundo preto,
onde os insetos, as cuticulas depositadas e os ovos, todos brancos, podem ser
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mais facilmente lotalizados, por contraste. Sobre este substrato era renova-
da, a cada dois dias, uma gota de emulsdo de fermento biolégico, mantendo,
assim, disponibilidade alimentar constante.

A temperatura era mantida constante em 20°C, através de ar condiciona-
do. A variagdo devida ao pulso foi dentro da faixa suportavel pelos insetos.
Esses foram mantidos em escuro constante, pois seus corpos despigmenta-
dos estdo completamente adaptados & sobrevivéncia em regides aféticas. A
umidade foi mantida dentro das condicdes ideais para o inseto e a textura
do substrato garantia uma superficie porosa, que lhe permitia locomover-se
apoiado nas garras das pernas (Fig.5.2). Cada inseto foi mantido em um
recipiente de tamanho suficiente para garantir condicdo ndo estressante.

Figura 5.3: Insetos mantidos individualmente em frascos de vidro

Coleta de Dados

As observacdes eram feitas em janelas ou intervalos de 8 horas, sendo reali-
zadas as 7h, 15h e 23h, diariamente. A cada Janela correspondia um niimero.
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As observagdes eram realizadas ao microscopio, sob luz infra-vermelha, ve-
rificando se, naquela janela, cada inseto tinha mudado de cutfcula ou se
tinha depositado ovos. Caso positivo, anotdvamos, na lista de cada inseto, o
nimero da janela em que havia sido observado 0 evento. Quando a ovipo-
8i¢80 ocorria em mais de uma janela seguida, considerdvamos o ntimero da
primeira janela. Dessa forma, nossos dados de muda cuticular e de oviposicao
constituiram séries dos nimeros das janelas em que foram detectados esses
eventos, respectivamente, em cada inseto.

Trabalha-se, geralmente, com os valores assumidos por uma varidvel, em
intervalos constantes de tempo, conhecendo-se, dessa forma, a amplitude e
a forma de onda do ritmo. No nosso caso, temos acesso somente a eventos-
marcos de um ciclo: cada evento indica o comego de um novo ciclo. Esses
dados sdo, porém, suficientes para indicar os periodos e as relagées de fases
entre os eventos, informacées suficientes para se trabalhar com PRCs.

Quando a muda ou a oviposicdo eram detectados, as cuticulas ou ovos
eram removidos apds o registro.

Levando em conta o tempo de registro de livre-curso, os pulsos e os re-

gistros de seus efeitos, a construcao de cada PRC implicou cerca de 40 dias
de observacao.

Pulso de Temperatura

A submissio ao pulso consistia em grupos de insetos, correspondentes a
diferentes fases, serem colocados na estufa, & temperatura de 25°C e escuro
constante. Depois de permanecer na estufa durante o tempo estabelecido,
esses insetos eram retornados & temperatura constante inicial de 20°C, para
continuagio do registro.

Realizamos experiéncias com trés diferentes pulsos de temperatura: 3h,
8h e 24h de duracéo, sendo sempre a alteragao de 20°C para 25°C.

Na primeira experiéncia, utilizamos 110 insetos® Verificamos 4 ciclos com-
pletos de muda e submetemo-los ao pulso de 3 horas. Em seguida ao registro
dos efeitos do pulso, deixando-os completar mais dois ciclos em condigoes
constantes, submetemo-los ao pulso de 8 horas.

Na segunda experiéncia, utilizamos 180 insetos. Verificamos 6 ciclos com-
pletos de muda e submetemo-los ao pulso de 24 horas. Apés o retorno is

condigGes constantes, prosseguimos o registro de mais 5 ciclos de muda, cor-
respondentes a 2 ciclos de oviposi¢ao.
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9.2.2 Resultados

Caracteristicas Gerais dos Ciclos

O ciclo de muda cuticular apresentou um periodo médio de 4 dias e o ciclo
de oviposi¢io um ciclo de 8 dias. Verificamos que o episédio de oviposigao
ocorria a cada dois episédios de muda cuticular, mantendo, em relacio a
este, uma diferenca de fase constante de 16h. Chamamos “1° muda” (M1) a
muda seguida de oviposi¢io e “2¢ muda” (M2) ao ciclo sem oviposigao, como
mostrado na fig.5.4a.

Verificamos, também, a ocorréncia casual (1%) de insetos que nunca depo-

sitavam ovos. Nesse €aso, o ciclo de muda cuticular apresentava um periodo
médio de 5 dias, conforme fig.5.4b.

a) T=4 dias T= B8dias

F‘)H 7 S

M MO M MO M

.L - | & —»
b) T=Sdias

' 3

M M M . M

3 : i : -

Figura 5.4: a)Ciclos de muda cuticular e de oviposicdo dos colémbolos, espe-
cificando a primeira e a segunda mudas, em relacio ao ciclo de OViposicéo.
b)ciclo de muda cuticular em insetos que nio apresentavam oviposic¢ao.



5.2 A Obtencio Experimental da Curva de Resposta de Fases

63
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Verificacio de “Gates”

circadiano, ela ocorreria a cada 8 dias, mas num estreito horério preferencial
do dia, sendo detectado um episédio residual no dia seguinte, naquele mesmo
horério, como explicado no cap.4:

Observamos que o processo de OViposi¢ao estava acontecendo durante uma
Ou mais janelas seguidas de observacdo, sem horsrio preferencial. Conside-
rando que cada janela correspondia a um intervalo de 8 horas, verificamos
eventos de oviposicio como os ilustrados na fig.4.1.b, levando-nos a descartar,
desta forma, a possibilidade de haver “gate” acoplado ao ritmo de oviposigdo
dos colémbolos.

A ecdise também ocorria sem horario definido, ao longo do dia.

Determinacio das Fases das PRCs

Resolvemos considerar separadamente uma PR(C para M1 (1 muda) e
outra para M2 (2¢ muda), com o objetivo de verificar diferencas.

Na primeira experiéncia, em que utilizamos pulsos de 3h e de 8h, tivemos
no final 65 insetos divididos em 12 grupos. Cada grupo foi submetido ao
pulso em uma das 6 fases em que foram divididos os ciclos de M1 e M2.
O ciclo de oviposigdo, portanto, foi automaticamente dividido em 12 fases,
como mostra a fig.5.6. As fases estio numerados de 2 em 2, pois na segunda
experiéncia utilizamos algumas fases intermedigrias.

Mt _ M?.
87 g T
-~ ..
L(l 1 1 1 |w | | 1 m _.
‘"2t TtgtTyg '10'12'14'43'43'20|zz|24'
0 ' 0
k... | | | | | 1 | ] ’
]

- TR .
274 T¢ '8740" 12793 1648 20122 124
Figura 5.6: Determinacio das fases da PR

Na segunda experiéncia, em que utilizamos um pulso de 24h, tivemos, até
o primeiro ciclo apés o pulso, 180 insetos divididos em 12 grupos. O registro

prosseguiu até o quinto ciclo de muda apos o pulso, com um ntmero cada
vez menor de insetos sobreviventes.
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A PRC ¢ apresentada como T;/Tmédio em funcao da fase ®, como ilus-
trado na fig.5.7, sendo:

Ty: periodo do ciclo submetido ao pulso: tempo entre o tltimo evento
de muda ou oviposicao antes de levar o pulso e o primeiro evento depois do

Tmédio: média dos periodos dos ciclos em livre-curso medidos antes do
pulso, sob condicges constantes.

EVENTO cicLico pe PERIODO T

¢ =FASE
——
*— —— - ——— —— — —9
3 1 T IMPULSO T i
—_— ——e .
Tm=MEDIA DE T T¢

Figura 5.7: Tmédio e T, que definem a PRC

Caracteristicas Gerais das PRCs

As PRCs assim obtidas apresentam, basicamente, atrasos de fase T/Tm >

As PRCs de muda cuticular e de oviposi¢do com pulsos de 3h e 8h apre-
sentam valores muito préximos 4 linha T/Tm = 1, que corresponde a nio
haver nenhum efeito do pulso.

As PRCs de muda cuticular e de 0VIPosi¢do com pulso de 24h, por outro
lado, exibem claras dependéncias de fase.

Na fig.5.8, apresentamos as PRCs de muda cuticular de 3h, 8h e 24. Ag
fases consideradas sio a9 absolutas,

Na fig.5.9, apresentamos as PRCs de oviposicio de 3h e 24h.
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Figura 5.8: Resultados das PRC de muda cuticular: as abscissas Ccorrespon-
dem as fases absolutas em que os insetos receberam o pulso (20°C a 25°C)

e as ordenadas correspondem aos valores médios de T/Tm. a)pulso de 3h.
b)pulso de 8h. ¢)pulso de 24h.
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00

1.50

1.00

0.50

0.00

0.0

5.2 A Obtengdo Experimental da Curva de Resposta de Fases 67

Caracteristicas Gerais da Curva de Adiantamentos/Atrasos

Apesar das PRCs apresentarem somente atrasos de fase (T/T'm > 1), esse
fato reflete os valores médios dos resultados obtidos sobre muitos insetos, néo
ocorrendo atrasos para alguns deles. O valor médio, muitas vezes, encobre
valores aberrantes menos freqiientes, cuja ocorréncia precisa ser considera-
da. No nosso caso, gostarfamos de saber em que grau adiantamentos de
fase (T'/Tm < 1) também ocorreram, sendo encobertos pela maioria que se
atrasou.

Em cada fase, contamos o nimero de insetos que se adiantaram e que
se atrasaram. Fizemos gréficos de Nad/Nat (Ntimero de adiantamentos/

Nimero de atrasos) em fungdo da fase, os quais estdo apresentados nas
figs.5.10 e 5.11.
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Figura 5.10: (Nimero de adiantamentos)/(Nimero de atrasos) em cada fase
da muda a)PRC de 3h. b)PRC de 8h. ¢)PRC de 24h.
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Figura 5.11: (Ndimero de adiantamentos)/(Nimero de atrasos) em cada fase
da PRC de oviposigao, pulso de 24h.

Na curva Nad/Nat de muda do pulso de 3h, verificamos um ténue aumento
do numero de adiantamentos em M2, em relacao a M1.

Na curva Nad/Nat de muda do pulso de 8h, aparentemente nao verifica-
mos nenhuma dependéncia significativa dos resultados com a fase.

Na curva Nad/Nat de muda do pulso de 24h, verificamos claros picos de
ocorréncia de adiantamentos nas fases finais de cada ciclo de muda, sendo
mais intenso em M2 do que em M1. Também notamos a auséncia completa de
adiantamentos nas primeiras fases de cada ciclo. A curva ad/at de oviposicao
apresenta, também, picos de adiantamento nas iltimas fases e auséncia nas
primeiras, explicitando mais uma vez a semelhanca com a forma basica da
curva da muda.

Apesar de ténue, a tendéncia observada na curva de 3h esta de acordo
com a curva de 24h.

.
Verificamos, nessas duas curvas, uma clara diferenca entre os comporta-
mentos de M1 e M2, diferenca esta que nao era tao clara nas formas das
PRCs baseadas nos valores de T/Tm.
Ressaltamos que as figuras foram apresentadas na mesma escala, para
efeito de comparacdo entre as curvas. Verificamos uma diminuicao geral do

nimero de adiantamentos, se observarmos, na ordem, as curvas de 3h, 8h
para 24h.
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9.3 Analise Estatistica

5.3.1 Teste de Normalidade

Primeiramente, examinamos a distribuicao das observagdes efetuadas, pa-
ra orientar na escolha dos métodos estatisticos a serem utilizados. Os testes
mostraram que o conjunto dos resultados observados em cada uma das PRCs
de muda cuticular apresentava uma distribui¢do normal, possibilitando o uso
de métodos paramétricos de bioestatistica como o ANOVA (Zar 1996).

Os resultados estdo apresentados na fig.5.12

o)

G4 100 108 113 119 125 131 138 144 s 50 5 100 108 1MW LIS 120 138

¥

<)

]
|8 Cpv = 18
M = 1 Y

—, *H-12?‘A

B 8 1SS 108 11RO LS T3S 1 1 e 150 188 183 188 I TS

Figura 5.12: Comparagio da distribuicio do conjunto de resultados obtidos
com curvas de distribui¢des normais em cada uma das PRCs. a)PRC 3h.

b)PRC 8h. ¢)PRC24h
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9.3.2  Verificacdo de Dependéncia de Fase dos Resul-
tados

Verificagdo com base nos valores T/Tm

Apesar do pulso de 24h provocar efeitos com clara dependéncia de fa-
se, os efeitos dos pulsos de 3h e de 8h s3o aparentemente dificeis de serem
distinguidos de flutuagdes decorrentes de diferencas interindividuais.

Para verificar formalmente a dependéncia de fase dos resultados, utili-
zamos o método one-factor ANOVA, em que consideramos como varivel
dependente T/Tm e o fator como a fase. Adotamos como limite de confiabili-
dade a = 0, 05, ou seja, consideramos dependéncia significativa do fator para
resultados com o valor da probabilidade P < 0,05 (Testes de dependéncia
de fases trabalham com a hipétese de que os dados ndo apresentam essa de-
pendéncia: se o resultado for associado a uma probabilidade P < 0, 05, entéo
a sua ocorréncia € tdo pouco provavel que podemos descartar a hipdtese ini-

cial) (Zar 1996). Os resultados da muda estdo esquematizados na Tabela 1
e da oviposi¢do de 24h na Tabela 2:

Muda Cuticular

Pulso ANOVA Kruskall Wallis
sh |0lesP=<025] 0,238 P<q5
8h 0.26< P 0Lh<P<0 D
24h P < 0,0005 0,005 < P < 0,01

Oviposigao
Pulso ANOVA Kruskall Wallis
24h 10,01< P <0,025|0,01 <P <0,025

Tabela 5.1: Resultados dos testes de verificacio de dependéncia de fases da
curva, com base nos valores de T/Tm

Os resultados apontaram variagoes dos valores de T/Tm decorrentes de
flutuacoes nas experiéncias de 3h e de 8h: dessa forma, a conclusdo apon-
ta nao haver diferencas significativas entre as fases. Por outro lado, a de-

pendéncia de fase da curva de muda e oviposi¢gdo com pulsos de 24h foram
confirmadas.
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O método Kruskall-Wallis (Zar 1996), um pouco menos preciso do que
o método ANOVA, confirmou as mesmas conclusdes,

Na auséncia de uma dependéncia global dos resultados de 3h e 8h com as
fases, realizamos testes multiplos entre as fases: verificamos se havia diferenca
entre: fasel e fase2, fasel e fase3, fase2 e fase3, e assim por diante. O
teste utilizado foi o Mann-Whitney (Zar 1996), o qual verifica, para dois
conjuntos de dados, a possibilidade de ambos terem sido coletados de uma
mesma populagdo. Esse teste detectou diferenca significativa apenas entre
0s pares de fases mais extremos das curvas de 3h e 8h, fases estas que serdo
descritas mais adiante, quando apresentarmos o teste de Fisher.

Dessa forma, apesar de ndo termos detectado dependéncia de fase global
nos valores de T/Tm das PRCs com pulsos de 3h e 8h, a diferenca significa-

tiva, em pelo menos duas fases extremas, constitui um indicativo minimo de
dependéncia de fase.
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Verificagdo com base nos valores de adiantamentos/atrasos

Consideramos, como alternativa & verificagdo da dependéncia de fases, a
utilizacdo dos valores de adiantamentos e atrasos obtidos em cada fase.

Temos os seguintes valores das diversas experiéncias, apresentados em
forma de tabela de contingéncia:

muda 3h
fase |1|2|3|4]B[6[718T0l10]11
Nad ViRl Ol & T8 & 4] 5
Nat |1|2|68|4|4 /4838 5 3
muda 8h
fase |12 3 [4]5[6] 7 [89 30 11
Ne@ | 110 R14TTT2( 1 I0t3l 1 To
Nat ([4[/9(10]|7|6|4|10]4(3| 5|6

muda 24h
fast | 1 |2 | 3 [4]B8] ZLk8 19 |10 11
AR NN REO R R AT
Nat |11 |12 |16 |57 14| 186 0 | 12 | 141 T

Tabela 5.2: Tabelas de contingéncia com o nimero de atrasos e de adianta-
mentos verificados em cada fase para mudas, com pulsos de 3h, 8h e 24h.

Diferentemente da se¢io anterior, em que tinhamos, para cada fase, os
valores de T/Tm obtidos para grupos de insetos, desta vez temos, para ca-
da fase, Niimero de atrasos e Niimero de adiantamentos. Um teste similar
a0 ANOVA, para verificagio de dependéncia global de fases, para o caso de
tabelas, é o teste Chi-Quadrado (Zar 1996). Esse teste verificaria a de-

pendéncia de fase das relagdes obtidas entre os valores de adiantamentos e
atrasos.
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A utilizagao do teste Chi-Quadrado, no entanto, requer certas condicoes
que nao sao observadas nos nossos dados: nenhum valor na cela deve ser
menor do que 1 e ndo mais que 20% dos valores das celas deve ser menor do
que 5. Estas sdo condigdes para se evitar viés no teste.

Sem outros recursos, portanto, para verificar dependéncias globais de fase,
recorremos a métodos de verificagéo localizados de diferencas entre fases, da
mesma forma como utilizamos o teste Mann-Whitney na secao anterior. O
correspondente para dados em forma de tabela é o teste exato de Fisher
(Zar 1996).

O teste exato de Fisher foi utilizado para verificar dependéncia de fase
entre os valores extremos observados: aquelas fases que apresentaram a maior
e a menor relacdo entre adiantamentos e atrasos. Verificamos, inicialmente,
na fig.5.13, as posicoes das fases extremas.
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Figura 5.13: Fases Extremas das curvas de muda 3h, 8h e 24h

Em todas essas figuras, verificamos que a fase de menor adiantamento
ocorre em M1 e a fase de maior adiantamento ocorre em M2.

Na avaliacdo do teste, consideramos novamente o — 0,05, sendo con-
sideradas fases significativamente diferentes a partir de F' < 0,05 (F é a
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estatistica desse teste e corresponde diretamente ao valor de P). O teste
exato de Fisher aponta diferenca significativa entre todos esses pares de ex-

tremos, confirmando os resultados do teste de Mann Whitney, que j4 os havia
detectado com base nos valores T/Tm.

Avaliagdo entre fases extremas da 1° e 2° muda
Pulso | 3h 8h 24h
F 10,027 | 0,044 0,035

Tabela 5.3: Resultados dos testes de verificagdo de diferenga significativa

entre as fases extremas dos ciclos de muda. Os valores de F satisfazem a
condigdo F < 0,05.

O teste foi realizado, também, para verificar a dependéncia de fase entre
as fases extremas dentro de cada muda, como apresentado na fig.5.14.

M
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Figura 5.14: Fases extremas das curvas doe muda 3h, 8h ¢ 24h, considerando
separadamente M1 e M2.

Verificamos, inicialmente que, com a excecao de M1 da curva de 3h, todas
as fases extremas minimas de adiantamento localizam-se a esquerda (fase
anterior) relativamente as fases de extremos adiantamentos.
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O teste exato de Fisher forneceu um resultado significativo apenas entre
as fases extremas apresentadas por M2 da curva de 24h (F =0,036). O teste
Mann Whitney tinha apresentado diferenca significativa, também, entre as
fases extremas de M2 de 8h.

Apesar da clara significincia dos resultados, quando a comparacdo da
proporgao de adiantamentos era feita entre as fases extremas dos ciclos M1
e M2, essa significincia tornou-se mais dificil de detectar, ao considerarmos
as fases extremas dentro de M1 e M2, separadamente.

5.3.3 Verificagdo de Dependéncia de Fase consideran-
do o Grau de Adiantamento

O teste One Sample Wilcoxon (Zar 1996) foi utilizado para verificar o
grau de ocorréncia de adiantamentos nas vérias fases. Esse teste verifica se
a mediana de um conjunto de dados é maior ou menor do que certo limiar.

Agrupamos todos os valores de Nad/Nat das fases da 1° muda e da 2°
muda, comparando, desta forma, o grau de ocorréncia dos adiantamentos em
cada muda.

Considerando Nad/Nat = 1/2 como referéncia, obtivemos:

Grau de ocorréncia de adiantamentos na 1° e 2° muda

Pulso 3h 8h 24h
muda 1* 2% 1% 2F 1¢ 2
Resultado | M < 0,5 M > 0,5 M<0,5|M<0,5|M<0,5 M<0,5

Tabela 5.4: Resultados do Teste One-Sample Wilcoxon de verificacdo do

Grau de ocorréncia de adiantamentos, nos ciclos de muda. Indicados oS
valores da mediana M.

Verificamos, assim, que na 2° muda da curva de 3h, temos mediana su-
perior a 0,5, correspondendo as fases de maior ocorréncia de adiantamentos.
Esse fato estd de acordo com o comportamento geral observado na fig.5.10.

9.3.4 Verificagao de Diferencas entre M1 e M2

Utilizamos o teste Two Factor ANOVA (Zar 1996) para verificar dife-
rencas significativas entre as curvas da 1% e 2° mudas, com base nos valores
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de T/Tm, dos resultados do pulso de 24h.

Verificamos uma diferenca significativa entre essas curvas(0,005 < P <
0,01), apesar dessa diferenca nio ser tio facil de se verificar a olho nu, como
era o caso da diferenca mais explicita dos atrasos e adiantamentos.

5.3.5 Verificacdo de Transientes

Utilizamos novamente o teste Two Factor ANOVA para verificar a
existéncia de transientes no efeito do pulso de 24 horas sobre o ciclos de muda
cuticular, do qual registramos mais cinco ciclos completos apés a tomada do
pulso.

O niimero de insetos, porém, foi diminuindo muito, de modo que apés
o segundo ciclo, a tendéncia observada ji era de dispersio da PRC, devido
as flutuacoes interindividuais. Apresentamos, portanto, somente as curvas
obtidas considerando os trés ciclos de muda apés o pulso, na fig.5.15.

fase

Figura 5.15: PRCs considerando os trés primeiros ciclos de muda apds o
pulso

©) teste nao forneceu diferenca significativa entre as curvas, demonstrando

nao ter ocorrido efeito transiente do pulso de 24h sobre o ciclo de muda
cuticular.
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Realizamos a construgéao de trés PRCs, com pulsos de temperatura (20° —
25°) com diferentes duragées: 3h, 8h e 24h. Todas as curvas apresentaram
atrasos de fase. O teste ANOVA e Kruskall-Wallis detectaram dependéncia
significativa de fases somente para as PRCs de muda (P < 0,0005) e de
oviposi¢ao (0,01 < P < 0,025) com pulso de 24h. Testes muiltiplos entre
fases conseguiram detectar diferenca significativa dos atrasos observados nas
fases extremas (aquelas que apresentaram o maior € menor atraso), nas PRCs
com pulsos de 3h e 8h. Essas diferengas constituiram um indicativo minimo
de dependéncia de fase nas curvas obtidas com pulsos de 3h e 8h.

Apesar das PRCs apresentarem somente atrasos de fase, esse fato refletiu
os valores médios dos resultados obtidos sobre muitos insetos, ndao ocorrendo
atrasos para alguns deles. O niimero de insetos que se adiantaram mostrou-se
claramente dependente da fase, como verificamos através dos graficos apre-
sentados e através da significincia dos mesmos, medida pelo teste Exato de
Fisher.

Verificamos, além disso, diferencas significativas entre as PRCs de M1 e
M2, tanto com base nos valores de T/Tm como nos valores de Nad/Nat. Por
outro lado, PRCs transientes ndo demonstraram diferencas significativas.

Apresentamos, neste capitulo, os resultados experimentais obtidos e a
analise estatistica realizada. No capitulo seguinte, retomaremos esses resul-
tados na discussao de suas principais implicacdes.



Capitulo 6

Discussao dos Resultados e
Modelo

Vamos apresentar os principais aspectos observados no sistema analisa-
do, destacando as suas peculiaridades e, em seguida, as consideracdes que

nortearam a elaboragdo do modelo, proposto neste capftulo, para os ritmos
infradianos dos insetos cavernicolas.

6.1 Principais Aspectos Observados

Os pulsos de temperatura provocaram somente atrasos de fases, tanto nos
ciclos de muda como nos de oviposicio. A magnitude desses atrasos era
dependente da fase, sendo essa dependéncia similar em ambos os ciclos. E
muito diffcil encontrar, na literatura, Curvas de Resposta de Fases (PRC)
que tenham essa caracteristica pois, como vimos, a maioria delas apresen-
ta atrasos e adiantamentos, tendo essa propriedade um papel central num
oscilador que funcione como um relégio biolégico (Pittendrigh e Daan 1976).

Uma possivel causa desses resultados é a natureza do pulso que emprega-
mos para obter o3 deslocamentos de fase: utilizamos pulsos de temperatura e
alguns dos poucos relatos na literatura de PRCs, com apenas atrasos de fase,
foram obtidos com pulsos de temperatura. Isso nio constitui regra geral,
no entanto, pois pulsos de temperatura também podem provocar atrasos e
adiantamentos. Vamos tratar deste aspecto na segao 6.2.

Nao foram detectados transientes nos deslocamentos de fases observados.
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Como a agdo de “zeitgebers” ocorre de forma instantinea num oscilador, a
presenca de ciclos transientes decorrentes de uma, perturbacao externa sio
identificados com um processo envolvendo controle de um ritmo por um os-
cilador subjacente. Vamos tratar deste aspecto na secao 6.3

O efeito do pulso de temperatura foi claramente diferente entre os ciclos
de muda M1 e M2 (1* muda e 2¢ muda, respectivamente, seguidas e néio por
oviposi¢do). Esse fato é notério pois, quando o ritmo de muda cuticular é
visto isoladamente, ndo ha diferenca entre M1 e M2, uma vez que os inse-
tos néo sofrem metamorfose e j4 atingiram o estado adulto, tendo sido essa
distingao feita para caracterizar a muda seguida ou ndo por oviposigdo. Ge-
ralmente, uma PRC de um ritmo é construida sem se levar em conta outros
ritmos, no mesmo organismo. Diferentes resultados de PRCs em M1 e M2
chamam a atengdo para o cuidado que se precisa ter, ao considerarmos um
ritmo, com a possivel influéncia de outros ritmos acoplados. Os ritmos infra-
dianos de muda cuticular e de oviposigédo devem estar acoplados, de acordo
com observacdes feitas neste trabalho: a relacdo de fases é constante entre
eles (16h); a periodicidade da muda cuticular naqueles poucos insetos que

nao apresentam oviposi¢do é maior do que nos demais. Vamos tratar deste
aspecto na secao 6.3

6.2 Consideragoes sobre a Natureza do Pulso

As principais propriedades dos deslocamentos de fase em osciladores bio-
légicos apresentadas no cap.3 baseiam-se, fundamentalmente, nos resultados
obtidos em experiéncias de PRC com estimulos de luz. Como nés utilizamos
pulsos de temperatura na construcdo das PRCs, apresentamos algumas con-
sideragGes sobre a natureza do pulso que provoca deslocamentos de fase nos
ritmos e, em particular, sobre o pulso de temperatura.

Existe uma grande diversidade de estimulos capazes de provocar desloca-
mentos de fase nos osciladores biolégicos circadianos. Pesquisas recentes tém
procurado verificar a dependéncia das respostas dos osciladores a estimulos
de diferentes naturezas (Mrosovsky 1995)(Ralph 1992)(Smith 1992).

O trabalho mais completo, nesse sentido, foi realizado com hamsters, num
levantamento das PRCs registradas sobre o ciclo circadiano de atividades
desses animais, empregando mais de 20 estimulos diferentes (Smith 1992). Foi
verificado que a grande maioria dos estimulos encaixava-se em dois grupos,
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0 grupo dos estimulos féticos (que produziam PRCs semelhantes & da luz)
e 0 grupo dos nao-féticos. O parametro utilizado para essa classificacao foi,
em cada PRC, a fase de méximo deslocamento negativo e a fase de transicio
dos deslocamentos positivos e negativos. As diferentes PRCs de um mesmo
grupo tinham esses pardmetros muito préximos. Mais surpreendentemente,
a diferenca de fase entre esses pardmetros, para os dois grupos, era de 11-13
horas (180°), como mostrado na fig.6.1.
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Figura 6.1: Efeitos de cstimulos foticos e nio-foticos. a) Tipicas PRCs dos
dois grupos de estimulos, extraido de (Takahashi et al 1984). b)anélise grafica
do agrupamento das fases de miximo deslocamento negativo (acima) e tran-
si¢io de atraso para adiantamento (abaixo), para 29 PRCs. A posicio angu-
lar corresponde a hora correspondente a essas fases nas varias PRCs, sendo
cada niimero correspondente ao autor de cada PRC, listado em (Smith 1992).




6.2 ConsideracgGes sobre a Natureza do Pulso 81

Esses resultados, somados a evidéncias anatomicas (Smith 1992), tém su-
gerido fortemente a existéncia de dois caminhos ou mecanismos que mediam
os efeitos de deslocamentos de fase provocados pelos diversos estimulos, em
osciladores circadianos de hamsters.

Sugerindo os caminhos do processo de sincronizacgao, as PRCs fornecem,

desse modo, fortes pistas na elucidacdo da organizacdo do relégio, nas dife-
rentes espécies.

Estimulos de Temperatura

Sincronizagoes do relégio bioldgico por ciclos de temperatura tém sido ob-
servadas em plantas e animais pecilotermos. Esses sdo animais que regulam
sua temperatura de acordo com a temperatura ambiental e entre eles se en-
quadram os insetos. Aves e mamiferos sdo os inicos seres capazes de manter
regulada a temperatura do corpo, independente da temperatura ambiente, e
sao chamados homeotérmicos. O levantamento das PRCs de hamsters, para
diferentes estimulos, relatado na segdo anterior, ndo incluiu o estimulo de
temperatura, por se tratar de homeotermos.

Em pecilotermos, foram verificadas a capacidade de ciclos de temperatura
sincronizarem os ritmos, em escuro constante (Roberts 1962)(Beck 1980) e
a influéncia conjunta de ciclos de luz e de temperatura, variando a relacéo
de fases desses dois ciclos: apesar de ambos os “zeitgebers” atuarem sobre o
oscilador, o ciclo de luz tende a ser dominante nesses experimentos, indicando
0 que ocorre, provavelmente, na natureza (Pittendrigh 1958).

Nos colémbolos cavernicolas Folsomia candida, j4 foram verificados que
pulsos de temperatura com periodicidades diferentes causam efeitos diferen-
tes na sobrevivéncia e longevidade dos insetos (Marques et al, 1987).

O mapeamento da atuagdo da temperatura sobre o relégio é menos co-
nhecido, por ndo haver uma evidéncia anatomica (como no caso da luz, que
passa inicialmente por um fotorreceptor (Page 1985)) nem evidéncias das
bases bioquimicas (Goldbeter 1996) de um canal de ligacio especifico ao os-
cilador. Os deslocamentos de fase poderiam ser resultantes da ac¢io direta da
temperatura sobre o oscilador, como no caso da luz, ou da reac¢io generali-
zada do organismo diante da mudanga de temperatura, como esquematizado
na fig.6.2.

A verificagdo de que a temperatura modificava diretamente a fase do osci-
lador foi realizada em baratas (Leucophaea maderae). Nesses insetos, sabe-se
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que o oscilador que controla o ritmo de atividade est4 localizado nos lobulos
Opticos. Um 16bulo 6ptico teve suas ligagGes cortadas, ficando neuralmente
isolado. A seguir, técnicas de esfriamento localizado foram aplicadas, separa-
damente, no 16bulo intacto, no Iébulo cortado e na, regido mediana do cérebro,
longe dos I6bulos. O deslocamento de fase ocorreu somente no primeiro caso,
comprovando a agdo direta da temperatura sobre o oscilador (Page 1981).

b)

F Os R| (F) R

T

Figura 6.2: Duas possibilidades de atuacdo da temperatura, com desloca-
mento de fase: a)atuagdo direta no oscilador b)atuacio direta no ritmo

Como os colémbolos sio Cegos e apresentam regressao dos lébulos épticos,
nao havia sentido em se realizar um teste semelhante com eles. Dessa forma,
os insetos foram mantidos na estufa, submetendo-os, integralmente, 3 mu-
danga de temperatura. Os deslocamentos de fase obtidos, porém, consistem
apenas em atrasos, sendo as PRCs do Tipo 1. Uma das possibilidades des-
sa caracterisitca observada pode estar no fato de termos utilizado pulsos de
temperatura.

Alguns trabalhos tém registrado PRCs com pulsos de temperatura com
apenas atrasos de fase (Roberts 1962)(Wiedemann 1977a). No trabalho de
Roberts, foram verificados efeitos diferentes, para o mesmo ritmo de ativi-
dades da barata (Leucophaea maderae), com a aplicacio de pulsos de luz e
de temperatura: pulsos de luz produziam atrasos e adiantamentos; pulsos
de temperatura produziam somente atrasos de fase. Além disso, pulsos de
temperatura provocavam deslocamentos de fase grandes em fases insensiveis

a luz, sugerindo um mecanismo diferente da acao da temperatura em relacio
a da luz.
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Por outro lado, existem muitos outros relatos que indicam uma acao da
temperatura sobre o reldgio, semelhante 4 da luz.

Um trabalho bastante conhecido de PRC por pulsos de temperatura foi
realizado com o ritmo de eclosdo da mosca (Drosophila pseudoobscura), em
escuro constante (Zimmermann 1968). O oscilador foi submetido a degraus
positivos e negativos de variagdo da temperatura (aumento ou diminuigéo,
respectivamente, de uma temperatura constante para outra constante) nas
varias fases de um ciclo. Foi verificado que o deslocamento de fase ocorria
logo nos momentos da mudanga de temperatura, sugerindo um efeito discreto
do tipo ndo-paramétrico semelhante ao da luz. Degraus positivos geravam
adiantamentos em todas as fases e degraus negativos geravam sempre atrasos.
Em outros organismos, foram observados efeitos exatamente opostos (Drei-
sig e Nielsen 1971) mas, de qualquer maneira, a direcao do deslocamento de
fase (adiantamento ou atraso) parece ser determinada, num organismo, pela
direcdo da variagdo de temperatura. Por outro lado, quando pulsos finitos
de temperatura, nesse trabalho, eram aplicados ao oscilador, ao invés de de-
graus, os deslocamentos resultantes consistiam em adiantamentos ou atrasos,
dependendo da fase, sendo o pulso finito interpretado como um degrau po-
sitivo seguido por um degrau negativo. PRCs com adiantamentos e atrasos
de fase, provocados por pulsos de temperatura, sao citados em Hastings et
al (1991).

Foi observado no trabalho de Zimmermann, também, que pulsos com au-
mento de temperatura causavam exatamente deslocamentos opostos a pulsos
com diminui¢do de temperatura, nas diversas fases: na fase em que o au-
mento de temperatura causava um atraso, a diminuigdo da mesma causava
adiantamento e vice-versa. Pulsos de luz submetidos a organismos manti-
dos em escuro constante produzem deslocamentos de fase também opostos
a pulsos de escuro submetidos a organismos mantidos em claro constante.

Existem, portanto, muitas semelhancas nos efeitos observados por estimulos
de luz e de temperatura.

O principal indicativo, porém, de que a causa dos atrasos de fase obser-
vados na nossa experiéncia nio seja a natureza do estimulo, é a verificacao
de PRCs do Tipo 0 provocados por pulsos de temperatura, em outras ex-
periéncias (Winfree 1980) (Lindberg e Hayden 1974). Buscamos, portanto,
as causas da obtencio apenas de PRCs do Tipo 1 na prépria natureza do
oscilador subjacente aos ritmos infradianos dos colémbolos.
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6.3 Discriminacgio do Oscilador através de uma
PRC

A PRC constitui um instrumento de discriminagéo do oscilador subjacen-
te, quanto as suas dimensdes (Lakin-Thomas 1995). A dimensdo corresponde
ao nimero de varidveis dindmicas necessérias para a representagao de um sis-

tema fisico e determina os tipos de PRCs que podem resultar de perturbacoes
externas.

Sistemas Multidimensionais

As trajetdrias do péndulo e do ciclo-limite enquadram-se na mesma, classi-
ficagao de oscilador, do ponto de vista da dimensio: ambos sio representados
por duas varidveis (por exemplo, fase e velocidade angular) e sdo chamados
relégios nao-simples. Esses sistemas multidimensionais, dos quais trata-
remos do caso de sistemas com duas dimensdes, respondem a perturbacdes
externas com PRCs do Tipo 1 e Tipo 0 e apresentam um ponto de singula-
ridade no espago de fases, como explicado no cap.3.

No espago de fases representado pelas coordenadas (r,®), o péndulo e
o ciclo-limite séo expressos por curvas fechadas. Uma perturbacdo nesses
sistemas corresponde, como visto no cap.3, a um vetor de deslocamento nu-
ma tnica dire¢do das coordenadas. Esses sistemas podem ter cessacdo de

suas oscilagdes quando uma perturbacio tnica leva o sistema ao ponto de
singularidade.

Anéis

Um outro modelo de oscilador é aquele representado apenas por uma va-
riavel, a fase, constituindo o anel. .

O anel ¢ classificado em dois tipos de sistemas: ampulhetas e relégios
simples (Winfree 1980)(Lakin-Thomas 1995).

A ampulheta consiste num sistema representado apenas pela variavel
fase, que cessa ao completar um ciclo: é preciso virar a ampulheta, ou im-
pulsiona-la ao fim de cada ciclo, para que ela recomece novo ciclo. Nesse
sentido, a ampulheta é um anel nao-auto-sustentado.

O relégio-simples, por sua vez, recomeca automaticamente cada ciclo.
Um relégio simples é constituido por uma seqiiéncia de ampulhetas inter-
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ligadas, que correspondem a estdgios do ciclo: cada estdgio leva um certo
intervalo de tempo para se completar e o fim de cada estdgio desencadeia o
inicio do préximo estdgio. O final do tltimo estagio desencadeia o primeiro,
recomecando o ciclo que, dessa forma, adquire carater auto-sustentado.

Num ciclo do tipo anel, o sistema segue sempre uma tnica dire¢ao, na
sucessao dos estdgios que dependem, cada qual dos anteriores, para poderem
comegar, como numa corrida de revezamento, em que cada corredor est
posicionado numa posigéo (fase) do ciclo da pista: em cada momento, existe
apenas um corredor ativado, sem a chegada do qual o proximo nao pode
comegar; apesar de envolver vérios corredores, a situacio geral de uma equipe
pode ser representada pela posicio em que o tinico corredor ativo se encontra.
Da mesma forma, um ritmo biolégico representado por um anel envolve uma
série de processos encadeados e, portanto, é estruturalmente complexo, mas
a sua representacdo matemadtica é mais simples, por essa dependéncia dos
varios estagios limitarem a trajetdria & tinica dimensio. Vamos nos restringir,
daqui em diante, aos relégios simples, que constituem os anéis que recomecam
automaticamente os ciclos.

Um relégio simples, ao ser perturbado, apresenta somente PRCs do Tipo
1. Por ser representado em uma dimensao, tem sua trajetéria mais limitada,
no sentido que é preciso sempre, para passar de uma fase a outra, passar
por todas as fases intermedidrias: todos os estigios que constituem o relégio
simples precisam ser rigorosamente completados. Nesse sentido, um desloca-
mento de fase nao é produzido por um salto instantineo de fase, como ocorre
num ciclo limite. Deslocamentos de fase sio medidos em relacao a um reldgio
idéntico que nao sofreu a perturbacao: se algum estagio do relégio sofreu uma
aceleragdo, sua fase final serd maior do que no relégio nao-perturbado, de for-
ma que temos um adiantamento de fase. Se, por outro lado, ele sofren uma
desaceleragdo, a comparacao com a fase do relégio nao perturbado mostrara
um atraso. Uma metafora comumente empregada para ilustrar essa proprie-
dade é o rolo de filme que pode ser aceleradd on desacelerado, sem jamais
poder aparecer uma cena abrupta de ontra parte da estoria antes que as
cenas anteriores tenham aparecido.

Uma PRC do Tipo 0 nunca ocorre mim reldgio simples, como acontece
com osciladores do tipo ciclo-limite, como mostrado na fig.6.3. Nessa fignra,
mostramos a ocorréncia periddica de um evento-mareo de um ciclo-limite,
com periodicidade T. Pulsos sio administrados em diferentes fases desse ciclo
€ mostramos em que fase o préximo evento ocorre. apds o pulso. Quando o
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pulso é fraco, eventos ocorrem mais tarde ou mais cedo, sendo essa magnitude
¢ essa mudanga de dire¢ao feita de forma continua, resultando numa PRC do
Tipo 1. Quando o pulso é forte, por sua vez, a magnitude do deslocamento de
fase ultrapassa o limite de uma representagdo continua (A® > 180°), sendo
necessario representé-lo com uma descontinuidade. Quando a PRC é do tipo
1, existe uma correspondéncia biunivoca (® — ') entre todas as fases do
ciclo; quando ¢ do Tipo 0 a relagdo (® — ®') mapeia as fases iniciais para
apenas um intervalo limitado de fases ', nao sendo biunivoca, propriedade
¢ssa que um sistema unidimensional ndo pode apresentar (Winfree 1980).
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Figura 6.3: Possiveis deslocamentos de fase no oscilador. a)deslocamentos
de fase no ciclo-limite. b)deslocamentos de fase no relégio simples
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6.4 Ciclos-Limites e Relégios Simples

Historicamente, o0 modelo unidimensional de relogio simples surgiu como
primeira proposta na descricio dos ritmos biolégicos. A analogia direta com
um relégio do qual se sabe apenas a fase facilitava essa associacao com os rit-
mos biolégicos, tendo sido largamente proposto nos periodos de 1950 a 1960.
O modelo de relégio simples foi largamente popularizado por F. Brown, junto
com a sua idéia de que os ritmos circadianos eram indicadores diretos dos
“relégios” geofisicos externos (Winfree 1980). Pittendrigh também utilizou
esse modelo, diante da formulagio de um sistema interno de medicdo da
passagem do tempo (Winfree 1980). Mesmo hoje em dia, a menos que o tra-
balho de cronobiologia se baseie explicitamente em equagoes que geram um
ciclo-limite, o modelo intuitivo utilizado ao tratar de ritmos consiste apenas
em um reldgio unidimensional (Winfree 1980).

Diante do fato de que ciclos externos deveriam sincronizar esses relogios
simples, surgiu, pela primeira vez, a idéia de um acerto de fases entre rit-
mos por ciclos externos com periodicidades diferentes, tendo sido sugerida
uma resposta dependente da fase do relégio simples a estfmulos externos:
aceleracOes e desaceleracdes em maior ou menor grau, dependentes da fase
(Winfree 1980). Experiéncias de PRC demonstraram as primeiras limitagoes
do modelo de relégio simples: apesar de ser bastante eficiente e intuitivo
do ponto de vista descritivo de uma oscilagdo bioldgica, era insuficiente na
explicagdo de propriedades como a PRC do Tipo 0 e singularidades.

O ciclo-limite, pelas suas propriedades identificadas nos comportamentos
dos ritmos biolégicos, como a estabilidade da amplitude, PRCs do Tipo 1
e Tipo 0, singularidades, acabou sendo largamente associado a osciladores
bioldgicos, desde a proposta de Pavlidis (Pavlidis 1967), que marcou um salto
qualitativo na drea de modelamento matematico dentro da cronobiologia.
Desde entdo, cada vez mais comportamentos tém sido explicados através
desse modelo, estendendo-se para o acoplamento de osciladores e bases de
mecanismos da ritmicidade. :

Nem todos os ritmos, porém, sio bem descritos através do modelo de
ciclo-limite, sendo alguns, apesar de pouco mencionados, ainda melhor iden-
tificados com o relGgios simples.

O modelo de reldgio simples tem sido proposto na representacao de alguns
ritmos hioldgicos auto-sustentados especificos, como da mitose celular (Tyson
e Sachsenmaier 1978) e da ovulagio (Lacker et al 1989), da qual se sabe que
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é resultante de uma seqiiéncia de estigios hormonais interligados. Esses

processos néao correspondem a dinamica continua associada ao ciclo-limite,
mas a sucessdo ciclica de eventos descontinuos.

6.5 Reldégio Simples Subjacente aos Ritmos
de Muda e de Oviposicao

Eventos Subjacentes aos Ritmos de Muda

Os ritmos de muda cuticular e de oviposi¢do, no inseto Folsomia candida
sdo resultantes de uma liberagdo encadeada de horménios. Cada liberagéo
dura um certo intervalo de tempo e cada evento ocorre somente depois de
completado o anterior (Palévody e Grimal 1976).

A verificagdo de uma PRC do Tipo 0 e a existéncia de uma singularidade
que, quando alcangada, provoca a arritmicidade, sao indicativos de um osci-
lador do tipo ciclo-limite. Nossas PRCs apresentaram apenas PRC do tipo
1, que corresponde A tinica resposta de um relogio simples a estimulos que
modifiquem as fases.

Se os ritmos estudados consistirem num rel6gio simples, cada evento hor-
monal interligado tem um papel funcional direto na constituicao do ritmo,
a0 invés de um sistema que seja controlado em todo o ciclo por um oscilador
separado.

Ritmos de muda cuticular em outros insetos apresentam, freqiientemente,
“gates” circadianos: existe um relégio circadiano que controla o evento da
ecdise. Estudos minuciosos das bases hormonais desses eventos apontam
para um ritmo também constituido por uma seqiiéncia de eventos hormonais
interligados, estando o relégio circadiano associado 3 liberagio do primeiro
evento hormonal, que vai desencadear todos os demais (Truman 1972a). Nio
verificamos “gates” circadianos em nosso sistema, sendo os eventos hormonais
desacoplados de qualquer relégio, gerando sua prépria ritmicidade.

Auséncia de Transientes

Dessa forma, a temperatura deve estar atuando diretamente nos even-
tos que constituem o ritmo, desacelerando ou acelerando esses processos, e



6.5 Rel6gio Simples Subjacente aos Ritmos de Muda e de
Oviposicgao 89

um dos fortes indicativos dessa acao direta é a auséncia de transientes nos
deslocamentos de fase observados.

Transientes sio bastante visiveis no trabalho de PRC do ritmos e esporu-
lagdo do fungo (Pilobolus sphaerosporus) (Bruce, Pittendrigh 1960) (fig.6.4).
Nesse trabalho, o ritmo circadiano de liberagao dos esporos foi submetido a
pulsos de luz, nas vérias fases do ciclo e foram observados somente atrasos
de fase. Esses atrasos se completaram somente depois de trés ciclos transien-
tes, nos quais os ritmos foram gradualmente acertando a fase final. Ritmos
circadianos sdo necessariamente controlados por um reldgio circadiano, sen-
do csses transientes resultantes da resposta mais lenta do ritmo controlado
diante da mudanca de fase no relogio.

\ N
®
I\ " 'y
12 N ®
"
8 \ " 5
N /e
u
4 12 (] HOUR
0 \a 48 9 S 120

Figura 6.4: Transientes nos atrasos de fase observados nas PRCs de ritmos
de esporulagéo, por pulsos de luz, extraido de (Bruce, Pittendrigh 1960)

Alguns relatos de PRCs tém apontado transientes muito mais rapidos em
atrasos de fase, em relagio aos apresentados pelos adiantamentos (Moore-
Ede 1980). De qualquer modo, essa propriedade nao parece ser generalizada.
PRCs com atrasos, como o0s mostrados na fig.6.4 costumam apresentar tran-
sientes bastante evidentes.

As bases hormonais dos ciclos de muda e de oviposi¢ao sugerem forte-
mente um relogio simples subjacente a esses ritmos biolégicos. PRCs do tipo
1 ¢ auséncia de transientes fortalecem esse modelo.

Acoplamento dos Ciclos de Muda e de Oviposigao

Os dois ciclos, M1 e M2, devem estar submetidos & influéncia assimétrica
do acoplamento com o ciclo de oviposigdo. Os pulsos de temperatura desa-
celeram ambos os ciclos, numa taxa diferente em cada ciclo. Interpretamos
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que esse efeito da temperatura foi forte o suficiente nas fases em que nenhum
inseto apresentou adiantamento: as primeiras fases dos ciclos de muda e da
oviposi¢do. Um pico na curva de (Nad/Nat & fase) figs.5.10,11 pode signifi-
car que a acao da temperatura nio foi forte o suficiente para todos os insetos,
e para alguns individuos, ainda se observaram adiantamentos, resultantes de
pulsos nas fases finais dos ciclos de muda e de oviposi¢do. Ao verificarmos
sucessivas curvas (Nad/Nat & fase) para pulsos cada vez mais longos e, por-
tanto, mais eficazes na prevencio de adiantamentos (3h, 8h, 24h), verificamos
a tendéncia desses picos irem diminuindo a sua amplitude.

Nesse sentido, podemos interpretar que, nao havendo o acoplamento en-
tre a muda e a oviposicio, os tamanhos dos picos em M1 e M2 seriam iguais.
Sendo o efeito de prevengao de adiantamento maior nas primeiras fases dos
ciclos de muda e de oviposi¢ao, o efeito somado implica em maiores pre-
vencoes em M1, pois corresponde is primeiras fases do ciclo da oviposicao.
Desta forma, M1 e M2 apresentam picos de adiantamentos nas iltimas fases
de scus ciclos, mas o pico em M2 é maior do que em M1, como podemos
verificar na fig.6.5, em que mostramos juntos os efeitos do mesmo pulso de
temperatura de 24h nos ciclos de muda e de oviposicao.
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Fignra 6.5: Nad/Nat em funcio da fase, para os ciclos de muda e de Ovipo-
sigao, sob pulsos de 20° = 25° com duracio de 24h
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Quando estimulos agem sobre osciladores acoplados, eles podem atuar
sobre os dois osciladores ou sobre apenas um deles, sendo o efeito propagado
ao outro, através do acoplamento (Kopell 1994). No nosso caso, a tempera-

tura agiu claramente sobre os dois ritmos, tendo sido observado o efeito do
acoplamento na resposta final do ritmo.

Modificagdo da Velocidade num Relogio Simples

A atuagdo de um estimulo externo sobre um relégio simples, acelerando
ou desacelerando o ciclo, constitui um efeito paramétrico.

Os pulsos de temperatura, com duracdes diferentes de 3h, 8h e 24h, devem
estar atuando de forma paramétrica sobre os ritmos de muda e de oviposicao,
como explicado na segdo 3.4.1. Caso o efeito fosse nao-paramétrico, como
observado nos trabalhos apresentados na secao 6.2, as PRCs resultantes de

pulsos com duracdes crescentes nio apresentariam a diferenga significativa
observada.

Consideremos um relégio simples da forma:

® =G + Ieosd (6.1)

para parametros G = 1 e I = —0,99, a velocidade angular desse sistema é
apresentada na fig.6.6.
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Figura 6.6: Velocidade do reldgio simples da eq.6.1. S, correspondem aos
estigios discretos que integram o sistema.
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Quando submetido a um estimulo paramétrico de duragao M, o desloca-
mento de fase (® — @) provocado é dado pela relagéo:

d®
— 2
G + Icos2m® o o

M @' d®
— e 6.3
o /0 it j:p G + Icos2n® (6:3)

e %arcm{ Eg s ‘;)) tg{Mw\/(G?——Iﬂ) + arctg[«\\ ((g = g tg?f‘bl}}
(6.4

A partir do mapa ®'(®), podemos calcular os deslocamentos de fase A®
como fungio da fase @, obtendo a PRC que tem as mesmas caracteristicas
basicas das observadas para a muda e oviposicao fig.5.8 e 5.9, sendo formada

apenas por atrasos, com maiores atrasos nas fases médias dos ciclos, como
mostrado na fig.6.7.
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Fignura 6.7: PRC obtida pelo modelo de relogio simples da eq.6.4, submetido

a0 efeito paramétrico de um estimulo que desacelera os processos em taxas
diferenciadas com a fase.
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O mapa ®'(®) apresenta somente atrasos de fases e iteracdes tendem pa-
ra o ponto fixo em ®, = 0, 2, nio apresentando ciclos periédicos estiveis.
Isto significa que, se pulsos periédicos forem administrados aos insetos, in-
dependentemente da periodicidade destes pulsos, sempre haverd um pulso
coincidindo com algum episédio de ecdise ou oviposicdo, mas ndo havera
uma relacdo de fase estivel entre os pulsos e esses episédios.

Vamos considerar o efeito do acoplamento do ciclo de oviposi¢ido sobre a
muda. Consideremos ® 4 e ® as fases dos ciclos A e B, sendo a periodicidade
do ciclo B duas vezes a periodicidade do ciclo A, como ¢ a relacdo entre a

muda e a oviposigdo. Consideremos Al e A2 os dois ciclos A que ocorrem a
cada ciclo B. Temos as seguintes equacoes:

‘I;A =G — ICOS(I’A (65)

®p =G — Icos(Pp) = G — Icos(®4/2) (6.6)

Considerando um acoplamento assimétrico sobre o ciclo A, diretamente
relacionado com o ciclo B, temos:

By =i~ Icos® + €(G — Icos®p) (6.7)

A partir dessa nova expressao, integrando numericamente, verificamos
que um dos efeitos desse acoplamento ¢ a diminuigao do periodo do ciclo A
e outro, a assimetria entre a PRC de Al e A2, como mostrado na fig.6.8. Os
insetos que ndo apresentavam oviposico (fig.5.4) tinham, de fato, periodici-
dade maior da muda.

Note-se que, apesar de estarmos utilizando equacdes especificas para re-
presentar os ciclos de muda e de oviposicao, a abordagem que usamos nio
¢ do tipo explicito, como explicado no cap.3: escolhemos um relégio simples
que fosse representado por um sistema de equagoes bastante simples e que
reproduzisse convenientemente as principais propriedades observadas. Nio é
possivel, no entanto, identificar os termos dessa equacao com o que realmente
constitui o ciclo biologico, por se tratar de uma abordagem matemaitica qua-
litativa de um processo biologico. A mesma abordagem ¢ utilizada quando
se escolhe a equacao de van der Pol como protétipo de sistema que apresenta
ciclo-limite, como apresentado no cap.3.

k%
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Figura 6.8: Diferencas nas formas das PRCs dos ciclos Al e A2, considerando

0 acoplamento com um ciclo B, que tem o dobro do periodo de A. Mostramos
as PRCs de A1, A2eB,comG=1,7T = —0,99.

Efeitos da temperatura sobre relégios biolégicos sdo bastante variados,
nao sendo possivel generalizar se a atuago é ou nio semelhante 3 da luz. No
entanto, o fato de ji terem sido observadas PRCs do Tipo 0 com pulsos de
temperatura é um forte indicativo de que o motivo de termos obtido apenas
PRCs do Tipo 1 com atrasos deva ser mais profundo, levando-nos a investigar
outros fatores.

Classificages dos ritmos ajudam a entender melhor a estrutura do sistema
de temporizagdo biolégica, dada a enorme variedade dos mesmos. Ritmos
biolégicos sio classificados de acordo com muitos critérios, sendo o principal a
periodicidade em relagio ao ciclo de 24 horas: ritmos circadianos, ultradianos
e infradianos. Um segundo critério é a existéncia de correlatos geofisicos
nas periodicidades: ritmos controlados por relégios biolégicos e ritmos sem
correlatos geofisicos. Um outro eritério que deve ser enfatizado é a natureza
do oscilador subjacente, quanto 4 dimensio dinamica: ritmos do tipo ciclo-
limite e relogios simples. Essa dimensio determina os tipos de PRCs que o
oscilador pode apresentar.

Verificamos que osciladores do tipo ciclo-limite, associados a2 maioria dos
ritmos biolégicos, responde com PRCs do Tipo 1 e Tipo 0, além de apresentar
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singularidades. Osciladores unidimensionais, classificados com anéis, respon-
dem apenas com PRC do Tipo 1, devido as limitacoes de sua trajetoria, no
espago de fases. Reldgios simples sio os anéis auto-sustentados e sio associa-
dos a ritmos constituidos por uma seqiiéncia de eventos discretos interligados,
cada evento dependendo do término do anterior para se iniciar. Esse modelo
é associado a alguns poucos ritmos especificos, como os da mitose celular e
ovulagao.

Verificamos, através das simulacdes, que um modelo de relégios simples
acoplados sujeito ao efeito paramétrico da temperatura pode representar con-
venientemente os principais aspectos observados nos resultados experimen-
tais. O efeito ndo-paramétrico, dominante no processo de sincronizacio do
relogio circadiano pela luz, tem sido apontado como essencial para a preser-
vacao da precisdo de um oscilador que funcione como um relégio: ele provoca
saltos instantdneos de fase. O efeito nao-paramétrico, por sua vez, induz uma
mudanca de fase via desaceleracio ou aceleracdo de um ciclo, pouco apro-
priado para atuar num processo de sincronizacgdo do reldgio.

Os processos de discriminagao entre ciclos-limites e relogios simples en-
volvem a identificacio de PRCs do Tipo 0 e singularidades. Identificados,
eles servem para descartar o relogio simples. No nosso caso, associamos o
modelo de relégio simples aos ritmos observados, justamente pela auséncia
dos critérios de sua exclusio, o que torna uma prova mais fraca. Nesse mo-
mento, a leve abertura da caixa-preta, verificando os processos subjacentes
ao ciclo de muda, que correspondem a liberagdes encadeadas de horménios
(Palévody e Grimal 1976), vem corroborar mais fortemente a proposta deste
modelo. A auséncia de transientes, por sua vez, também sugere um sistema
que nao apresenta um oscilador separado, controlando as fases:a temperatura
atuou diretamente sobre o ritmo.

Ritmos infradianos sdo pouco estudados quanto a sua natureza, mes-
o em seres que vivem em ambientes sujeitos a sincronizacoes. O mo-
delo de relégio simples para os ritmos infradiahos de muda e oviposicao,
nos colémbolos cavernicolas, mostrou-se bastante apropriado, chamando a
atengao para uma classificaciio diferente para ritmos representados por uma
dinamica discreta, em relagio aos ritmos do tipo ciclo-limite. Baseados em
argumentos da teoria dos osciladores, verificamos como um oscilador dessa,
natureza tem sua trajetéria no espaco de fases mais limitada, refletindo no
tnico tipo de PRC que pode produzir e na impossibilidade de ser sincroni-
zado de forma estavel por estimulos externos, se suas PRCs apresentarem
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somente atrasos.

O relégio simples é considerado até mesmo como uma das alternativas de
modelos de ritmos infradianos circanuais, que constituem ritmos com fortes
correlatos geofisicos e que podem estar associados, portanto, a um oscilador
separado controlando suas periodicidades (Mrosovsky 1970).

As bases hormonais dos ritmos de muda e de oviposi¢do sdo generica-
mente iguais nos demais insetos, mesmo naqueles que apresentam “gates”.
O “gate”, aparentemente, parece exercer controle ao longo de todo o ciclo,
como ocorre na maioria dos ritmos circadianos, mas pode estar acoplado
ao desencadeamento de apenas um dos estagios do relégio simples (Truman
1972a): esse estégio s6 comeca quando o anterior tiver completado e se o “ga-
te” estiver aberto. Podemos, possivelmente, interpretar os ritmos de muda
e oviposicao da maioria dos insetos como um rel6gio simples associado a um
relégio circadiano em apenas um evento. No caso especifico dos colémbolos

cavernicolas, esses mesmos ciclos ndo estariam acoplados a um relégio, con-
sistindo num ritmo “puro”.
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Realizamos, neste trabalho, experimentos de Curvas de Respostas de Fa-
ses (PRC) (Pittendrigh, Daan 1976) com ritmos infradianos observados em
colémbolos cavernicolas (Marques et al 1987). Nossa principal motivaggo era
a possibilidade de desenvolver um trabalho interdisciplinar na &rea de cro-
nobiologia, elaborando protocolos experimentais e modelando os resultados,
do ponto de vista de sistemas dindmicos. As motivacdes cronobiolégicas des-
ses experimentos baseavam-se na possibilidade de contribuir para um maior
entendimento dos ritmos infradianos, uma vez que os mesmos eram pouco
estudados.

Nossas experiéncias tiveram como resultado PRCs com apenas atrasos de
fases. Esse tipo de curva é pouco comum, na literatura, pois PRCs costumam
apresentar adiantamentos e atrasos de fase, sendo essa caracteristica essencial
parahaver sincronizagio por ciclos ambientais.

A dimensdo de um sistema, no espaco de fases, determina os tipos de
PRCs que o oscilador pode apresentar. Ciclos-limites correspondem a osci-
ladores com mais de uma dimenséo, enquanto relégios simples, associados
a ritmos constituidos por uma seqiiéncia de eventos discretos interligados,
correspondem a um sistema unidimensional que est4 limitado a apresentar
somente PRCs com caracteristica topolégica do Tipo 1 (Winfree 1980). Ve-
rificamos, através das simulagoes, que nm modelg de relégios simples acopla-
dos, sujeitos ao pulso paramétrico da temperatura, pode representar, conve-
nientemente, os principais aspectos observados nos resultados experimentais:
PRCs com apenas atrasos de fase; PRCs diferentes para a muda seguida e
nao por oviposiao; diferentes periodos para ciclos da muda em insetos que
apresentam ou nao a oviposicao.

Os processos de discriminagdo entre ciclos-limites e relégios simples en-
volvem a identificagado de PRCs com a caracteristica topolégica do Tipo 0 e
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singularidades de fase (Winfree 1980). Identificados, cles servem para descar-
tar o reldgio simples. No nosso caso, associamos o modelo de relogio simples
aos ritmos observados, justamente pela auséncia dos critérios de sua exclusao,
mas a verificacdo dos processos subjacentes ao ciclo de muda, que correspon-
dem a liberagOes encadeadas de hormonios, veio corroborar a proposta desse
modelo. A auséncia de transientes também fortaleceu esse modelo, pois ela
subentende agdo direta sobre um ritmo. Transientes indicam a existéncia de
osciladores separados controlando os ritmos (Pittendrigh, Daan 1976).

Ritmos infradianos sdo pouco estudados quanto & sua natureza, mes-
mo em seres que vivem em ambientes sujeitos a sincronizagdes. O mo-
delo de reldgio simples para os ritmos infradianos de muda e oviposicéo,
nos colémbolos cavernicolas, mostrou-se bastante apropriado, chamando a
atencdo para uma classificacdo baseada na dimenséao de um oscilador. Ba-
seados em argumentos da teoria dos sistemas dinamicos, verificamos como um
oscilador dessa natureza tem sua trajetéria no espago de fases mais limitada,
refletindo no inico tipo de PRC que pode produzir e na impossibilidade de ser
sincronizado de forma estavel por estimulos externos, se sua PRC apresentar
somente atrasos.

As bases hormonais dos ritmos de muda e de oviposicdo sio generica-
mente iguais nos demais insetos, mesmo naqueles que apresentam “gates”
(Pittendrigh, Skopik 1970). Podemos interpretar os ritmos de muda e ovipo-
sicao da maioria dos insetos como um reldgio simples acoplado a um oscilador
circadiano em apenas um evento, e os ritmos dos colémbolos como o mesmo
relogio, sem esse oscilador. Ele pode ter sido perdido, da mesma forma como
a visao, no longo processo de adaptagao ao ambiente de cavernas, consistindo
num ritmo “puro”.

Apresentamos, no inicio desse trabalho, os tipos de modelamentos ma-
temdticos de sistemas biolégicos, classificados segundo dois pontos de vista:
abordagens com equacoes explicitas, quando o objetivo do modelamento era
a representagao dos mecanismos que geram um comportamento bioldgico,
identificando as varidveis e parametros com elementos dos sistemas reais
(Friesen 1993); abordagens sem equacoes explicitas, quando o objetivo do
modelamento era a caracterizacio direta dos dados, como empregadas na
caracterizacio de caos ohservado experimentalmente, ou voltadas aos com-
portamentos genéricos de um sistema, independentemente de especificidades
(Winfree 1980).

Utilizamos o segundo tipo de abordagem no nosso trabalho, desenvol-
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vendo um modelo qualitativo de relégio simples para descrever os ritmos
estudados. Modelos com equagdes explicitas sio elaborados na medida da
possibilidade de se conhecer, profundamente, todos os processos que estdo
gerando a ritmicidade, de forma a poder identificar, ponto a ponto, varidveis
das equacdes com os processos envolvidos. Isso requer um experimento vol-
tado para a bioquimica das reacdes subjacentes, ndo constituindo o enfoque
de uma experiéncia de PRC. Nosso experimento considerou o mecanismo
detalhado como “caixa-preta” e nosso modelo procurou caracterizar de for-

ma qualitativa esse mecanismo, esclarecendo a natureza do mesmo e a sua
descrigao como oscilador.
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“...mas aquela longa noite lhe fizera compreender que o tempo depende
dos reldgios e das mudancas de luz: ndo havia reldgio e a luz recusava-
se a mudar. Na realidade, ninguém sabe quanto tempo pode durar um

segundo de sofrimento. Pode durar o tempo de um purgatdrio ou toda
@ eiernidade .”

Graham Greene



