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RESUMO

Relevancia: O crescente avango na diversidade tecnoldgica apresenta consequéncias que nem
sempre constituem vantagens a nossa condicdo. A descoberta e as melhorias relacionadas a
luz elétrica transformaram o estilo de vida humano e a disseminacéo global foi inevitavel. As
mudancgas foram tdo expressivas que, atualmente, estamos cercados por um ambiente de
poluicdo luminosa generalizada. Diante das consequéncias do excesso de luz artificial, é
necessario que busquemos outras opcOes para a luz elétrica disponivel, pois apesar de a luz
ser extremamente importante para a nossa fisiologia normal, especialmente para os ritmos
bioldgicos, a exposicdo desnecessaria e inadequada a luz artificial podem afetar a salde
humana de diversas formas. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da
exposicdo precoce a diferentes sistemas de iluminacdo e fotoperiodo no comportamento de
roedores durante as fases iniciais do desenvolvimento. Métodos: Considerando os modelos
classicos para estudo dos ritmos com exposi¢cdo a condicdes constantes e variacdes naturais e
sazonais de iluminacdo, ratos Wistar machos foram divididos em quatro diferentes grupos.
Luz constante (LL); escuro constante (DD); luz circadiana acesa durante o fotoperiodo do
ciclo claro/escuro 16:8h (CL); e luz padréo acesa durante o fotoperiodo do ciclo claro/escuro
16:8h (SL). A partir do dia do desmame, dados durante atividade e repouso foram coletados
continuamente. Parametros para avaliagdo do comportamento de atividade/repouso foram
obtidos através de andlises de séries temporais. Resultados: Os animais dos grupos LL e DD
apresentaram padrdo tipico free-running no ritmo de atividade/repouso, reproduzindo
perfeitamente achados classicos no campo da cronobiologia. Um pico de atividade foi
detectado no grupo SL logo apds o inicio da fase clara, o que ndo ocorreu no grupo CL. Isto
indica que a mudanca gradual na temperatura de cor da iluminacdo utilizada foi percebida
pelos animais e isso influenciou o comportamento de atividade animal. As acrofases dos
animais CL ocorreram antes em compara¢do com as dos animais SL, indicando a habilidade
de predicdo do inicio da fase de atividade (escuro) em funcdo da variagdo da luz. Os animais
dos grupos DD, CL e SL exibiram o espectro de poder para os harménicos do ritmo de
atividade/repouso com o primeiro harménico, o circadiano, sendo o mais forte durante
praticamente todos os dias de registro. Por outro lado, os animais do grupo LL apresentaram
uma evolugdo do harmdnico mais forte sendo o ultradiano até o ponto onde o primeiro
harmonico circadiano comecou a se tornar o principal, 0 que ocorreu na terceira semana de
avaliacdo. Conclusdes: Nossos resultados sugerem que a luz circadiana é uma opgdo em
potencial para minimizar os efeitos da poluicdo luminosa. De acordo com a nossa hipdtese, a
tentativa de simular as variacGes naturais de luz através da alteracdo gradual na temperatura
de cor permitiu ao organismo antecipar as variacGes ciclicas do ambiente. Isto foi
demonstrado pelas mudancgas no comportamento de atividade de roedores. Para que o sistema
de iluminacdo aqui proposto possa se tornar padrdo para utilizacdo em biotérios e para que
seja utilizado em estudos clinicos, com o intuito de minimizar os efeitos da exposi¢do
excessiva a iluminacdo artificial em humanos, € necessério aprofundar os conhecimentos
acerca dos efeitos deste sistema sobre o metabolismo, humor e ritmos cerebrais.



ABSTRACT

Relevance: The unrestrained advances in technology have consequences that not always
constitute advantages to our lives. The discovery and improvement of electric light
transformed the life style of humankind and its worldwide dissemination was inevitable. The
changes were so impressive that today, we are surrounded by an environment of general light
pollution. As we are facing global consequences of artificial light in excess, it is necessary to
search for other options of available electric light. Although light is extremely important for
normal physiology, especially for biological rhythms, the unnecessary and inadequate
exposure to artificial light can affect human health in many ways. Objectives: The objective
of this study was to evaluate the impact of early exposure to different lighting systems and
photoperiods on behavior during the initial phases of development in rodents. Methods:
Considering classical models to study rhythms with exposure to constant conditions and the
seasonal and natural variations of lighting, male Wistar rats were divided into four different
groups as follows. Constant light (LL); constant dark (DD); circadian light on during
photoperiod of light / dark cycle 16: 8h (CL); and standard light on during photoperiod of
light / dark cycle 16: 8h (SL). Data during activity and at rest were collected continuously
from the day of weaning. Parameters for behavioral evaluation of the rest/activity rhythm
during development were obtained through the time series analysis. Results: The animals of
the LL and DD groups presented a typical free-running rest/activity rhythm, perfectly
reproducing the classic findings in the chronobiology field. A peak of activity was detected in
the SL group shortly after the beginning of the light phase, but not in the CL group. This
indicates that the gradual change in the color temperature of the applied illumination was
perceived by the animals and it influences in the animal activity behavior. The acrophases of
CL animals occurred earlier when compared to SL animals, indicating the ability of the
animals to predict the onset of the (dark) activity phase due to the light variation. The animals
from DD, CL and SL groups presented the power spectrum for harmonics for rhythm of
rest/activity with the first harmonic, the circadian, the strongest during practically all
recording days. On the other hand, the animals from LL group presented an evolution of the
stronger ultradian harmonics up to the point when the first circadian harmonic started to
become the main one, at the third week of evaluation. Conclusions: Our results suggest that
the circadian light is a potential option to minimize the effects of light pollution. According to
our hypotheses, the attempt to simulate the natural variations of light through the gradual
alterations of color temperature, allowed the organism to anticipate cyclical variations of the
environment. This was demonstrated by changes in the behavior activity of rodents. For a
future use of the proposed lighting system as standard in animal facilities and in clinical
studies, pursuing to minimize the effects of excessive exposure to artificial lighting in
humans, it is imperative to understand deeply the effects of this system on metabolism, mood
behavior and on the rhythms of the brain.
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1. INTRODUCAO

Ser humano, em uma era tecnologica, implica frequente adaptacdo as inovacdes que
surgem a cada dia, mesmo que estas ndo sejam de fato necessarias ou que ndo possuam seus
possiveis “efeitos colaterais” previstos. A descoberta da ldmpada incandescente, que ocorreu
h& um pouco mais de um século, revolucionou a vida do homem e de todos 0s outros seres
vivos que coabitam a Terra (1). No entanto, ndo apenas vantagens podem ser destacadas a
partir do advento da luz elétrica, j& que o fendmeno de polui¢do luminosa é uma realidade (2).
Em sua maioria, as luzes artificiais apresentam intensidade e frequéncia bem distintas da luz
do Sol, o que, do ponto de vista fisiologico, é importante ser levado em consideragéo (3).

Toda forma de vida que se desenvolveu precisou se adaptar as variacdes de claro-
escuro e por isso diz-se que houve uma necessidade evolutiva de ritmicidade. Em mamiferos,
0 sistema temporizador circadiano é responsavel pela génese e manutencdo dos ritmos, tendo
0 ndcleo supraquiasmatico (NSQ) como marca-passo central capaz de sincronizar 0S nossos
ritmos enddgenos aos do meio ambiente (4). A luz é a principal pista externa capaz de
encarrilhar 0s nossos ritmos pois, na retina, possuimos células especializadas em detectar luz,
bem como suas caracteristicas de espectro e intensidade e, através do trato retino hipotalamico
(TRH), essa mensagem chega ao NSQ. Com efeito, a luz é responsavel por modular diversas

funcBes no nosso organismo, dentre elas o ritmo de atividade/repouso (5).

Considerando a importancia da luz para regulacdo dos nossos ritmos e as evidéncias
mostrando os efeitos negativos da exposicao indiscriminada a luz artificial para a sadude (6,7),
se faz necessario aprofundar os conhecimentos acerca dos efeitos de diferentes sistemas de

exposicao a luz artificial.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O ser humano, suas tecnologias e a luz elétrica

Desde o surgimento da espécie Homo sapiens, as invencdes e tecnologias, ainda que
primérias, tinham o simples de papel de satisfazer determinada necessidade, mas sem a
relacdo de total dependéncia observada nos dias atuais. Atualmente, ela ndo se restringe a uma
satisfagdo pessoal por ter a tecnologia & disposi¢cdo, mas uma dependéncia que abrange

relagbes muito mais complexas na medida em que ndo é possivel imaginar o ser humano, as
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sociedades e a Terra sem as tecnologias existentes. Segundo Harari (8), estamos vivendo uma
era em que o significado do que é ser humano incorpora o conceito de complexidade e
mudancas tecnoldgicas. Desta forma, Braden Allenby e Daniel Sarewitz propuseram uma
classificacdo em trés niveis dos possiveis efeitos da tecnologia e suas interacdes (9). O
primeiro nivel compreende a realidade da efetividade imediata da tecnologia usada por
aqueles que anseiam por alcancar algo, e.g. um avido que carrega uma pessoa de forma
bastante segura de um lugar para outro. A rede de transporte aéreo, que é um sistema socio-
tecnoldgico complexo, muito menos previsivel e mais complicado que o proprio avido, ocupa
o nivel dois de tecnologia. Por fim, o nivel trés engloba os sistemas de tecnologia que com

suas interagdes séo tidos como transformative Earth systems.

Diante desta classificacdo e do vislumbre da crescente insercdo da tecnologia nas
nossas vidas, pode-se perceber que a grande questao € a constante problematizacéo das nossas
condicdes, que culmina em uma intensa busca por novas solu¢cdes. Como se houvesse um
compromisso cultural para tornar o mundo melhor, criamos imensas quantidades de
tecnologias que acabam produzindo interacdes dificeis de prever e controlar (9). O avanco
desenfreado das mais diversas tecnologias traz consigo consequéncias que ndo representam
somente vantagens a nossa condicdo, e que podem se transformar em outros “problemas”, que
vao necessitar outras “solu¢des”. Com o intuito de tornar os desafios relacionados as
tecnologias menos imprevisiveis, é essencial que comecemos a pensar em uma rede de
opcoes, tanto tecnoldgicas como sociais, que possam estar disponiveis no caso das tecnologias
existentes comecarem a produzir efeitos indesejados. A partir da classificacdo destes dois
autores, podemos refletir sobre o impacto de uma das principais descobertas do homem - a luz
elétrica- bem como das demais tecnologias relacionadas a ela na vida dos seres que habitam a
Terra.

A Tabela 1 esboca trés niveis de tecnologia, definidos por Allenby e Sarewitz,

aplicados a luz elétrica.



Tabela 1 - Os trés niveis de tecnologia de Allenby e Sarewitz aplicados a luz elétrica.

Metas e Efeitos

Implicacdes para Acao

Nivel | lluminacdo de casas e vias Poder aquisitivo tanto do Estado
publicas; para instalacdo das redes quanto
dos usuarios para pagar por seus

consumos;

Nivel Il Possibilidade de trabalhar em  Pressdo econOmica para o0
ambientes até entdo escuros e  trabalho noturno e investimento
promover melhoria na seguranga  do Estado em seguranca publica;
publica;

Nivel 111 Autonomia para escolha de A cultura do “tempo ¢é dinheiro”

quando é dia e quando é noite,
sem limites para quando produzir
(trabalho  noturno),  poluicéo
luminosa tendo impacto tanto na
salde do ser humano quanto de

e “o que vocé faz de meia-noite
as 6h”, somado ao custo da
energia jA se encarregam de
assegurar que ndo haja
empecilhos;

outros seres vivos, modificando o
ecossistema;

A tentativa de o homem eliminar o escuro vem desde a utilizacdo do fogo, passando
pelos lampides abastecidos com 6leo de baleia. A descoberta da luz elétrica € muito recente
na histdria da civilizacdo, mas ja é quase impossivel imaginar a vida sem ela. Historicamente,
depois da recém-descoberta eletricidade, a primeira tentativa de utiliza-la para iluminagédo
artificial foi feita por Sir Humphrey Davy em 1801 ao observar que um condutor energizado
produzia incandescéncia. Mais tarde, Davy desenvolveu a primeira lampada de arco voltaico.
Trinta anos depois, William Staite melhorou o design da Davy e, usando o gerador elétrico
inventado por Michael Faraday, tornou a lampada mais eficiente e confidvel. Em 1841,
Frederick de Moleyns registrou a primeira patente para uma lampada incandescente e quatro
décadas depois, Joseph Swan demonstrou a primeira lampada incandescente pratica no UK.
Embora Thomas Alva Edison ndo tenha inventado a lampada incandescente per se, era um
6timo homem de negdcios e, adquirindo a patente da ldmpada incandescente, ele melhorou
muito seu design, tornou-a mais eficiente, confiavel e acessivel e, neste mesmo ano (1879),
fez sua primeira demonstracdo publica onde prometeu: “We will make electricity so cheap
that only the rich will burn candles” (1).

Apesar do sistema de corrente continua defendido por Edison para distribuicdo de

eletricidade ter sido responsavel por iluminar as casas nos Estados Unidos por alguns anos,
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foram as descobertas de Nikola Tesla introduzindo os sistemas de geradores, transformadores,
motores, fios e luzes a corrente alternada, mais flexiveis e eficientes que construiram o futuro
para a distribuicdo de energia elétrica em larga escala que iluminaria 0 mundo a partir de
meados de 1885 (10).

2.2 Luz artificial e Polui¢do luminosa

Com as melhorias que tornaram a luz elétrica barata e eficiente, a disseminacéo
mundial foi inevitavel e, atualmente, a realidade que nos circunda é a de polui¢cdo luminosa
(2). O mais recente atlas de iluminacdo artificial no céu durante a noite (Figura 1) nos mostra
que mais de 80% do mundo e mais de 99% da populacdo dos Estados Unidos e da Europa
vivem noites mais claras, ou seja, com niveis de polui¢do luminosa acima do normal (11).
Além de as nossas noites serem iluminadas, outro problema relacionado a disponibilidade de
luz artificial é o fato de despendermos grande parte dos nossos dias em ambiente fechados
expostos a elas. Ja é bem sabido que a intensidade da iluminagdo ao ar livre varia de 2000 a
100.000 lux, enquanto a iluminacdo geralmente utilizada em escritérios tem em torn de 500
lux (3). Além disso, a iluminacdo fluorescente apresenta menor quantidade de comprimento
de onda curto (espectro azul) que a luz natural, justamente o componente do espectro
considerado altamente relevante para que os efeitos biolégicos ndo visuais da luz sejam

alcangados (5).

Figura 1 - Mapa mundial do brilho artificial do céu durante a noite. O mapa mostra o brilho do
céu com origem em iluminacéo artificial com relagdo ao brilho natural.
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Stephen Hawking, no livro “O universo numa casca de noz” (12), faz uma prospecc¢éo
sobre o tamanho do problema a ser enfrentado baseado no crescimento do uso da iluminagéo
artificial. Estima-se que se continuarmos no mesmo ritmo de crescimento populacional e de
consumo de eletricidade, no ano de 2600, a populacdo vivera em uma enorme aglomeracéo; e
a eletricidade, principalmente na forma de luz, deixara a Terra com um brilho quase
incandescente, ndo sendo possivel ver as divisbes dos diferentes continentes do espacgo
(Figura 2).

o

9
8
7
6
5
4
3
2

.

T

\, Consumo de energia em bilhdes de toneladas BCU

mundial eslana loda espremda

L

) CONSumo 1 \“xl' ( .' 1a
1 L L L sia a Terva brilbar com un
1900 1920 1940 1960 1980 R

|
vermelpo .:v:.?, scenle

CONSUMO DE ELETRICIDADE NO MUNDO

Figura 2. Evolucéo do consumo de eletricidade no mundo. Esquerda: Consumo de energia
mundial total em bilhGes de toneladas de BCU (BituminousCoal Unit), onde 1 tonelada ~Unidade de
Carvédo Betuminoso = 8,13 MW-hr. Direita: llustracdo da estimativa de como sera a visdo da Terra

em 2600.

Fonte: Adaptado de “O Universo numa Casca de Noz” 2001.

Diante do problema global de excesso de luminosidade artificial, que ndo era
previsivel quando a tecnologia relacionada a luz elétrica atingiu o nivel 111, se faz necessario
gque comecemos a pensar em outras opgdes para a luz elétrica disponivel. Isso pois, como
veremos a seguir, a luz possui extrema importancia para a fisiologia dos organismos que

habitam a Terra, especialmente no que se refere a regulagdo dos ritmos bioldgicos.
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2.3 Necessidade evolutiva dos ritmos e o Sistema Temporizador Circadiano

A ciéncia que estuda os ritmos bioldgicos da-se 0 nome de cronobiologia. Esses ritmos
sdo identificados na imensa maioria dos seres vivos, apresentando duragdes e frequéncias
diferentes dependendo do seu papel na fisiologia de cada ser vivo (13). Primeiramente é
fundamental entender como e por que esses ritmos existem e sua relagdo para a manutengédo

do equilibrio do nosso organismo.

Os sistemas das diversas formas de vida desenvolveram mecanismos para que fosse
possivel identificar as variacdes do ambiente, ou seja, um reldgio biolégico, e por isso, diz-se
gue houve uma necessidade evolutiva de ritmicidade (14). Todas as formas de vida que se
desenvolveram na Terra precisaram adaptar-se as variacbes do ambiente que existem em
funcdo dos movimentos de rotacédo e translacdo do nosso planeta (15). Desta forma, prever as
mudancas de claro/escuro, as variagfes de temperatura, os periodos de grande aridez bem
como de chuvas torrenciais foram de extrema importancia para a sobrevivéncia dos seres.
Dispor deste relogio bioldgico permite ao organismo antecipar-se a determinados
acontecimentos ciclicos e, desta forma, estar preparado para explorar determinadas situaces
ambientais desde o primeiro momento em que se manifestarem. Assim, se 0 organismo
funciona de forma paralela ao ambiente, ele é capaz de sincronizar processos fisioldgicos e

comportamentais, a fim de otimizar a homeostase energética e aumentar a sobrevivéncia (13).

Um dos primeiros estudos desta area de cronobiologia € datado de 1729, quando o
astrdbnomo francés Jean Jacques d'Ortous de Mairan observou o abrir e fechar das folhas da
planta Mimosa e publicou o primeiro experimento no qual se demonstra a existéncia de ritmos
circadianos em plantas. Durante o dia as folhas permaneciam abertas e durante a noite se
fechavam, porém quando esta foi colocada em um ambiente escuro e sem contato com as
variacdes de luz do ambiente, a planta continuava abrindo e fechando as folhas de maneira
ritmica, conforme os dias e as noites (16). Ainda ndo se sabia qual estrutura era responsavel
por regular esse comportamento, mas conforme os estudos na &rea da cronobiologia
avancaram, uma natureza altamente conservada no que se refere ao relégio através de
diversos organismos, incluindo cianobactérias, fungos, plantas, Drosophilas e mamiferos foi

sendo descoberta (17).

Os ritmos biologicos podem ser classificados de acordo com sua frequéncia em trés

grandes grupos: ritmos circadianos, ultradianos e infradianos. O termo circadiano foi aplicado
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pela primeira vez por Franz Halberg em 1959, e de acordo com o seu significado os ritmos
circadianos tém periodos de cerca de um dia, mais precisamente entre 20 e 28 horas (4). Os
ritmos cujos periodos duram menos de 20 horas séo ditos ultradianos e os que duram mais de

28 horas sao chamados infradianos.

Na Tabela 2 encontramos alguns exemplos de ritmos bioldgicos verificados em seres

humanos e suas respectivas classificagoes (13,18).

Tabela 2 - Classificacdo dos ritmos biol6gicos de acordo com suas frequéncias.

Ritmo Periodo Exemplos
Temperatura corporal
Circadiano 1 CICLO POR DIA Niveis de cortisol
~24h (entre 20 e 28 horas) Niveis de melatonina

Ciclo sono-vigilia

Respiracéo
Batimentos cardiacos
Secrecdo LH

MAIS DE 1 CICLO POR DIA
Menos de 20 horas

Ultradiano

. MENOS DE 1 CICLO POR DIA .
Infradiano - Ciclo menstrual
Mais de 28 horas

LH - Hormonio luteinizante

Considerando que os seres vivos desenvolveram ritmos para sua adaptacdo e
sobrevivéncia, 0s estudos que se seguiram a descobertas como a de Mairan buscaram
descobrir como esses ritmos eram gerados. Nesse contexto, descobriu-se que o sistema
temporizador circadiano, definido como uma rede de estruturas interligadas tem como
finalidade coordenar os sistemas regulatorios hipotalamicos impondo uma organizagdo
temporal de processos fisioldgicos e estados comportamentais para promover adaptacdo
ambiental. Desta forma, o sistema consiste em inputs que transmitem informacdo ao marca-
passo circadiano, o proprio marca-passo € 0 mecanismo que permite expressdo dos outputs
ritmicos (4,19).

As evidéncias obtidas até hoje mostram que, em mamiferos, a figura central desse
sistema ou marca-passo circadiano é o NSQ localizado no hipotalamo (20). O papel dessa
estrutura na génese dos ritmos foi descoberto em 1972, simultaneamente, por dois
laboratdrios de pesquisa dos Estados Unidos, coordenados pelos pesquisadores Robert Y.
Moore e Irving Zucker (21). Nos artigos publicados por ambos naquele ano, roedores foram
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submetidos a lesdes hipotalamicas, restritas aos NSQs, e alteragcbes em ritmos de atividade
motora, de consumo de agua (22) e de corticosterona (23) foram detectadas.

O que denominamos NSQ na verdade sdo dois nucleos simétricos, com formato oval,
situados na parte inferior do hipotdlamo, ao lado das paredes inferiores do terceiro ventriculo
e dorsalmente ao quiasma éptico. A denominacdo que por vezes trata esses nucleos como se
fossem uma Unica estrutura se d4 em razdo de estarem interconectados através de muitos
circuitos locais e funcionalmente atuarem como um s6. De acordo com critérios anatémicos e
neuroquimicos, é possivel diferenciar duas zonas dentro de cada NSQ: a subdivisdo situada
acima do quiasma optico e predominantemente preenchida por neurénios imunorreativos a
polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo liberador de gastrina (GRP) sdo designados
como "core" e a subdivisdo que esta acima dela contendo neurdnios imunorreativos a arginina
vasopressina (AVP) é designada como "shell”. Apesar de essa divisdo ser comum tanto para o
NSQ de seres humanos quanto para o de roedores, nos humanos a formacéo € mais difusa e é
proporcionalmente muito menor (4). O conjunto das vias aferentes e eferentes que compGe 0

sistema temporizador circadiano estéo descritos na Figura 3.

Input NSQ Output

I ipotalamo—

Cortex limbico

|
Prosencéfalo basal ' _—
I > | Hipotalamo— NHP
ipotalamo | —> ]
Prosencéfalo basal — NST
Tronco cerebral Talamo ventral — zona incerta

Nucleos linha média do talamo — NTP

Nucleos da linha média

do taiamo Nucleos linha média do talamo — NPT, RE
I
Core Core ] Hipotalamo— NPSQ, ASPVL, ATV
/ e oo s AU 1 Prosencéfalo basal - NSL
Input visual
Retina,

Folheto intergeniculado,
Area pretectal

Figura 3. Diagrama mostrando as principais conexdes das subdivisdes do NSQ. NST, nlcleo da
estria terminal; NHD, ndcleo hipotalamico dorsomedial; NSL, ndcleo septal lateral; APO, area pré
Optica; NPT, parataenial nucleus; NPSQ, nucleo perisupraquiasmatico; NHP, nucleo hipotalamico
paraventricular; NTP, ndcleo paraventricular do talamo; RE, nucleo reuniens; ASPVL, area
subparaventricular lateral; ASPVM, area subparaventricular medial; ATV, &rea tegmental ventral; ZI,
zona incerta.

Fonte: Adaptado de Moore 2013.
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Com o aprofundamento e avanco das pesquisas, descobriu-se que no cerne do sistema
temporizador estd um mecanismo molecular que marca o tempo de forma especifica em
diversos tecidos pelo corpo. No entanto, esses ritmos, ainda que independentes, sdo
sincronizados pelo NSQ, como um regente que organiza os diferentes instrumentos em uma
orquestra, de acordo com o input fético que ele recebe do meio externo. Jeffrey C. Hall,
Michael Rosbash e Michael W. Young foram os ganhadores do Prémio Nobel em Fisiologia
ou Medicina de 2017 justamente pelas descobertas dos mecanismos moleculares que
controlam os ritmos circadianos. Com os dados obtidos por estudos genéticos tanto em
moscas quanto em camundongos, hoje podemos considerar que cada célula possui seu relégio
interno, € 0 mecanismo intracelular que permite que isso ocorra envolve a interacdo de
circuitos de retroalimentacdo transcricionais positivos e negativos (19,24). A maquinaria
inclui os genes do reldgio (do inglés clock genes) Clock, Bmall, Perl, Per2, Cryl e Cry2, que
sdo essenciais para a geracdo de oscilacbes circadianas (Figura 4). A estabilidade das
proteinas do reldgio € regulada de forma que haja o ajuste das oscilagdes ao periodo de 24 h.
Estas oscilagdes moleculares ocorrem tanto em neurénios do NSQ quanto de fora, e em
células periféricas, sendo redefinidas por sincronizadores externos ou internos (25). Aos

sincronizadores ou encarrilhadores externos, damos o0 nome de zeitgebers.

Degradacao

Citoplasma @ ~ @

Degradacao

Nrtcleo

»
@~ e
RRE

Ritmos Biologicos

Figura 4. Modelo molecular simplificado do reldgio circadiano de mamiferos. Alcas de
retroalimentacdo transcricionais-traducionais negativas (-) e positivas (+) marcam a ritmicidade
circadiana. No nucleo do relogio (setas sélidas), os fatores de transcricdo Bmall e Clock formam um
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heterodimero para regular a sua propria transcrigdo e de outros genes do relégio (e.g. familias Per e
Cry) atraves da ligacdo com promotores E-box. Os receptores nucleares Rev-erb-o/B e Ror-a/p,
formam alcgas de retroalimentacdo auxiliares (setas tracejadas) para inibir e ativar a transcricdo e
traducdo de Bmall e Clock respectivamente. Em geral, essas al¢as de retroalimentacdo positivas e
negativas estdo sincronizadas aos ciclos claro-escuro e estdo diretamente envolvidas na regulacdo dos
genes controlados pelo relégio molecular (Ccgs) que geram uma grande variedade de ritmos
bioldgicos circadianos. Caseina cinase 1 épsilon e delta (CK1-&/8) fosforila CRYs e PERs e, por fim,
leva-os a degradacéo.

Fonte: Adaptado de Zubidat e Haim 2017.

2.4 Luz: principal zeitgeber e modulador do ritmo de atividade/repouso

Quando um organismo estd sob condi¢cGes ambientais periddicas, como € o caso de
qualquer organismo na natureza, ele manifesta um ritmo circadiano, tendo o mesmo periodo
do ambiente em funcdo do encarrilhamento produzido por este. Neste caso, 0 ritmo externo
ndo gera ritmo no organismo, mas o conduz (encarrilha) (13). Os elementos externos que o
organismo utiliza como referéncias temporais para encarrilhar os seus ritmos sdo conhecidos
pelo termo alemdo zeitgebers (0 que doa ou marca o tempo) (26). O zeitgeber com melhor
nivel de evidéncia até agora ¢ a luz, na verdade, a alternancia entre claro e escuro. Em funcao
de sua forca de encarrilhamento, a alternancia claro-escuro constitui um zeitgeber universal,
tendo seu papel sido demonstrado na maioria das espécies, inclusive seres humanos (15). Para
uma dica ambiental ter o poder de sincronizar ou encarrilhar ritmos biol6gicos é necessario
existir estruturas anatémicas ou vias fisiologicas que interliguem o ambiente a célula de forma

sustentada, como por exemplo as aferéncias do trato retinohipotalamico (TRH) ao NSQ (4).

Ao contrario do que se possa imaginar em relacdo ao papel da retina, ndo apenas
funcles relacionadas a visdo sdo desempenhadas. Além da capacidade de detectar a luz para a
formacdo das imagens e para rastreio de objetos através de fotorreceptores classicos como
cones e bastonetes, a retina possui células especializadas com capacidade de regular varias
fungdes comportamentais e fisioldgicas independentes da formacao da imagem (5). As células
ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da retina (ipRGCs) parecem responder ao
estimulo luminoso mesmo na auséncia de sinalizacdo proveniente dos fotorreceptores
classicos. No entanto, por serem células ganglionares, ou seja, responsaveis por reunir as
sinalizacGes dos fotorreceptores da retina e convergi-las para o cérebro, as ipRGCs
conseguem detectar luz de forma independente através de melanopsina e também podem
mediar o input de cones e bastonetes (27). Alem de apresentarem projecdes para 0 NSQ, as

IPRGCs possuem aferéncias em areas responsaveis pela regulacéo de ritmos circadianos, sono
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e humor (Figura 5). De forma geral, através delas, a luz é capaz de modular diversos

comportamentos nos mamiferos.
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Figura 5. Circuitos cerebrais e da retina subjacentes aos efeitos da luz nas fungdes visuais néo
dependentes de formacdo de imagem. a | A luz detectada por cones e bastonetes é processada e
sinaliza para as células ganglionares da retina (CGRs) através de células horizontais, amacrinas e
bipolares. As CGRs sdo 0s Unicos outputs neuronais da retina para o cérebro. Um subconjunto das
CGRs (4-5% do namero total de CGRs) sdo CGRs intrinsecamente fotossensiveis (ipRGCs). Existem
pelo menos cinco subtipos de ipRGCs (M1-M5) com diferentes propriedades morfolégicas e
eletrofisiologicas que apresentam padrfes de projecdo difusos por todo o cérebro. b | As IpRGCs
possuem projecGes para inumeras regides cerebrais, incluindo muitas que tém papel nos
comportamentos mediados pela luz, incluindo o encarrilhamento circadiano causado pela luz e o sono.
Além disso, as IpPRGCs também inervam nicleos envolvidos na depressdo e / ou ansiedade, como a
amigdala medial (AM), a habénula lateral (HbL) e a zona subparaventricular (ZSP) (destacadas em
verde), indicando um possivel papel direto da luz no humor. ¢ | Varios dos alvos das ipRGC, incluindo
a ZSP, a area pré-Gtica ventrolateral (POVL), hipotalamo lateral (HL) e HbL, também recebem
inervacdo do nacleo supraquiasmatico (NSQ), aumentando a possibilidade de que, além da funcéo do
marcapasso, 0 NSQ possa também atuam como um condutor para informacgdes de luz. Curiosamente, a
AM e a HbL também sdo relogios periféricos do cérebro (os relégios centrais e periféricos séo
indicados por linhas tracejadas) que recebem inervacdo direta da retina direta. As areas envolvidas na
regulacdo do humor (area tegmental ventral (ATV) e rafe) e cognigdo (o hipocampo (HC)) podem ser
influenciadas pela luz tanto através do NSQ ou em paralelo através da AM e HbL. HA, hipotalamo
anterior; NST, ndcleo da estria terminal; FIG, folheto intergeniculado; LC, locus coeruleus; NGdL,
nacleo geniculado dorso-lateral; NGvL, nucleo geniculado ventro-lateral; NOP, ndcleo olivar pre-
tectal; SCP, substancia cinzenta periaquedutal; NSO, nucleo supra-6tico; CS, coliculo superior.

Fonte: Adaptado de LeGates, Fernandez, e Hattar 2014.
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Dentre os comportamentos ritmicos mais estudados estd o ritmo de atividade/repouso
que fornece dados importantes que podem refletir o estado de saude/doenca dos seres vivos
(28). A forma gréafica mais conhecida e utilizada para representar 0s registros de

atividade/repouso coletados nos estudos € por meio de actogramas (Figura 6).

No caso de pesquisas experimentais com roedores, o registro pode ser feito com base
na locomocdo do animal (sensores na caixa moradia); no consumo de agua (sensores da
garrafa de dgua); ou em varios parametros por meio de telemetria (eletrodos implantados em

diferentes estruturas nos animais).
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Figura 6. Representagdo gréafica da atividade locomotora. Neste actograma, cada linha representa
0s dados de um dia plotados duas vezes (“double-plotted™) para facilitar a visualizagdo dos ritmos de
atividade/repouso. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12:12h. Sombreado cinza
representa o periodo com as luzes apagadas.

Adaptado de Ben-Hamo et al. 2016 (29).
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Dentre os fatores descritos como responsaveis por afetar a ritmicidade circadiana de
atividade locomotora e temperatura corporal, o estresse ocupa importante posigéo (30,31). Os
estudos com roedores que empregam privacao de sono, atividade fisica forcada, exposicao a
luz durante a noite ou mudancas no periodo de disponibilidade de comida como modelos para
mimetizar trabalho de turno também identificam alteragdes no ritmo de atividade locomotora
dos animais (32). Dentre estas estratégias, as que utilizam luz durante o periodo de atividade
dos roedores noturnos parecem ser mais efetivas em alterar o ritmo de atividade locomotora, o

que € pertinente considerando que a luz é principal zeitgeber dentre os mamiferos.

Os estudos que submetem os animais a condi¢fes constantes de iluminacdo foram
bastante importantes para a compreensao de toda a maquinaria responsavel pela geracdo dos
ritmos bioldgicos. 1sso ocorreu pois, além dos resultados de dosagens hormonais
apresentarem valores alterados, aspectos reprodutivos e também de atividade/repouso foram
diferentes dos identificados em animais em codi¢des de claro e escuro padréo (33-35). Esse
modelo de exposicdo a condi¢cbes ambientais constantes é bastante robusto e nao se restringe
apenas aos estudos de mamiferos, tanto que Rosbash e Hall utilizaram escuro constante para
mostrar as comunicagdes intercelulares essenciais para manutencdo das oscilacOes
moleculares que sdo a base para sustentacdo dos ritmos de atividade locomotora circadiana
em Drosophila (36). Ratos expostos tanto a iluminacdo constantemente ligada quanto
apagada, ndo possuem a pista externa necessaria para encarrilhar seus ritmos com o do
ambiente, considerando que além da auséncia do zeitgeber foético, nenhum outro é
apresentado em seu lugar. Neste caso, diz-se que o animal estd em condicéo de livre curso (do
inglés “free-running”) e que, deste modo, 0 NSQ e seus osciladores de autossustentagdo sdo
responsaveis por manter os ritmos do organismo (37). Quando a pista fotica do ambiente esta
presente, ou seja, quando existe a variacdo em periodos de claro e escuro, 0 actograma é

muito atil para identificacdo de quéo encarrilhado ao zeitgeber fotico esta o animal.

2.5 Luz artificial e repercussao na saude

Neste ponto, podemos perceber o quanto e como a luz artificial influencia a fisiologia e 0
comportamento dos seres vivos. Como o uso irracional da iluminacdo artificial atingiu todos
0s niveis de tecnologia, houve uma ruptura na relagdo entre 0o nosso sistema temporizador

enddgeno e as variagOes claro/escuro do ambiente. Essa ruptura afeta a regulagdo dos ritmos
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circadianos normais, na medida em que é o proprio ser humano, e ndo a luz do sol, que define
quando comeca e quando termina o dia. O que se percebe € uma maior exposi¢do a

iluminacdo artificial durante a noite e uma menor exposicao a luz do sol durante o dia (7).

Como descrito anteriormente, tanto a intensidade quanto a frequéncia desta onda
eletromagnética, que € a luz, sdo bastante diferentes quando provenientes de fontes artificiais
comumente utilizadas ou de fonte solar. A ruptura de ritmos causada pela exposi¢do
inadequada a diferentes fontes de iluminacdo vem sendo associada a diversas condigdes
patologicas. Isto acaba afetando processos bioldgicos importantes que estdo sob controle
circadiano, como ciclo sono/vigilia, secrecdo de certos hormdnios, funcéo celular e expressédo
génica (38). Dentre os efeitos negativos para a salde, podemos citar as associacdes
encontradas com alteragcdes no humor, no metabolismo, no risco para desenvolver cancer e no
sistema imunoldgico (39). Mure et al. publicaram recentemente na revista Science um atlas
transcriptbmico nos principais tecidos neurais e periféricos de primata, mostrando que mais
81% do genes que codificam proteinas apresentam ritmo diario de expressdo, e que genes
ubiquos que participam em funcdo celulares essenciais exibem expressdo ritmica de maneira
especifica conforme o tecido (40). Esses dados nos fazem pensar que talvez muitas outras
doencas, transtornos e sintomas podem ter sim, em sua fisiopatologia, disrup¢do circadiana

relacionada, considerando a expressdo genética ritmica em grande parte dos tecidos do corpo.

Um exemplo bastante difundido de como a mudanca de fotoperiodo pode provocar
uma disrupcao e, consequentemente, afetar a salde é o transtorno afetivo sazonal (SAD), cuja
ocorréncia se da em funcdo das alteracfes na duracdo do dia e da noite conforme as estacbes
do ano. Essa relacdo entre o SAD e o declinio do fotoperiodo foi atribuida a prevaléncia
conforme a latitude de ocorréncia dos casos, a regularidade de sua ocorréncia no outono e
inverno com remissao espontanea na primavera e no verdo, e a eficacia da luz como forma de
tratamento (41,42). Ja se demonstrou a influéncia de variagdes de fotoperiodo semelhantes as
sazonais nos ritmos biolégicos de roedores, onde se viu que uma melhor adaptacao dos ritmos
se d& com transicdo de um fotoperiodo mais longo (16h30min de luz e 7h30min de escuro)
para um fotoperiodo mais curto (7h30min de luz e 16h30min de escuro) do que o contrario
(43). Outra condicdo que esta associada a alteracfes no humor € a exposicao a luz durante a
noite pelos trabalhadores de turno, o que 0s torna mais suscetiveis a episodios depressivos
(39). Além disso, a auséncia de janelas possibilitando 0 minimo contato com a luz natural no
local de trabalho demonstrou possuir associagdo com sintomas depressivos (6). Estudos em

modelos animais mostram que a ruptura dos ritmos circadianos através da exposi¢do indevida
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a luz pode afetar o comportamento através de seu impacto na plasticidade neuronal e na
neurotransmissdo, acarretando prejuizos na capacidade de memorizar e aprender e em humor
deprimido (44-46).

A adocdo generalizada da luz elétrica pelo ser humano permitiu aos homens maior
flexibilidade no controle do ambiente, tornando as sociedades mais seguras, mais ricas e mais
produtivas. Infelizmente, o impacto desta tecnologia na biologia circadiana dos organismos
ndo foi algo previsto e muito menos priorizado, e s6 agora os efeitos a salde estdo comegando

a ser estudados e as alternativas para diminui-los discutidas.
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3. JUSTIFICATIVA

O estudo desenvolvido e descrito nesta dissertacdo justifica-se com base nos seguintes
pontos:

* Elucidar papel da iluminacdo de forma geral nos ritmos de atividade-repouso se

aplicada desde o inicio da gestagdo;

» Aprofundar os conhecimentos acerca da evolucdo dos ritmos de atividade-repouso

em animais submetidos a condic¢des constantes de iluminacéo;

* Preocupacao em relagdo a influéncia dos habitos modernos de escassez de luz natural

durante o dia e falta de escuro durante a noite em processos saude-doenca;

 Aprofundar os conhecimentos a respeito da iluminacdo LED com caracteristicas

especiais de temperatura de cor no comportamento de atividade dos animais, por seu

potencial como tecnologia de iluminacdo que possa diminuir os impactos negativos da

iluminagdo utilizada atualmente.
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4. HIPOTESE

A hipdtese deste estudo € que a exposicao a diferentes tipos de fotoperiodo e sistemas de
iluminacdo desde o inicio da gestacdo € capaz de influenciar o comportamento de
roedores, com seus reflexos observados no ritmo de atividade/repouso. De forma mais
especifica, espera-se reproduzir os resultados ja descritos na literatura em relacdo a
condigdes constantes de iluminacdo, além de diferenciar os efeitos de um sistema de
iluminacdo que procura mimetizar as variagdes naturais de luz durante o dia de um

sistema padrdo que ndo apresenta essas variacoes.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto de diferentes sistemas de iluminacdo e duracbes de fotoperiodo

aplicados desde o inicio da gestacéo nos ritmos de atividade/repouso de ratos Wistar.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a evolucdo do ritmo de atividade/repouso entre 0s grupos de estudo através
de actogramas;

e Identificar o periodo principal do ritmo de atividade/repouso de cada grupo com base
no célculo de Sokolove-Bushell;

e Comparar o ritmo de atividade/repouso entre 0s grupos de estudo através dos
parametros: amplitude relativa, soma de atividade diria, intradaily variability (IV),
interdaily stability (IS), média de atividade durante as cinco horas menos ativas (L5), média
de atividade durante as dez horas mais ativas (M10) e acrofase;

e Comparar a forca dos harmbnicos que constituem o ritmo de atividade/repouso entre o0s
grupos de estudo, bem como identificar se existe variagcdo neste pardmetro de acordo com o

tempo;
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Abstract

Light is the primary cue capable of synchronizing our body to the environment, but after the
dissemination of electricity, natural light transitions do not guide us anymore, and this does
not happen without health costs. The “circadian light” emerges as a system that could
diminish the undesirable effect of the artificial light through changes on color temperature to
mimic daily light variations. The objective of this study was to evaluate the impact of prenatal
exposure to different lighting systems, including the “circadian light”, and photoperiod
lengths on the rest-activity rhythms of Wistar rats. Since the beginning of their pregnancy
and throughout the experiment, male rats were exposed to four different type of light groups:
constant light (LL), constant darkness (DD), circadian light 16:8h (CL) and standard light
16:8h (SL). Rest-activity data was collected continuously from postnatal day (PND) 22 to
PND 49. Animals exposed to LL and DD presented a typical free-running pattern of rest-
activity rhythms. A peak of activity was detected in SL group actogram after turning on the
light system, which did not happen to CL group. Acrophases in CL group occurred 45
minutes earlier (p<0.01) than in SL group. Rats under DD, CL and SL conditions showed a
typical spectrum of high power content (PC) in the first circadian harmonic during almost all
days, while LL did not. Our results showed the impact of different light exposure on the
evolution of rest-activity behavior of nocturnal rodents. The reactive peak of activity and the
delayed acrophase in SL demonstrated that animals show a different behavior when exposed
to color temperature variations. The revealed impact of circadian light on activity behavior
could be the starting point for future studies designed to broaden our understanding about
metabolic and other behavioral responses related to it and perhaps implement this technology

to mimic natural daylight variations on experimental research.

Keywords: circadian light, biological rhythm, artificial light, LED
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Introduction

Light is the primary cue capable of synchronizing our body to the external
environment (Berson et al., 2002). Most living beings have adapted their physiology and
metabolism to the day and night transitions to optimize energy expenditure and protection
against predators. Mammals are affected by changes in photoperiod and are capable of
detecting light spectra notwithstanding it happens unconsciously. Light detection is restricted
to the retina, where we have not only image-forming photoreceptors, called rods and cones,
but also non-image-forming photoreceptors called ipRGCs. In contrast to rods and cones,
IPRGCs are activated in response to the light presence and the circadian photoentrainment
relies on its functioning (Schmidt et al., 2011). With concern to light spectrum, ipRGCs are
most sensitive to wavelengths of light that are in the blue region which explains the fact that
the production of melatonin is efficiently inhibited under blue light (Brainard et al., 2015;
LeGates et al., 2014). Using primarily light information sent directly from the retina, the
suprachiasmatic nucleus, also known as the central pacemaker, is responsible for the
generation of circadian rhythms (Moore et al., 2002). In constant conditions, with the absence
of light/ and dark cycle inputs, the endogenous clock becomes out of phase with the external
environment. Therefore, light information is essential to biological timekeeping (Aschoff,

1979).

After the recent invention and dissemination of electricity, humans do not organize
their routines based on light transitions anymore and can choose when night begins and ends
depending on turning on or off the lights (Bedrosian and Nelson, 2013). Despite all benefits
that electric energy has brought to humans’ society, the effects of the excess of artificial light
are still being studied and measured (Miinch et al., 2016). Working either indoors during the
day or at night shifts we are no longer exposed to natural sunlight. These factors together with

the use of electronic devices during the night contribute to the light pollution phenomenon
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(Chepesiuk, 2009). The absence of windows at the workspace was shown to have an
association with physiological changes, sleep disorders and depressive symptoms (Harb et al.,
2015). Shift work that involves circadian disruption and which is mostly characterized by
exposure to light-at-night (LAN) was classified as probably carcinogenic to humans by the
International Agency for Research on Cancer (Wang et al., 2011). These data reinforce not
only the importance of the exposure to natural light during the day but also to the dark during

the night.

Recent data with animal models have shown the impact of light on physiology,
metabolism and behavior (Dauchy et al., 2016; Plano et al., 2017). It is already known that
light exposure is essential for the development of the circadian system, though the role of
quantity versus quality of light in this process is still not fully understood (Cambras et al.,
2015). Considering that our body and physiology harmoniously adapted to the daily desired
variations of light and dark, a “circadian light” was proposed by Quiles and colleagues as an
artificial light system that could diminish the undesirable impact of the artificial light on
health. It was shown that animals born and raised under circadian light presented a lower
amount of visceral fat in comparison to animals exposed to regular light (in press). On the
other hand, the nature and velocity of light transitions have been proved to have a strong
effect on the entrainment capacity of light, affecting the range of entrainment and the degree

of presence of circadian behavior on the rhythms of motor activity (Boulos et al. 2002).

Considering the function of light as an entraining agent of circadian rhythms and
consequently its importance to temporal physiology organization, the aim of this study was to
evaluate the impact of prenatal exposure to different types of lighting systems and

photoperiod lengths on the rest-activity rhythms of Wistar rats.



34

Methods

Study design

After one week of mating, female Wistar rats obtained from the Animal
Experimentation Unit (UEA) of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) were
allocated in a photoperiod station under the same controlled temperature (22 £ 2 °C),
humidity and noise exposure but at different photoperiods and light systems. The day of
delivery, which occurred at about 21 days after mating, was designated postnatal day 0 (PND
0). Mothers and puppies remained at these conditions during all pregnancy until PND 21
when litters were weaned and experiments performed only on males pups (n=32). Since
weaning day and throughout the experiment animals were individually housed with food and
water ad libitum in transparent acrylic home-cages (Panlab Harvard Apparatus; 25 x 15 x
25cm) and remained under the same light conditions from pregnancy until the end of the
study while activity/rest rhythm was being recorded continuously. All experimental
procedures performed in this project were approved by the Institutional Research Ethics
Committee on Animal Experimentation of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (16-0044 -

CEUA/HCPA).

Intervention

Since the beginning of pregnancy, animals were exposed to four different light groups:
1) Constant Light (LL), LED light with a constant color temperature of 4000K and giving a
luminous flux (illuminance) between 200 and 450 lux at cage level, depending on its position
in the photoperiod station; 2) Constant Darkness (DD), lights was turn off during all period of
the experiment; 3) Circadian Light (CL), LED luminaires developed to simulate daily natural
light changes giving a luminous flux illuminance between 150 and 400 lux at cage level, and

4) Standard Light (SL), LED light like in the LL group. CL and SL light regimens are
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according to protocols already established by our research group and were maintained under
an LD cycle with 16 h of light and 8 h of darkness per day (LD16:8) (Quiles et al., 2016) with
light on at 5:00 pm. CL color temperature changed from 2700K to 6500K along the first 6
hours of the light phase and gradually returned to 2700K along the remaining 10 hours. Both
lamps designed and provided by Luxion Iluminagdo™ (Caxias do Sul, Brazil) with 1500

lumens and 10W. Experimental groups and their characteristics are detailed in Figure 1.

>> Figure 1 could be placed about here <<

Rhythm characterization

Individual acrylic home cages (20 x 23 x 23 cm) were equipped with actigraphs
(ADNplin, ©Antoni Diez-Noguera, Barcelona, CA, Spain), a device containing two infrared
beams that detected motor activity continuously and recorded the number of movements
every 10 minutes in a computer system. Rest-activity data was collected from PND 22 to
PND 49 except for one animal from DD and three animals from CL group (PND 30 -PND
57; PND 32 —PND 59; PND 31 —PND 58; PND 31 —PND 58) as these animals presented
missing data intervals. After visual inspection of all actograms, we decided to include these

animals’ data in the analysis of rhythm due to unalterable patterns according to PND.

Data Analysis

All data analysis was performed using sample size for each experimental group as
indicated in Figure 1. The evaluation of rest-activity rhythm was performed using the
integrated Chronobiology software ElI Temps (©Antoni Diez-Noguera, Barcelona, CA,

Spain). In order to illustrate activity rhythms, double-plotted actograms were created using
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derived series from mean values of each group. Daily total activity was used to calculate the
total activity mean for the 28 consecutive days of each animal. The cosinor analysis was
performed by fitting the data to a sinusoidal curve of a 24-hour rhythm, which provided the
amplitude (the semi-difference between the curve extremes) and the acrophase (the measure
of the time in which the highest value of a variable is more likely to be found). The Waveform
analysis was used for parametric and non-parametric analysis and also to show the mean
waveform, representative of the one-day pattern of activity. Waveforms of groups CL and SL
were calculated at 1440 min. module while for groups LL and DD modules were equal to the
periods from the respective periodogrames. From this analysis it is possible to derive several
rhythmic variables such as those proposed by Van Someren (Van Someren et al. 1999) as: the
intradaily variability (IV), which quantifies the rhythm fragmentation; interdaily stability (1S),
which quantifies the synchronization to the 24-h light-dark cycle; the L5 which is the average
activity during the least active 5-h period; and the M10 which is the average activity during
the most active 10-h period. Sokolove-Bushell periodograms were calculated for each animal
and the analysis with the main periods was performed. Fourier analysis was applied to the
28-day data section which allowed us to compose a description of the harmonic components.
It was obtained the power content (PC) for each of the 15 harmonics expressed as the
percentage of variance (%Var). Individual power spectra were averaged for each group and
represented by a gray scale in graphic matrixes, structured as harmonics (columns) and days
(rows). Besides, the serial PC values corresponding to each harmonic were averaged for the
28-day section. Shapiro-Wilk was used to test variables for normality. Kruskal-Wallis
followed by post hoc pairwise comparisons using Dunn’s test were used to compare rhythmic
parameters among groups. Values of P < 0.05 were considered statistically significant.
Statistical analysis and graphs were performed using SPSS for Windows (version 18; SPSS

Inc., Chicago, IL) and GraphPad Prism version 6.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego,
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CA). Comparisons of acrophases between CL and SL groups were performed through

Watson-Williams Test for circular data.

Results

Rest-activity rhythms of groups are shown in Figure 2. Animals exposed to constant
light and constant darkness presented a typical free-running pattern of rest-activity rhythms
since these groups did not have a circadian synchronization provided by light as the other two
groups. Differently from SL and CL that exhibited periods of 1438 + 2 (median + IQR;
clearly close to 1440 minutes) and 1440 * 2 minutes respectively, LL and DD showed 1515 +
23 and 1473 + 26 minutes periods respectively. In the DD group, the circadian rhythm is
present since the beginning of the record and increases gradually during the next days but in
the LL group animals are arhythmics and the rhythm develops gradually appearing around
PND 35. Interestingly CL and SL actograms showed a bimodal shape where the activity
behavior is closely linked to lighting regimen of 16:8h but a peak of activity is seen in SL
after turning on the light system even though this light cue presupposes the beginning of the
rest period. The meanwave shapes of the DD and LL groups are much more smooth, showing
gradual transitions between activity and rest phases. The smoothest pattern is present in the
LL group. Considering that the only difference between groups is the type of illumination
during lights on and that CL did not present this isolated activity peak, this difference might

rely on light particularities.

>> Figure 2 could be placed about here <<



38

The parameters described here, as components of the rhythmic profile were able to
differentiate LL from other groups in most cases (Figure 3). Relative amplitude was higher in
SL and CL groups in comparison to LL group. However, they are not significantly different
from each other. This result was already expected given the subtle distinction between activity
and rest periods, also evident on LL actogram. As the LL group did not present a robust
pattern of activity, lower M10 and higher L5 values, the curve of activity rhythm was
flattened and consequently the amplitude smaller. Also, SL and CL are both synchronized to a
24-h light—dark cycle which could explains the higher levels of IS in comparison to LL and
DD groups. Groups exhibited similar V. However, DD surprisingly presented the higher and

statistically different value.

>> Figure 3 could be placed about here <

Acrophases are highly heterogeneous in LL and DD groups due to the absence of
external synchronization and individual differences on the free running periods. Each day the
phase of activity suffers an advance and hence acrophases are different daily, because of that
these acrophases are not considered for analysis. On the other side, animals from CL and SL
presented more homogeneous data (Figure 4) and the acrophases of the two groups are
significantly different (CL= 12:16 am, SL= 1:02 pm; p<0.01). Acrophases in CL group

occurred 45 minutes earlier than in SL group.

>> Figure 4 could be placed about here <<
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Power content of harmonics obtained from Fourier analysis are shown according to
each cycle for the 28-day period (Figure 5). Graphic matrixes from rats under DD, CL and SL
conditions showed a typical spectrum with the highest PC in the first circadian harmonic
during almost all days, except for SL where the fourth harmonic has greater PC during first
days. The LL group showed a flattened spectrum lacking a dominant harmonic during the first
two weeks. The presence of the forth harmonic in the CL and SL groups is a consequence of
the bimodal pattern in which the two bouts of activity are separated by 6 hours, which is the
period of the harmonic. Differences among groups within each harmonic showed that first,
third, fourth and fifth harmonics were capable of distinguishing groups (Figure 6). CL and SL
groups presented similar pattern mostly with greater PC values than DD and LL groups,
which indicates a sharper an more robust definition of the circadian patterns. In this sense, it

is worth noticing that the highest PC on the first harmonic is reached in the SL group.

>> Figure 5 could be placed about here <<

>> Figure 6 could be placed about here <<

Discussion

In this study, our main findings indicate that light color temperature might influence
the behavior of activity during the transition from dark to light phase due to the absence of
activity reactive peak on animals’ actograms. In addition, it may affect the capability to
anticipate the beginning of dark phase showed by an early activity acrophase in CL in
comparison to SL group. Moreover, our methodology reveals how lighting and photoperiods,

applied since early prenatal period, impact in the activity rhythm evolution. Since animals
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exposed to light-dark regimens presenting four harmonics responsible for their activity pattern
with the first circadian harmonic being the most powerful. On the other hand, LL animals did
not become arrhythmic and the circadian harmonic turning into the strongest after two weeks
from weaning; and animals under constant darkness presented the circadian harmonic with the

highest PC during all recording period.

The acrophases obtained through cosinor analysis occurred earlier in CL than in SL
group. This advance might have happened because animals were able to predict the arrival of
the activity period due to color temperature variations of “circadian light”, but they can be
also explained by an advance in the rhythm to compensate the different amount of light
received at critical moments of the phase response curve (PRC). In any case, this reflects a
strong entraining effect of the SL pattern. It is worth noticing that LL group presented the
most discrepant values for rhythmic profile indicating that constant light is the intervention
that most affects activity and rest conditions. On the other hand, the analysis of harmonics,
decomposed from the rhythm by spectral or Fourier analysis, allows us to understand how the
motor activity rhythmic pattern is shaped and evolves through the time. The first harmonic is
the circadian harmonic and its PC indicates the circadian character of the function (Diez-

Noguera, 2013).

The analysis of circadian harmonics showed that on CL and SL groups were already
entrained to a circadian rhythm by the day of weaning and although they have more than one
harmonic responsible for the rhythmic pattern manifested (at least 4) the first and circadian
one is the strongest. These two groups were similar in all harmonic PC comparisons, as well
as exhibited higher values than LL and DD. A remarkable aspect was observed in the group
exposed to constant light, as on the first 15 days of activity recording there was no main
harmonic appearing. However, from this period on the flattened spectrum was dissolved and a

strong first harmonic appeared. Cambras and colleagues also showed a transition of an
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ultradian immature animal pattern to a circadian pattern of an adult (Cambras and Diez-
Noguera, 1991). Animals exposed to constant darkness similarly presented the first harmonic
as the strongest, but no other ones were detected like in the light/dark cycled groups.
Although DD animals were submitted to constant conditions, the transition from ultradian to
circadian rhythm was not perceived and perhaps it occurred because the prenatal exposure to

darkness continuously helped the maturation of their circadian system.

This study evaluated the impact of different systems of lighting and photoperiod
lengths applied since gestation on the behavior of rest-activity rhythms of Wistar rats.
Currently, most of the studies that use exposure to different types of lighting aim to reproduce
LAN models in adult animals. Some others choose the postnatal period to apply
enlightenment interventions, but in recent literature, regarding exposure to light during the
prenatal period, is still lacking and we are not aware of other methodologies that have
submitted animals to similar lightening protocols since early prenatal period. In spite of,
available data on rest-activity rhythm is still poor, a couple of studies have helped to deepen
the knowledge on prenatal light exposure effects on animals’ behavior and molecular
parameters (Mendez et al., 2012; Voiculescu et al., 2016). We consider this a robust study
capable of reproducing some important results in the field of chronobiology with nocturnal
animals (Aschoff, 1979). Our data showed that in DD and LL groups the 24h-rhythm ran free
and the endogenous periods manifested were both greater than 1440. Uninterrupted exposure
to light is used as a model for functional pinealectomy and rhythm suppression (Baez-Ruiz et
al., 2017; Delibas et al., 2002). Even though we used prenatal exposure to light, we did not
observe the abolishment of rhythmicity, which might have been due to a protective effect of
constant bright light during the developmental period. This result is in accordance to Cambras
(Cambras et al., 1998), who verified that rats exposed to LL during lactation did not present

circadian arrhythmicity in adulthood. Under light/dark cues, CL and SL groups were
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synchronized to a 24h-day and presented rhythmicity of circadian locomotor activity. We
found that, at the beginning of the light period, when nocturnal animals are less active, the SL
group exhibited a peak of activity, which is clear in SL mean waveform. This phenomenon
was also detected in other experiments (Campuzano et al., 1999, Cambras et al. 2004) and
might be explained by the abrupt irruption of light that inhibits the motor activity that
reappears after a while forming the peak.. The absence of the reactive peak on CL animals
gives rise to the circadian light potential to modify rest-activity behavior in a rodent. Our
results suggest that SCN neurons can detect circadian light variation in color temperature,
which makes animals successful on detecting the variations that try to mimic daily alterations

of natural light.

In general, our results showed the impact of light regimes on the evolution of rest-
activity behavior of nocturnal rodents. The light intervention applied since early prenatal
period raises exciting questions about the maturing of endogenous clock. Although circadian
light did not show significant differences from standard light in some variables analyzed, the
reactive peak of activity and the delayed acrophase in SL proved that animals differently
behave when exposed to CL. The revealed impact of circadian light on activity behavior could
be the starting point for future studies designed to broaden our understanding of metabolic

and other behavioral responses.
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Figure 1. Experimental groups. Lights were on during 16h on CL and SL groups (9-17pm), which
differ only with regards to the presence or absence of color spectrum transition throughout the light

phase. DD: constant dark; LL: constant light; CL: circadian light; SL: standard light; K: Kelvin.
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Figure 2. Rest-activity rhythms of experimental groups. Actograms of 24h were used to plot the
means of data for each group. Bars represent photoperiod, with black part being the period when
lights were off and white part when lights were on. Average mean-waveform of each group
resumes the graphic pattern of each group’s activity rest rhythms. The horizontal line represents
the mean value of the motor activity. DD: constant dark; LL: constant light; CL: circadian light;

SL: standard light.
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Figure 3. Rhythmic profile. Values represent median + IQR. Kruskal-Wallis analysis

followed by Dunn’s post-hoc were performed. * P <0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Figure 4. Acrophases of motor activity. Numbered circles represent the 24- hour day. Black dots
represent CL acrophases and white dots represent SL acrophases. Watson-William test for circular

data showed difference between acrophases F(1,15)= 12,06; p(F)= 0,0029.
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DD v SL; p<0.01, LL v SL).
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Destacamos o0s seguintes achados do experimento realizados para esta dissertacéo:

A luz circadiana é capaz de alterar o comportamento de atividade de roedores através
da mudanca gradativa de sua temperatura de cor que tenta mimetizar as variagoes
naturais de iluminagdo do ambiente;

O pico reativo de atividade no inicio da fase clara e a acrofase do ritmo de

atividade/repouso foram os parametros capazes de diferenciar os grupos CL e SL.

Estes achados apresentam um potencial translacional, uma vez que:

A iluminacdo com espectro de cor pode ser uma alternativa para minimizar os efeitos
negativos da exposicao indiscriminada e em excessiva a iluminacdo artificial, ja que
mimetizando as variagOes naturais da luz, permitem ao organismo antecipar-se em
relacdo as variacdes ciclicas do ambiente.

As condi¢Bes de iluminacdo padrdo utilizadas nos biotérios ndo reproduzem as
condicdes naturais do ambiente e poderiam ser repensadas tendo em vista a melhoria
na confiabilidade dos dados produzidos.

Tendo em vista o crescente nimero de evidéncias mostrando o impacto da luz
artificial tanto na salde do ser humano quanto no equilibrio do meio ambiente,
politicas publicas que deem atencdo a questdo da iluminacéo artificial em ambientes
de trabalho, hospitais e escolas, bem como ao fenémeno de poluigdo luminosa nas

cidades sdo fundamentais.

Portanto, as nossas perspectivas sdo:

Realizar estudos em seres humanos que avaliem o efeito da iluminagéo artificial em
desfechos como ganho de peso (neonatos em UTIs pediatricas) e sintomas
psiquiatricos (internagdo psiquiatrica hospitalar).

Aprofundar os conhecimentos a cerca da luz circadiana em desfechos
eletrofisiologicos, metabolicos e comportamentais.

Testar a utilizagcdo da iluminagdo circadiana, como uma ferramenta que possibilite a
minimizacdo dos efeitos da exposicdo excessiva a iluminacdo artificial (como
pacientes internados, neonatos em processo de ganho de peso e trabalhadores de

conglomerados urbanos sem acesso a iluminag&o natural).
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9. METODOLOGIA (ANEXO I)

Delineamento

Ratos da linhagem Wistar fémeas obtidas da Unidade de Experimentacdo Animal (UEA)
localizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre foram agrupadas aos pares e colocadas em
caixas com um macho durante uma semana para o0 acasalamento. Apds este periodo, foram
alocadas na estante de fotoperiodo da unidade sob as mesmas condi¢fes controladas de
temperatura (22 £+ 2 °C), umidade e ruido, mas expostas a diferentes fotoperiodos e sistemas
de iluminacdo. O dia do nascimento, que ocorreu por volta de 21 dias ap6s o acasalamento,
foi designado dia pds-natal 0 (PND 0). Os filhotes machos foram priorizados para a
padronizacdo das ninhadas em 8 filhotes. As ratas genitoras e seus filhotes permaneceram
nestas condigdes até o PND 21, quando as ninhadas foram desmamadas, os filhotes fémeas
destinados a outro estudo do grupo de pesquisa e 0s experimentos deste estudo realizados com
os filhotes machos (n=32). A partir do dia do desmame e durante todo o experimento, 0s
animais estiveram alocados individualmente em caixas moradia de acrilico transparente
(Panlab Harvard Apparatus; 25 x 15 x 25cm) com agua e comida ad libitum, e permaneceram
nestas mesmas condi¢des de iluminacgdo, que tiveram inicio na gestacdo, até o final do estudo,
enquanto os ritmos de atividade/repouso eram registrados continuamente. Todos o0s
experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (nimero de aprovagdo 160044 -

CEUA/HCPA). A carta de aprovacao do projeto esta disponivel no ANEXO I1.
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Intervencéo

Desde o inicio da gestacdo, os animais foram expostos a quarto diferentes grupos de

iluminacdo. O nimero amostral de cada grupo, bem como as caracteristicas da luz utilizada

estdo descritos abaixo:

Luz constante (LL): os animais (n=6) foram expostos a iluminacdo LED com
temperatura de cor de 4000K acesa constantemente;

Escuro constante (DD): os animais (n=9) ficaram expostos ao escuro
constantemente;

Luz circadiana (CL): os animais (n=9) foram expostos a iluminacdo LED com
regime claro/escuro de 16:8h, desenvolvida para simular as variacdes naturais de
luz. Esse sistema de iluminacdo apresenta varia¢fes na temperatura de cor que vao
de 2700K a 6500K ao longo das primeiras 6 horas da fase clara, e gradualmente,
retornam a temperature de 2700K ao longo das 10 horas restantes;

Luz padrdo (SL): os animais (n=8) foram expostos a iluminacdo LED com
temperatura de cor que permaneceu contante em 4000K durante o periodo em que

ficava acesa no regime claro/escuro de 16:8h;

Os regimes de iluminacdo dos grupos CL e SL foram reproduzidos de acordo com os

protocolos ja estabelecidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Cronobiologia e Sono.

Ambas l&ampadas com padrdo 16:8h foram fornecidas pela empresa Luxion Iluminagdo™

(Caxias do Sul, Brazil), tendo como caracteristicas a emissdo de 1500 limens e poténcia de

10W.
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Caracterizacéo do ritmo de atividade/repouso

As caixas moradias onde 0s animais permaneceram isolados a partir do desmame eram
equipadas com actigrafos (ADNplin, ©Antoni Diez-Noguera, Barcelona, CA, Spain),
aparatos que contém feixes de luz infravermelha, que contabilizam uma unidade de atividade
locomotora cada vez que sao interrompidos. O intervalo de coleta de dados utilizado foi de 10
minutos. Os dados de atividade/repouso foram coletados do PND 22 ao PND 49, com
excessdo de um animal do grupo DD e trés do grupo CL (DD: PND 30 - PND 57; CL: PND
32 - PND 59; PND 31 - PND 58; PND 31 - PND 58) que apresentaram periodos sem coleta
de dados em funcdo de mau funcionamento do equipamento. Apds inspecao visual dos
actogramas de todos os animais do estudo, constatando que o padrdo de atividade ndo variou
em funcdo do PND durante os dias de auséncia de dados, decidiu-se por incluir os animais

com os dados iniciais incompletos nas analises deste estudo.

Andlise dos dados

A avaliacdo do ritmo de atividade/repouso foi conduzida com software integrado de
cronobiologia EI Temps (©Antoni Diez-Noguera, Barcelona, CA, Spain). Com a finalidade
de ilustrar os ritmos de atividade/repouso, actogramas “double-plot” foram gerados utilizando
as séries derivadas de cada grupo experimental, ou seja, séries com o0s valores médios para
cada grupo. O valor total de atividade foi calculado para cada dia e depois utlizado para o
calculo do valor total médio de atividade para os 28 dias consecutivos de cada animal. Com a
analise de cosinor, que ajusta os dados a uma curva sinusoidal de 24 horas, foi possivel obter
os dados de amplitude (diferenca entre os pontos extremos da oscilagéo da curva sinusoidal) e
acrofase (medida do momento/tempo em que o valor maximo € mais provavel de ser

encontrado na curva sinusoidal) de atividade. A analise de forma de onda (do ingles,
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waveform analysis) foi utilizada para o calculo de varidveis ndo-parametricas, ou seja, que
nédo estdo associadas a parametros de uma fungdo conhecida (e.g. sinusoidal), e para gerar a
onda representativa de um dia do ritmo de atividade de cada grupo. A analise de forma de
onda forneceu alguns parametros ritmicos como “intradaily variability” (IV), que quantifica a
fragmentacéo do ritmo (e.g. periodos de repouso durante a fase ativa e vice-versa); “interdaily
stability” (IS), que quantifica a sincronizacdo ao ciclo claro-escuro de 24h; a média de
atividade durante o periodo das 5h menos ativas ou atividade noturna (L5); e a média de
atividade durante o periodo das 10h mais ativas ou atividade diurna (M10). Periodogramas de
Sokolove-Bushell foram calculados para cada animal e os periodos principais obtidos foram
analisados. A andlise de Fourier foi aplicada aos dados de 28 dias de registro, permitindo a
descricdo dos harmdnicos que compdem o ritmo de atividade/repouso. Com esta analise,
obteve-se o poder (PC) para cada um dos 15 harmdnicos principais expressos como
porcentagem da variancia (%Var). PC dos harménicos de cada animal foram usados para
calculo da media por grupo e representados por escala de cinza em graficos de matriz (um
harmonico por coluna). Além disso, a analise seriada dos valores de PC de cada harménico foi
calculado para a média de todos os 28 dias de acordo com cada grupo. Shapiro-Wilk foi usado
para verificar a normalidade dos dados. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn
foram realizados para comparar 0s parametros ritmicos entre os grupos. Os valores de P <
0.05 foram considerados estatisticamente significativos. A analise estatistica e os graficos
foram feitos utilizando SPSS para Windows (version 18; SPSS Inc., Chicago, IL) e GraphPad
Prism versdo 6.0 para Mac (GraphPad Software, San Diego, CA). As comparagdes entre as
acrofases dos grupos CL e SL foram realizadas através do teste de Watson-Williams para

dados circulares.
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11. PRODUCAO CIENTIFICA (ANEXO 111)
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desde 2012, destacando a producdo durante seu periodo de formacdo enquanto aluna de

mestrado (marc¢o/2016 a mar¢o/2018) no PPG Psiquiatria e Ciéncias do Comportamento.

Poster:

e Oliveira MAB, Moraes CA, Levandovski RM, de Souza CM, Hidalgo MP. The Role
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e Oliveira MAB, Sasso EM, Uchoa DM, Hidalgo MP. Effects of Melatonin and
Exposure to Different Light/dark Cycles in na Animal Modelo of Mammary
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Alegre, RS, 2013.

e Sasso EM, Oliveira MAB, Hidalgo MP. Effects of Melatonin and Exposure to
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e Oliveira MAB, Sasso EM, Hidalgo MP. Effects of Melatonin and Exposure to
Different Light/dark Cycles in na Animal Modelo of Mammary Carcinogenesis. XXV
Saldo de Iniciacéo Cientifica da UFRGS, 2013.

e Oliveira MAB, Harb F, Hidalgo MP, Martau B. Cronodisrupcéo esta associada a falta
de exposic¢do a iluminagé@o natural no ambiente de trabalho. XXVI Saléo de Iniciacéo
Cientifica da UFRGS, 2014.

e Oliveira MAB, Harb F, Hidalgo MP, Martau B. Cronodisrupcao esté associada a falta
de exposi¢do a iluminagdo natural no ambiente de trabalho. 34% Semana Cientifica do
HCPA, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, 2014.
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