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RESUMO

A sintonia dos organismos com 0 ambiente, por meio da sincronizagéo dos ritmos biolégicos
enddgenos e os ciclos ambientais conferiu uma grande vantagem seletiva aos seres Vivos.
Ciclos ambientais terrestres, como o de claro/escuro (CE) diario e o de variacao fotoperiddica
(razdo entre duracdo dia/noite) anual, sincronizam ritmos enddgenos com periodos em torno
de 24h e 1 ano, respectivamente. Pouco se sabe sobre a existéncia de ritmicidade anual e de
fotoperiodismo em organismos que vivem em ambientes foticos extremos, como cavernas,
tlneis subterraneos e regibes abissais. Nosso grupo tem realizado estudos cronobioldgicos em
uma espécie de roedor subterraneo endémico da América do Sul (Ctenomys aff. knighti)
conhecido como tuco-tuco. Estes roedores apresentam ritmos diarios de atividade locomotora,
temperatura corporal e consumo de oxigénio, sendo esses ritmos sincronizados por ciclos de
claro/escuro, tanto em campo como em laboratério. Trabalhos anteriores de nosso grupo tém
sugerido a existéncia de sazonalidade nos padrdes diarios dos ritmos de atividade, em registros
realizados em laboratorio e em arenas seminaturais. Este projeto teve como objetivo testar a
hipbtese de que os tuco-tucos, mesmo sendo subterraneos e se expondo diariamente a luz em
horarios irregulares, na natureza, possuem capacidade de processar a informacéo fotoperiddica,
ou seja, as duracles da fotofase/escotofase, em condi¢Oes de laboratdrio. Para tal, verificamos
os diferentes padrdes de sincronizacao dos ritmos diarios de atividade em animais expostos a
fotoperiodos artificiais diferentes (fotofase longa: CE 21:3, CE 18:6 CE 15:9; fotofase curta:
CE 9:15, CE 6:18 e CE 3:21), a dinamica dos transientes e os pos-efeitos dessa sincronizagao.
Os animais experimentais foram, adicionalmente, agrupados entre aqueles que estavam
previamente expostos a fotoperiodos naturais de verdo ou inverno e submetidos novamente a
fotoperiodos artificiais de verdo ou inverno, respectivamente (subgrupos afins) ou a
fotoperiodos opostos de inverno ou de verdo, respectivamente (subgrupos opostos). Dois
parametros do ritmo diario de atividade em roda caracterizam o padrdo de sincronizacao, para
cada condicao fotoperiodica: a duracdo da atividade diaria e a relacdo de fase entre o inicio da
atividade diaria e o apagar das luzes do ciclo claro/escuro. Os diferentes padrdes de
sincronizacao fética do ritmo diario de atividade apresentados por tuco-tucos em diferentes
fotoperiodos indicam claramente que eles possuem capacidade de medicdo fotoperiodica, da
mesma forma que roedores epigeos.

Palavras-chave: cronobiologia, sincronizagdo, fotoperiodismo, roedores subterraneos, pos-
efeitos.



ABSTRACT

The fine tuning of organisms with their environment, through synchronization of endogenous
biological rhythms and environmental cycles conferred a great selective advantage to living
beings. Terrestrial environmental cycles, such as the daily light/dark (CE) and the annual
photoperiodic variation (ratio between day/night duration), synchronize endogenous rhythms
with periods of around 24h and 1 year, respectively. Little is known about the existence of
annual rhythmicity and photoperiodism in organisms that live in extreme photic environments,
such as caves, underground tunnels and abyssal regions. Our group has carried out
chronobiological studies on a species of subterranean rodent, endemic to South America,
(Ctenomys aff. knighti) known as tuco-tucos. These rodents express daily rhythms of locomotor
activity, body temperature and oxygen consumption that are synchronized by light/dark cycles,
both in the field and in the laboratory. Previous work by our group has suggested the existence
of seasonality in the daily patterns of activity rhythms, in records made in the laboratory and
in semi-natural arenas. The present project aimed to test the hypothesis that despite the fact that
in nature tuco-tucos are subterranean and are exposed to light at irregular times, in the lab they
have the capacity to process photoperiodic information (photophase/scotophase durations). To
this end, we verified the different synchronization patterns of daily activity rhythms in animals
exposed to different artificial photoperiods (long photophase: CE 21: 3, CE 18: 6 CE 15: 9;
short photophase: CE 9:15, CE 6: 18, CE 3:21), the dynamics of the transients and the
aftereffects of this synchronization. Assayed animals were additionally subgrouped among
those that were previously exposed to natural photoperiods of summer or winter and subjected
again to artificial photoperiods of summer or winter, respectively (matching subgroups) or to
opposite photoperiods of winter or summer, respectively (mismatching subgroups). Two
parameters of the daily wheel activity rhythms characterized the synchronization pattern for
each photoperiodic condition: the duration of the active phase and the phase relationship
between activity onset and lights-off (of the light/dark cycle). The different patterns of photic
synchronization of the daily activity rhythm presented by tuco-tucos in different photoperiods
clearly indicate that they have photoperiodic measurement capacity, in the same way as
epigeous rodents.

Keywords: chronobiology, synchronization, photoperiodism, subterranean rodents,

aftereffects.



INTRODUCAO GERAL

Este trabalho faz parte do estudo cronobioldgico, em campo e em laboratdrio, de roedores
subterraneos da espécie Ctenomys aff. knighti, os tuco-tucos. O grupo de estudo teve inicio em
2008 em uma colaboragdo entre o laboratério da Profa. Dra. Gisele Oda (Departamento de
Fisiologia, IB - USP) e da Dra. Veronica Valentinuzzi, do Centro Regional de Investigaciones
Cientificas y Transferencia Tecnoldgica (CRILAR), unidade executora do Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) do Governo Argentino, localizado em
Anillaco, La Rioja. No decorrer desses 12 anos de colaboragdo bastante frutifera, emergiu o
Laboratdrio de Cronobiologia Binacional (Brasil-Argentina).

Iniciei minha participacdo nesse projeto, em etapas preliminares, em julho de 2015, e

conclui minha iniciacdo cientifica em 2017 (2016/25968-6/ FAPESP). Meu mestrado teve
inicio em marco de 2018, com aprovacdo no exame de qualificagdo em outubro de 2019.

Esta dissertacdo compila os principais achados e discussbes do trabalho, contendo um
artigo ja publicado na revista Sleep Science em 2020 , seguido de um manuscrito ainda a ser
submetido a uma revista da area.

1.1 Ritmos Biologicos

A vida no planeta Terra esté sujeita a influéncia de diversos ciclos regulares ambientais
como o ciclo claro/escuro, das marés e das estacdes do ano. Dentre os ritmos biol6gicos, 0s
mais estudados sdo os diarios, que apresentam periodos de 24h, encontrados em praticamente
todos os organismos conhecidos, incluindo formas de vida unicelulares. Em organismos
pluricelulares, a ritmicidade diaria pode ser observada desde o comportamento e em variaveis
sistémicas, o nivel celular, em atividades de transcricédo e traducéo de genes e o nivel molecular.
Um sistema bioldgico de temporizacdo permite antecipar desafios previsiveis do ambiente,
assim como, coordenar eventos internos, otimizando processos e funcdes fisioldgicas.

Ritmos com periodos diferentes de um dia (24h) também sdo estudados, sendo
conhecidos como ultradianos quando seu periodo ¢ inferior & duragdo de um dia (1<24h), e
infradianos no caso dos ritmos com periodo superior a duragao de um dia (t>24h), como ¢ o
caso dos ciclos circalunares (periodo em livre curso com duracdo proxima a do ciclo lunar) e
circanuais (periodo em livre curso de aproximadamente 365 dias). A organizacdo temporal
bioldgica é baseada na existéncia de ritmos biologicos fisiolégicos e comportamentais
enddgenos sincronizados pelos ciclos ambientais (Pittendrigh, 1961).

1.1.1. Propriedades dos ritmos bioldgicos

A expressao de ritmos bioldgicos € inata e possui mecanismos que asseguram sua robustez.
Para detectar se um componente ritmico é gerado internamente, ou se € uma resposta direta do
organismo a um ciclo ambiental, deve-se isolar o animal dos ciclos ambientais, verificando sua
endogenicidade.

Na persisténcia de um ritmo bioldgico na auséncia de ciclos externos, dizemos que esse
ritmo esta na condig&o de livre curso, e que é gerada por um oscilador biolégico. O periodo
intrinseco do oscilador (1, tau), expresso em condi¢des constantes, ¢ diferente, mas proximo,



do periodo do ciclo ambiental (T). Quando os organismos sdo mantidos em condicdes
constantes, a maioria dos ritmos diarios persiste com periodo de “cerca de um dia”, sendo
chamados de ritmos circadianos.

As estruturas responsaveis pela geracdo e regulacdo dos ritmos circadianos enddgenos sao
chamadas de osciladores circadianos (Dunlap et al., 2004) e, em mamiferos, eles estdo
localizados anatomicamente nos nicleos supraquiasmaticos do hipotalamo (Moore, 1983). As
descobertas dos mecanismos moleculares que controlam os ritmos circadianos renderam o
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina para Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash e Michael W.
Young em 2017, e impulsionaram os estudos das propriedades primordiais desses ritmos na
area.

Os osciladores circadianos sdo sincronizados pelos ciclos ambientais diarios, sendo o
principal sincronizador o ciclo de claro/escuro da Terra. Este fendmeno é primordial para a
funcdo adaptativa da organizacdo temporal biol6gica (Enright, 1970). Um ritmo enddgeno
dissociado no tempo em relagéo aos ciclos ambientais n&o possibilitaria a antecipagéo temporal
correta para eventos externos regulares e ndo permitiria que populacées inteiras estivessem em
sincronia em eventos como a reproducéo.

1.1.2. Ritmo diario de atividade/repouso

Os animais apresentam ritmicidade na alternancia entre momentos de atividade e
momentos de repouso ao longo do dia. O ritmo diério de atividade/repouso é especialmente
intrigante, pois estar ativo em um determinado horario do dia ou da noite tem um enorme
significado ecologico, (Hale & Stenseth, 2012; Tomotani & Oda, 2012). As implicacdes
ecoldgicas do ritmo de atividade séo tdo relevantes que, antes mesmo da Cronobiologia existir
como area formal de estudo, ja era comum classificar animais entre “diurnos” e “noturnos” em
investigaces de histdria natural de acordo com a fase em que se mostravam presentes no
ambiente ou observados em atividade. AdaptacGes e exaptacdes que possibilitaram a ocupacao
de determinados nichos temporais se evidenciam em aspectos fenotipicos, comportamentais e,
de forma especialmente notavel, na fisiologia sensorial.

Além de sua relevancia, o ritmo de atividade e repouso ganha destaque pois € um dos
mais conspicuos em estudos observacionais e, em laboratorio, o registro desta variavel ritmica
pode ser facilmente automatizado com solugfes como a roda de atividade. O emprego de rodas
de atividade vem se mostrando frequente e consolidado em diversas areas de pesquisa, havendo
registro de um estudo em que Colin C. Stewart ja utilizava experimentalmente o recurso em
1898 (Dominguéz et al., 2002).

Para a representacao gréafica do registro de um ritmo de atividade é utilizado um gréfico
chamado actograma (Figura 1). Nos actogramas, os dias estdo, sequencialmente, indicados nas
ordenadas e cada uma das linhas das abscissas representa 24h. Por motivos praticos, para
facilitar a visualizacdo de fenbmenos que se iniciam em um dia e se encerram no dia seguinte
(como a atividade de animais noturnos), 0s actogramas costumeiramente representam dois dias
em tandem (o chamado “doubleplot ), totalizando 48h de registro por linha.
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Figura 1. Actograma representando o ritmo diario de atividade/repouso de um tuco-tuco (Ctenomys aff.
knighti) em roda de atividade: Cada uma das linhas horizontais representa dois dias consecutivos de registro
(doubleplot), ao longo das 48h deste conjunto, indicado no eixo das abcissas. O fundo em cinza indica momentos
em que a luz estava apagada, enquanto o fundo em branco marca a fase em que estavam acesas. Os tragos pretos
indicam a atividade daquele animal, sendo cada um resultante de um pequeno histograma que representa 5 minutos
de registro da atividade em roda (contado em nimero de revolugdes do eixo). A barra preto-e-branco acima do
actograma indica o regime do ciclo CE (claro/escuro) 6:18 (6 horas de claro, e 18 horas de escuro, totalizando um
periodo de 24h). Actograma referente aos primeiros 18 dias do animal #278, fémea capturada no inverno de 2018.

Ao observar a Figura 1, podemos notar que a atividade do individuo experimental
ocorre sempre na fase de escuro do ciclo de iluminacéo diario, estando, portanto, sincronizado
por esse regime de claro/escuro. A barra preto-e-branco acima do actograma indica o regime
de iluminacdo, o qual é denotado como ciclo CE (claro/escuro) 6:18 (6 horas de claro, e 18
horas de escuro, totalizando um periodo de 24h). A proporcao entre a duracdo das fases de
claro e de escuro (6:18 nesse exemplo) é chamado de fotoperiodo.

1.1.3. Sincronizacao dos ritmos circadianos

O processo de sincronizacdo no qual um ciclo externo ajusta o periodo (e fase) de um
oscilador e se estabelece uma relacéo de fase (i.e., estabelecimento de um intervalo de tempo
fixo entre duas oscilacdes) fixa entre o ciclo e o oscilador é chamado de arrastamento (em
inglés, entrainment). Nem todo ciclo ambiental regular promove o arrastamento dos
osciladores enddgenos, sendo dado o nome de zeitgeber (do alemdo “zeit” - tempo e “geber”
- doador) aos ciclos ambientais com essa propriedade. Dessa forma, podemos dizer que o ciclo
claro/escuro é o principal zeitgeber dos ritmos circadianos.

A atividade de um animal, quando esta apresenta um padrdo ritmico diario, possui uma
“duragao da atividade” (representada pela letra grega a. (alfa) que é definida pelo intervalo entre
o inicio (onset) e término (offset) da atividade, definida a cada dia (Figura 2).

Parte dos termos de Cronobiologia contidos nesta secdo estdo resumidos de maneira
simplificada no actograma esquematico presente na Figura 2.
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Figura 2. Actograma esquematico: Assim como no actograma da Figura 1, as linhas marcadas em preto
representam esquematicamente blocos de atividade. O fundo cinza indica escuriddo e a partes em branco a fase
com a luz acesa. Note que ap6s o décimo dia, o regime passou de CE 12:12 para escuro constante, como se pode
notar pelo fundo cinza. Os simbolos coloridos representam: circulos azuis, activity onset (inicio da atividade);
circulos verdes, activity offset (término da atividade); o (alfa), em vermelho, a duragdo da atividade; pés-efeitos
da sincronizagdo anterior, em amarelo (no exemplo da figura, o pds-efeito € bastante curto); e, ao fim, em roxo,
uma secdo em que se visualiza a condicéo de livre curso, com t diferente, mas proximo de 24h. A barra acima do
actograma se refere ao regime luminoso do ciclo CE (claro/escuro) 12:12 (12 horas de claro, e 12 horas de escuro,
totalizando um periodo de 24h). Figura adaptada de Tomotani & Oda, 2012.

Ao transferirmos um organismo de uma condicdo ciclica para uma condicdo constante,
0s ritmos mantém os mesmos padrdes da etapa sincronizada anterior (t, o e fase) por varios
dias, antes da manifestacdo do ritmo em livre curso, os chamados pds-efeitos (em inglés,
“aftereffects ”). Na figura 2, nos dois dias que se seguem apds o fim do regime CE 12:12, no
dia 10, podemos notar que, mesmo no escuro constante, tanto a fase de expressao da atividade,
quanto seu periodo (24h) e a duragdo do bloco de atividade (a), Se mantiveram com as mesmas
caracteristicas que tinham durante a etapa que o ritmo estava arrastado ao regime CE. Os pos-
efeitos podem durar de 1-2 dias até varias semanas (Pittendrigh & Dann 1976).

Outro estado provisério, com duracdo na ordem de 1 a 7 dias que é observado na
transicdo entre dois ciclos diferentes, sdo os denominados transientes (Pittendrigh &Daan
1976). Dentre as propriedades diferentes que os ciclos podem ter, estdo por exemplo, a fase,
periodo, fotoperiodo ou natureza dos ciclos (e.g., mudanca de fotoperiodo natural para
fotoperiodo artificial).
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Figura 3. Actogramas contendo o registro de atividade de tuco-tucos (Ctenomys aff. knighti) sob os regimes
artificiais de iluminagéo CE 12:12 (A - cinza) e CE 15:9 (B — amarelo). Indicagdes de horério da transi¢do da
fase de claro para a fase de escuro (“lights-off”) e da localizagdo da duragdo da atividade (a) entre as linhas
pontilhadas. Os circulos coloridos representam a média do horario de inicio da atividade (“onset ), calculada para
comparacOes da relacdo de fase, assim como feito por DeCoursey (1972). Os actogramas foram plotados a partir
do inicio da fotofase artificial em ambos os casos, sendo assim, 0s horarios dos eventos ndo sdo mutuamente
comparaveis, apenas a relacdo de fase.

Ao manipularmos o fotoperiodo do ciclo claro/escuro artificial, aumentando a duracao
da fase de claro e diminuindo a de escuro, por exemplo (Figura 3), observamos modificacdes
na fase do onset e offset da atividade e, consequentemente, a duracdo diaria de atividade a. A
variacao do fotoperiodo dentro das 24h do dia é um processo que também ocorre naturalmente.
Ao modificar a duragédo da fase de claro e de escuro estamos simulando a variagao da duragéo
do dia, que ocorre na natureza ao longo das esta¢des do ano.

Em um possivel protocolo envolvendo os animais presentes na figura 3 sendo
submetidos ao escuro constante, seria esperado que tanto a fase de atividade, quanto a duragéo
da atividade e o periodo fossem preservados nos primeiros dias ap6s o fim do regime CE,
mesmo 0s animais estando em condic¢des constantes, por conta dos pos-efeitos da sincronizacao
aos ciclos CE diferentes.
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Figura 4. Actograma contendo a atividade sob dois fotoperiodos diferentes CE 1:23 ¢ CE 18:6 e a
manifestacéo dos pos-efeitos sob EE(escuro constante). Indicagdes do horario em que as luzes estavam acesas
nas caixas brancas que flanqueiam a atividade. Nessa figura é possivel verificar as diferencas nos padrdes de
atividade dos pos-efeitos (a e 1) da sincronizagdo a diferentes fotoperiodos. Figura adaptada de Pittendrigh, 1974.

A figura 4 ilustra um dos resultados possiveis em um protocolo que expde individuos a
regimes com diferentes fotoperiodos (mas com o periodo fixo em 24h). Do dia 1 ao 50, o ritmo
do animal foi arrastado pelo regime CE 1:23, estabelecendo angulo de fase fixo com a fase de
apagar das luzes. Ao liberar o animal em escuro constante, notam-se 0s pos-efeitos. Por volta
do dia 100, o animal é exposto a um novo ciclo CE, desta vez com a proporcao 18:6. O bloco
de atividade se comprime (diminui o), 0 periodo se ajusta e volta a ser de 24h, e uma nova
relacdo de fase fixa é estabelecida com o ciclo CE. Apos a liberacdo em escuro constante, tudo
ocorre de maneira bem semelhante ao primeiro bloco do experimento, porém agora com um
novo t menor do que o expresso apos fotoperiodo CE 1:23 e a mais curto. Os diferentes T e a
expressos em EE constituem os pés-efeitos do arrastamento a ciclos de mesmo periodo (24h)
porem de diferentes fotoperiodos (CE 1:23 e CE 6:18). Se cada um dos regimes de EE tivesse
duracdo maior da ordem de meses, teriamos ao final de cada condicdo constante um ritmo em
livre-curso com as mesmas propriedades (alfa e tau), uma vez que os pés-efeitos podem ser
muito duradouros, dependendo da espécie e da quantidade de ciclos (Pittedrigh & Daan, 1976).

1.1.4. Variacdo Anual do Fotoperiodo

Apesar da grande fidedignidade do ciclo natural diario de claro/escuro gerado pelo
movimento de rotagdo da Terra em torno do seu eixo, o fotoperiodo definido como a razéo
entre as duas fases desse ciclo, a fotofase (fase de claro — “dia”) e escotofase (fase de escuro —
“noite”) ndo ¢ a mesma durante o ano todo. Os fotoperiodos anuais extremos séo 0s solsticios,
sendo que nos dias de verao (dias longos - DL) a fotofase (fase de claro) é mais longa, enquanto
no inverno (dias curtos - DC) a fase mais longa é a escotofase (fase de escuro). Essa variacao
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anual no fotoperiodo é devido ao movimento de translacdo e a inclinacdo do eixo de rotacdo
da Terra em relacdo ao eixo da érbita em torno do Sol, sendo, portanto, mais acentuada, quanto
maior a latitude.

Assim como o ciclo diério claro/escuro sincroniza os ritmos bioldgicos circadianos, a
variagdo anual do fotoperiodo é o sincronizador de maior importancia para diversos ritmos
anuais, resultando na sazonalidade de diversos aspectos da fisiologia e do comportamento
(Gwinner & Helm, 2003).

1.2. Investigacdo do fotoperiodismo em um roedor subterraneo: o tuco-tuco
1.2.1. O modelo animal

O organismo modelo de nosso laboratério é o tuco-tuco (Ordem: Rodentia), que
pertence ao género Ctenomys, o Unico género ainda vivente dentro da familia Ctenomyidae,
descrita pelo naturalista René Lesson em 1842. A taxa de especia¢do do género é considerada
alta, dada riqueza de espécies (aproximadamente 60 espécies atuais — i.e., ndo extintas -
reconhecidas) desde seu surgimento no final do Plioceno (Parada et al., 2011). O nome popular
desses animais ¢ originado da onomatopeia tupi “tukutiku” (TUCO-TUCO, 2018),
provavelmente fazendo alusdo a vocalizacdo caracteristica feita por esses animais, ouvida até
quando eles estdo sob o solo. O habito de vida escavador permite que estes animais solitarios
ndo estejam expostos a ciclos ambientais em sua plenitude, tendo no subterraneo condigdes
tamponadas de temperatura e umidade (Oliveira & Bonvicino, 2006; Busch et al., 2000).

Figura 5. Um exemplar de tuco-tuco da regido onde sdo conduzidos nossos estudos (Anillaco, La Rioja -
Argentina). A foto foi tirada logo ap6s a captura (inverno de 2016), sendo possivel ver ao fundo a terra que estava
dentro na armadilha antes da transferéncia para um aquéario provisério.

Assim como outros animais subterraneos, 0s tuco-tucos apresentam adaptagdes
morfoldgicas relacionadas a escavacdo e a vida no subsolo: orelhas reduzidas, garras e
membros anteriores bem desenvolvidos, caudas sensiveis e uma franja caracteristica com pelos
curtos e rigidos circundando as patas posteriores (Oliveira & Bonvicino, 2006). Possuem, no
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entanto, olhos relativamente grandes, ao compara-los com outros roedores subterraneos
(Pearson, 1984).

Além da importancia intrinseca do estudo da fauna neotropical, os habitos de vida
subterraneos dos tuco-tucos representam uma peculiaridade bastante interessante para estudos
cronobiologicos.

1.2.2. IndicagOes preliminares de sazonalidade e fotoperiodismo em Ctenomys aff.
knighti

Nosso grupo verificou que os tuco-tucos apresentam ritmos circadianos de atividade
locomotora (Valentinuzzi et al., 2009), temperatura corporal (Tachinardi et al., 2014) e
consumo de oxigénio, sincronizaveis por ciclos claro/escuro (Tachinardi et al., 2015), com
valores mais altos durante a fase de escuro. Em campo, o padrdo de exposicéo diario a luz solar
é pontuado por episddios como o forrageio e retirada de terra de seus tuneis (Tomotani et al.,
2012) suficientes para manter a sincronizacdo diaria (Flores et al., 2013, 2016).

Em minha iniciacdo cientifica, verificamos que o0s tuco-tucos, mesmo sendo
subterraneos e se expondo diariamente a luz em horéarios irregulares, alteram padrbes da
atividade em roda (como o), durante os pos-efeitos medidos em laboratorio sob escuro
constante (EE). A diferenca dos padrbes de atividade entre animais capturados no verao e
capturados no inverno é evidente. Muito possivelmente esta diferenca esta associada a mudanca
do fotoperiodo ao longo das esta¢des, ja que, na natureza, o animal estava exposto a esse ciclo
antes de ser transferido para o laboratério. Tal diferenca ndo pode ser explicado pelo efeito
direto da luz (i.e., mascaramento), pois quando o animal esta em escuro constante, ndo ha efeito
agudo da luz. No entanto, essas diferencas ainda podem ser devidas a outros fatores ambientais
que variam sazonalmente.
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Figura 6. Actogramas representativos da atividade de tuco-tucos capturados na natureza e mantidos em
escuro constante. Os animais do enquadramento laranja foram capturados no verdo, enquanto os do
enquadramento azul, no inverno. A duragdo da atividade (o) é indicada em laranja e azul para os animais
capturados, respectivamente, durante o verao (dias longos) e o inverno (dias curtos). A barra acima do actograma
indica o fotoperiodo natural aproximado na ocasido da captura, com dias mais longos no verdo e mais curtos no
inverno. Note que os actogramas estdo em doubleplot.
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Na natureza, 0s seres vivos estdo expostos a sazonalidade das variaveis ambientais
de forma integrada. Embora, primordialmente, apenas o fotoperiodo seja uma pista ambiental
confidvel o suficiente para ser usada como “calendario ambiental”, medidas ambientais podem
sofrer influéncia de outras varidveis, sendo dificil delimitar com preciséo qual foi o efeito do
fotoperiodismo (programacéo bidtica baseada na variacdo anual de fotoperiodo), e quais sdo
decorrentes de respostas diretas a mudangas sazonais na temperatura, umidade, disponibilidade
de alimento etc. (Bradshaw & Holzapfel, 2007). Na tentativa de isolar essas duas fontes de
respostas bidticas, uma das abordagens mais recomendadas é a manipulacdo de apenas uma
variavel (no caso, o fotoperiodo) enquanto as outras variaveis sdo mantidas constantes em
condicdes de laboratorio. Apesar do nosso organismo modelo ndo estar exposto de forma
continua ao ciclo claro/escuro na natureza e do ambiente subterraneo possuir particularidades
como o “tamponamento” das oscilagdes térmicas e de umidade, essa distingdo ainda ¢ valida.

1.3. Local do estudo

O estudo foi realizado no préprio habitat de Ctenomys aff. knighti, nas proximidades
do CRILAR (Centro Regional de Investigaciones Cientificas y Transferencia Tecnholdgica) em
La Rioja, Argentina (28°48'S; 66°56'0; altitude: 1,350 m). Durante o Solsticio de verdo, a
duracdo da fotofase calculada para a regido € de aproximadamente 14 horas e 2 minutos, sendo
3 horas e 47 minutos mais longa que a fotofase durante o Solsticio de inverno (10 horas e 15
minutos de luz do sol) (www.timeanddate.com), ambos valores considerando apenas a duragao
do dia solar, sem os respectivos creplsculos.

JF AN
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Figura 7. Mapa mostrando a localizacdo aproximada de Anillaco, onde se localiza o biotério e onde se
realizam as capturas. Podemos notar sua posi¢do em relago aos tropicos (28°48'S; 66°56'0; altitude: 1,350 m)
e a proximidade da Cordilheira do Andes. (Maphill <http://www.maphill.com/argentina/la-rioja/castro-
barros/anillaco/>)
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HIPOTESES E OBJETIVOS GERAIS

Temos, como principais hipdteses:
I. Os tuco-tucos, apesar de serem roedores subterraneos, apresentam capacidade de medicao
fotoperiddica, a ciclos diarios de diferentes fotoperiodos, da mesma forma como outros
roedores epigeos.
I1. Os pos-efeitos dos animais submetidos a diferentes fotoperiodos irdo reter informacdes da
sincronizagdo anterior, aumentando a nos fotoperiodos de fotofase curta, com diminuicao em
fotofase longa; em t espera-se um aumento ou diminuicdo progressiva quanto mais extremo
for o fotoperiodo experimental.
I11. Tuco-tucos expostos previamente a fotoperiodos de dias curtos (capturados no inverno) e
de dias longos (capturados no verdo) apresentam diferentes padrdes de sincronizacéo para o
mesmo fotoperiodo artificial.

Para testar essas hipoteses, temos como objetivos gerais:

I. Verificar a diferenca nos padrées de sincronizacéo da atividade em roda entre animais
expostos a diferentes fotoperiodos artificiais de fotofase longa (extrapolando a tendéncia
do verdo) e de fotofase curta (extrapolando a tendéncia do inverno).

Para tal, observamos o padrdo de sincronizacgdo a ciclos claro/escuro diarios completos
artificiais, dos quais manipulamos sistematicamente os fotoperiodos. Foram testados 0s
fotoperiodos artificiais CE 21:3, CE 18:6, CE 15:9, CE 9:15, CE 6:18 e CE 3:21. Apesar da
acentuada diferenca entre fotofase e escotofase, todos os regimes possuem o mesmo periodo
(24h). Ao usar uma ampla de faixa de fotoperiodos artificiais também temos a intencdo de
testar os limites da sincronizacdo a fotoperiodos extremos de dias curtos e longos. A
temperatura foi mantida constante (24 °C £ 2) no laborat6rio em todas as condic¢des, com a
finalidade de isolar o componente fdtico de uma possivel resposta a temperatura.

II. Avaliar as mudangas em a e T em cada grupo experimental durante os pés-efeitos

Os primeiros dias apds o inicio da condicdo de escuro constante irdo reter informacdes
da sincronizacao anterior por conta dos pos-efeitos, dentre essas informacdes, mediremos a
duracgéo da atividade (desta vez sem nenhum risco de sofrer mascaramento negativo da luz,
uma vez que a condicdo serd de escuro). A inclinacdo do angulo de fase de arrastamento
permitir avaliar as mudangas em t.

I11. Comparar os efeitos de cada fotoperiodo artificial em animais expostos previamente
a dias curtos (capturados no inverno) e animais expostos previamente a dias longos
(capturados no veréo).

Assim como observado nos pés-efeitos de animais capturados em estacdes diferentes,
o fotoperiodo promove mudancas de longo prazo na estrutura interna do oscilador circadiano.

14



Sendo assim, assumimos que o fotoperiodo natural de origem possa influenciar no

processamento da informacdo fotoperiodica artificial.
Os parametros ritmicos avaliados sdo: horario de inicio da atividade (“onset”), nUmero de

transientes e periodo (t) do ritmo de atividade.
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CONCLUSOES GERAIS

Voltando aos nossos objetivos gerais e hipdteses, expostos antes das se¢des de artigos,
concluimos que os tuco-tucos, em laboratério com alimentagdo ad libitum e temperatura
controlada, apresentam diferentes padrdes gerais de sincronizacdo quando expostos a
fotoperiodos experimentais artificiais. Essas diferencas se assemelham com a tendéncia
observada em o de animais capturados no verdo e no inverno (Figura 6) e com o angulo de fase
de arrastamento observado por Elliott (1976) em hamsters.

No estagio de escuro constante do protocolo, verificamos os padrdes dos pds-efeitos, e
assim como observado por Tackenberg et al. (2020), também verificamos tendéncias gerais na
duracdo da atividade associadas aos diferentes fotoperiodos, mas ndo encontramos mudancas
pronunciadas que poderiam ser explicadas pelos fotoperiodos experimentais nos periodos em
livre-curso (7).

A divisdo entre animais expostos previamente a fotoperiodos naturais de verdo e de
inverno, os chamados subgrupos afim (“matching”) e oposto (“mismatching”), apresentou
diferencas nos padrdes de arrastamento apenas em relacdo aos nimero de transientes. Os
transientes eram mais longos nos animais advindos de fotoperiodos opostos (mismatching)
submetidos a fotoperiodos artificiais. Diferentemente do nossas hipoteses, a distin¢do entre
esses subgrupos néo se mostrou explicativa para diferencas no angulo de fase de arrastamento
(mostrando-se significativa apenas no grupo CE 6:18) e nem nos p6s-efeitos nos periodos (que
ndo teve diferenca nem dentre os grupos de fotoperiodos experimentais).

Verificamos também que em fotoperiodos com fotofases muito longas, ou muito curtas,
h& um aumento na variabilidade interindividual do angulo de fase do arrastamento, expresso
no aumento nos desvios das médias observadas para as variaveis quantificadas. O caso se torna
ainda mais evidente em fotofases muito longas, em especial CE 21:3, onde o mascaramento foi
bastante evidente durante o primeiro estadgio experimental (fotoperiodos experimentais), e
foram mais proeminentes 0s casos de animais cujos ritmos ndo sofreram arrastamento ou que
estavam com o ritmo sob coordenagé&o relativa.

Vimos que, apesar de ndo haver diferencas entre os subgrupos “matching” e
“mismatching” numa magnitude tdo grande quanto esperavamos, existem diferencas em certos
parametros ritmicos e talvez esse efeito seja mais pronunciado entre populagdes com menos

variabilidade interna (diferentes idades, massas corporeas, sexos). Por esse motivo, sugerimos
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atencdo ao fotoperiodo vigente em experimentos nos quais grupos animais sao submetidos a

diversos fotoperiodos artificiais simultaneamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Quando conduzimos estudos em laborat6rio com animais selvagens, que dependem de
capturas e da disponibilidade natural em campo, ndo conseguimos padronizar algumas das
possiveis fontes de variacdo nos padrdes ritmicos (por exemplo, idade, massa corporea,
linhagem genética, historia de vida etc.). Ao desenhar nosso protocolo, cientes desta limitacao,
tentamos manter ao méximo o equilibrio dessas possiveis fontes de variagdo dentro dos grupos
experimentais, suavizando assim qualquer efeito direcionado que alguma particularidade
individual poderia causar nas analises, dado que o montante de nosso n experimental ndo é tao
expressivo quanto os dos estudos em camundongos e animais reproduzidos em cativeiro com
facilidade. Por conta desta mesma inconsisténcia inerente das capturas em campo, reafirmamos
que vérios dos animais foram reutilizados em experimentos nas temporadas seguintes (como
pode ser observado no nimero de identificacdo nos actogramas).

Os resultados obtidos nos pos-efeitos de animais capturados no verao e no inverno nos
guiaram a fazer divisdo em subgrupos “afim” e “oposto”, e muitas de nossas analises. Temos
a perspectiva de reanalisar esses dados levando outras particularidades como critério na criacao
de subgrupos contidos dentro dos grupos com fotoperiodos experimentais diferentes.
Atualmente, o Laboratdrio de Cronobiologia Binacional Argentina-Brasil estd empenhado em
um esforgo conjunto para compilar, em nossa base de dados, os registros de quase 350 animais
que passaram pelo laboratério e mais algumas dezenas de dados de vida livre. A sistematizacéo
dos animais possibilitara metanalises mais robustas integrando dados de diferentes anos e
agrupando animais por suas particularidades individuais.

Dentre 0s possiveis subgrupos que poderiamos delimitar, analisamos as diferencas entre
animais recém capturados e 0s ja mantidos em cativeiro. Essa rapida analise esta contida na
secdo de suplementos (secdo S3) desta dissertacdo, e ndo apresentou diferencas significativas
entre 0S grupos.

Procurando manter a transparéncia e a ética no uso de animais, esclarecemos que 0
protocolo foi realizado em 59 animais, totalizando 74 registros (totais ou parciais), e que foram
realizadas 29 capturas novas voltadas a este projeto.

Nosso protocolo utilizou fotoperiodos completos ao invés de fotoperiodos “esqueleto”,
nos quais diferentes fotoperiodos sdo representados por ciclos com dois pulsos diarios de luz,
variando o intervalo de tempo entre os dois pulsos (Spoelstra et al., 2014). Essa distinc¢do influi,

a principio, na maior ocorréncia de eventos de mascaramento durante a fase de claro, mas ¢ a
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que acreditamos ser adequada em um primeiro estudo sistematico envolvendo fotoperiodos
artificiais em tuco-tucos, uma vez que ndo tinhamos perspectivas da magnitude das respostas,
ou até mesmo em sua ocorréncia. Uma vez com essas respostas ja observadas e documentadas,
protocolos derivados com o uso de fotoperiodos esqueletos podem inclusive verificar as
diferencas entre o arrastamento a fotoperiodos completos e fotoperiodos esqueleto, uma vez
que, assim como muitos dos modelos bioldgicos, as visdes geralmente sdo complementares, e
ndo excludentes.

Dados do estado reprodutivo (massa testicular) de machos, que morreram durante ou
logo pouco dias apds a exposicdo aos fotoperiodos experimentais, foram coletados e integraréo

parte de um estudo sistematico focado em ritmos reprodutivos anuais de tuco-tucos.
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