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RESUMO

Relevancia: O crescente avango na diversidade tecnoldgica apresenta consequéncias que nem
sempre constituem vantagens a nossa condi¢do. A descoberta e as melhorias relacionadas a
luz elétrica transformaram o estilo de vida humano e a disseminacdo global foi inevitavel. As
mudangas foram tdo expressivas que, atualmente, estamos cercados por um ambiente de
poluicdo luminosa generalizada. Diante das consequéncias do excesso de luz artificial, ¢
necessario que busquemos outras opgdes para a luz elétrica disponivel, pois apesar de a luz
ser extremamente importante para a nossa fisiologia normal, especialmente para os ritmos
biologicos, a exposicao desnecessaria e inadequada a luz artificial podem afetar a satde
humana de diversas formas. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da
exposicao precoce a diferentes sistemas de iluminacao e fotoperiodo no comportamento de
roedores durante as fases iniciais do desenvolvimento. Métodos: Considerando os modelos
classicos para estudo dos ritmos com exposicao a condigdes constantes e variagdes naturais €
sazonais de iluminagdo, 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 padrdo 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 avaliacdo do comportamento de atividade/repouso foram
obtidos através de analises de séries temporais. Resultados: Os animais dos grupos LL e DD
apresentaram padrdo tipico free-running no ritmo de atividade/repouso, reproduzindo
perfeitamente achados cldssicos no campo da cronobiologia. Um pico de atividade foi
detectado no grupo SL logo apoés o inicio da fase clara, o que ndo ocorreu no grupo CL. Isto
indica que a mudanga gradual na temperatura de cor da iluminagdo utilizada foi percebida
pelos animais e isso influenciou o comportamento de atividade animal. As acrofases dos
animais CL ocorreram antes em comparagdo com as dos animais SL, indicando a habilidade
de predi¢ao do inicio da fase de atividade (escuro) em fun¢do da variagdo da luz. Os animais
dos grupos DD, CL e SL exibiram o espectro de poder para os harmonicos do ritmo de
atividade/repouso com o primeiro harmonico, 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 harmonico mais forte sendo o ultradiano até o ponto onde o primeiro
harmdnico circadiano comegou a se tornar o principal, o que ocorreu na terceira semana de
avaliagdo. Conclusées: Nossos resultados sugerem que a luz circadiana ¢ uma opg¢do em
potencial para minimizar os efeitos da polui¢ao luminosa. De acordo com a nossa hipotese, a
tentativa de simular as variagdes naturais de luz através da alteragdo gradual na temperatura
de cor permitiu ao organismo antecipar as variacdes ciclicas do ambiente. Isto foi
demonstrado pelas mudangas no comportamento de atividade de roedores. Para que o sistema
de iluminagdo aqui proposto possa se tornar padrao para utilizagdo 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, ¢ necessario 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 inovagdes que
surgem a cada dia, mesmo que estas nao sejam de fato necessarias ou que nao possuam seus
possiveis “efeitos colaterais” previstos. A descoberta da ldmpada incandescente, que ocorreu
ha um pouco mais de um século, revolucionou a vida do homem e de todos os outros seres
vivos que coabitam a Terra (1). No entanto, ndo apenas vantagens podem ser destacadas a
partir do advento da luz elétrica, ja que o fenomeno de polui¢do luminosa ¢ 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 fisioldgico, € importante ser levado em consideracao (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,
o sistema temporizador circadiano ¢ responsavel pela génese e manutengdo dos ritmos, tendo
o nucleo supraquiasmatico (NSQ) como marca-passo central capaz de sincronizar 0os nossos
ritmos endogenos aos do meio ambiente (4). A luz ¢ a principal pista externa capaz de
encarrilhar os 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 ¢ responsavel por modular diversas

fungdes 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 satde (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 invencgdes e tecnologias, ainda que
primarias, tinham o simples de papel de satisfazer determinada necessidade, mas sem a
relacdo de total dependéncia observada nos dias atuais. Atualmente, ela nao se restringe a uma
satisfacdo pessoal por ter a tecnologia a disposicdo, mas uma dependéncia que abrange

relagdes muito mais complexas na medida em que ndo ¢ 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 ¢ ser humano incorpora o conceito de complexidade e
mudancgas tecnologicas. Desta forma, Braden Allenby e Daniel Sarewitz propuseram uma
classificagdo em trés niveis dos possiveis efeitos da tecnologia e suas interagdes (9). O
primeiro nivel compreende a realidade da efetividade imediata da tecnologia usada por
aqueles que anseiam por alcangar algo, e.g. um avido que carrega uma pessoa de forma
bastante segura de um lugar para outro. A rede de transporte aéreo, que € um sistema socio-
tecnologico complexo, muito menos previsivel e mais complicado que o proprio aviao, ocupa
o nivel dois de tecnologia. Por fim, o nivel trés engloba os sistemas de tecnologia que com

suas interacdes sdo tidos como transformative Earth systems.

Diante desta classificagdo e do vislumbre da crescente insercdo da tecnologia nas
nossas vidas, pode-se perceber que a grande questdo ¢ a constante problematiza¢do das nossas
condigdes, que culmina em uma intensa busca por novas solu¢des. Como se houvesse um
compromisso cultural para tornar o mundo melhor, criamos imensas quantidades de
tecnologias que acabam produzindo interagdes dificeis de prever e controlar (9). O avango
desenfreado das mais diversas tecnologias traz consigo consequéncias que ndo representam
somente vantagens a nossa condicao, e que podem se transformar em outros “problemas”, que
vao necessitar outras “solugdes”. Com o intuito de tornar os desafios relacionados as
tecnologias menos imprevisiveis, ¢ essencial que comecemos a pensar em uma rede de
opgodes, 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

Implicagdes para Agao

Nivel I [luminagdo de casas e vias  Poder aquisitivo tanto do Estado
publicas; para instalagdo das redes quanto
dos usudrios para pagar por seus

consumos;

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

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

quando ¢ dia e quando ¢ noite,
sem limites para quando produzir
(trabalho  noturno),  polui¢do
luminosa tendo impacto tanto na
saude 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 nao  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 oOleo de baleia. A descoberta da luz elétrica ¢ muito recente
na historia da civilizagdo, mas ja ¢ quase impossivel imaginar a vida sem ela. Historicamente,
depois da recém-descoberta eletricidade, a primeira tentativa de utilizd-la para iluminagdo
artificial foi feita por Sir Humphrey Davy em 1801 ao observar que um condutor energizado
produzia incandescéncia. Mais tarde, Davy desenvolveu a primeira ldmpada 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 confiavel. 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
otimo homem de negocios e, adquirindo a patente da lampada incandescente, ele melhorou
muito seu design, tornou-a mais eficiente, confidvel 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 responséavel por iluminar as casas nos Estados Unidos por alguns anos,



15

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 o mundo a partir de

meados de 1885 (10).

2.2 Luz artificial e Poluicio luminosa

Com as melhorias que tornaram a luz elétrica barata e eficiente, a disseminagao
mundial foi inevitavel e, atualmente, a realidade que nos circunda ¢ a de polui¢do luminosa
(2). O mais recente atlas de iluminagdo 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 poluigdo luminosa acima do normal (11).
Além de as nossas noites serem iluminadas, outro problema relacionado a disponibilidade de
luz artificial ¢ o fato de despendermos grande parte dos nossos dias em ambiente fechados
expostos a elas. Ja ¢ 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 iluminag@o 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 biologicos ndo visuais da luz sejam

alcancados (5).

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

(Figura 2).
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Figura 2. Evolu¢ao do consumo de eletricidade no mundo. Esquerda: Consumo de energia
mundial total em bilhdes de toneladas de BCU (BituminousCoal Unit), onde 1 tonelada ~Unidade de
Carvdo Betuminoso = 8,13 MW-hr. Direita: Ilustracdo 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 III, se faz necessario
que 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 regulagao dos ritmos biologicos.
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2.3 Necessidade evolutiva dos ritmos e o Sistema Temporizador Circadiano

A ciéncia que estuda os ritmos biologicos da-se o 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 ¢
fundamental entender como e por que esses ritmos existem e sua relacdo para a manutengao

do equilibrio do nosso organismo.

Os sistemas das diversas formas de vida desenvolveram mecanismos para que fosse
possivel identificar as variagdes do ambiente, ou seja, um reldgio biologico, e por isso, diz-se
que houve uma necessidade evolutiva de ritmicidade (14). Todas as formas de vida que se
desenvolveram na Terra precisaram adaptar-se as variagdes do ambiente que existem em
funcdo dos movimentos de rotagdo e translagdo do nosso planeta (15). Desta forma, prever as
mudancas de claro/escuro, as variagdes 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 situagdes
ambientais desde o primeiro momento em que se manifestarem. Assim, se o organismo
funciona de forma paralela ao ambiente, ele ¢ capaz de sincronizar processos fisiologicos 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
astronomo 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 area da cronobiologia
avangaram, uma natureza altamente conservada no que se refere ao reldgio 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 sdo ditos ultradianos e os que duram mais de

28 horas sdo chamados infradianos.

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

humanos e suas respectivas classificagdes (13,18).

Tabela 2 - Classificacao dos ritmos biolégicos de acordo com suas frequéncias.

Ritmo Periodo Exemplos

Temperatura corporal

Circadiano 1 CICLO POR DIA Niveis de cortisol
~24h (entre 20 ¢ 28 horas) Niveis de melatonina
Ciclo sono-vigilia
. MATIS DE I CICLO POR DIA _ Respiracao
Ultradiano Batimentos cardiacos
Menos de 20 horas ~
Secre¢ao LH
Infradiano MENOS DE 1 CICLO POR DIA Ciclo menstrual

Mais de 28 horas

LH - Hormonio luteinizante

Considerando que os seres vivos desenvolveram ritmos para sua adaptacdo e
sobrevivéncia, os 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 organizagao
temporal de processos fisiologicos e estados comportamentais para promover adaptagao
ambiental. Desta forma, o sistema consiste em inputs que transmitem informa¢do ao marca-
passo circadiano, o proprio marca-passo € 0 mecanismo que permite expressao dos outputs

ritmicos (4,19).

As evidéncias obtidas até hoje mostram que, em mamiferos, a figura central desse
sistema ou marca-passo circadiano ¢ o NSQ localizado no hipotdlamo (20). O papel dessa
estrutura na génese dos ritmos foi descoberto em 1972, simultaneamente, por dois
laboratérios 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 alteragdes em ritmos de atividade

motora, de consumo de agua (22) e de corticosterona (23) foram detectadas.

O que denominamos NSQ na verdade sdao dois ntcleos simétricos, com formato oval,
situados na parte inferior do hipotdlamo, ao lado das paredes inferiores do terceiro ventriculo
e dorsalmente ao quiasma Optico. A denominagdo que por vezes trata esses nucleos como se
fossem uma Unica estrutura se dd em razdo de estarem interconectados através de muitos
circuitos locais e funcionalmente atuarem como um s6. De acordo com critérios anatdmicos e
neuroquimicos, ¢ possivel diferenciar duas zonas dentro de cada NSQ: a subdivisao situada
acima do quiasma Optico e predominantemente preenchida por neurdnios imunorreativos a
polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo liberador de gastrina (GRP) sdo designados
como "core" e a subdivisao que estd acima dela contendo neur6nios imunorreativos a arginina
vasopressina (AVP) ¢ designada como "shell". Apesar de essa divisao ser comum tanto para o
NSQ de seres humanos quanto para o de roedores, nos humanos a formagao ¢ mais difusa e é
proporcionalmente muito menor (4). O conjunto das vias aferentes e eferentes que compde o

sistema temporizador circadiano estdo descritos na Figura 3.

Input NSQ Output
Cortex limbico I Shell Shell I Hipotalamo—ASPVM, APO, NHD
. I
Prosencéfalo basal e
i ] N | Hipotalamo— NHP
Hipotalamo [ —> )
| Prosencéfalo basal - NST
Tronco cerebral | | Talamo ventral — zona incerta
! : Nucleos linha média do talamo — NTP
Ntcleos da linha média | ] ) o )
) | Nucleos linha média do talamo— NPT, RE
do talamo ' h
I Core Core | Hipotélamo— NPSQ, ASPVL, ATV
T N R e A 1 Prosencéfalo basal - NSL
Input visual
Retina,

Folheto intergeniculado,
Area pretectal

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

Fonte: Adaptado de Moore 2013.
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Com o aprofundamento e avango das pesquisas, descobriu-se que no cerne do sistema
temporizador estda 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 fotico 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 relogio
interno, € o 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 relogio (do inglés clock genes) Clock, Bmall, Perl, Per2, Cryl e Cry2, que
sdo essenciais para a geracdo de oscilagdes 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 neurdénios do NSQ quanto de fora, e em
células periféricas, sendo redefinidas por sincronizadores externos ou internos (25). Aos

sincronizadores ou encarrilhadores externos, damos o nome de zeitgebers.
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Figura 4. Modelo molecular simplificado do relégio circadiano de mamiferos. Alcas de
retroalimentacdo transcricionais-traducionais negativas (-) e positivas (+) marcam a ritmicidade
circadiana. No nucleo do relogio (setas solidas), os fatores de transcrigdo Bmall e Clock formam um
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heterodimero para regular a sua propria transcrigdo e de outros genes do relogio (e.g. familias Per e
Cry) através da ligagdo com promotores E-box. Os receptores nucleares Rev-erb-a/p ¢ Ror-o/p,
formam algas de retroalimentagdo auxiliares (setas tracejadas) para inibir e ativar a transcri¢ao e
tradugcdo de Bmall e Clock respectivamente. Em geral, essas alcas de retroalimentacdo positivas e
negativas estdo sincronizadas aos ciclos claro-escuro ¢ estdo diretamente envolvidas na regulagdo dos
genes controlados pelo relogio molecular (Ccgs) que geram uma grande variedade de ritmos
biologicos circadianos. Caseina cinase 1 épsilon e delta (CK1-¢/0) fosforila CRYs e PERs e, por fim,
leva-os a degradagao.

Fonte: Adaptado de Zubidat ¢ Haim 2017.

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

Quando um organismo estd sob condi¢des ambientais periddicas, como € o caso de
qualquer organismo na natureza, ele manifesta um ritmo circadiano, tendo o mesmo periodo
do ambiente em fun¢do do encarrilhamento produzido por este. Neste caso, o 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 alemao zeitgebers (o 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 fung¢ao
de sua for¢a 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 biologicos ¢ necessario
existir estruturas anatomicas ou vias fisioloégicas 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
fungdes relacionadas a visdao sao desempenhadas. Além da capacidade de detectar a luz para a
formagao das imagens e para rastreio de objetos através de fotorreceptores classicos como
cones ¢ bastonetes, a retina possui células especializadas com capacidade de regular varias
fungdes comportamentais e fisiologicas independentes da formagao 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
sinalizagdes 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). Além de apresentarem projegdes para o NSQ, as

ipRGCs possuem aferéncias em areas responsaveis pela regulagdo 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 S. Circuitos cerebrais e da retina subjacentes aos efeitos da luz nas funcdes visuais nio
dependentes de formacido de imagem. a | A luz detectada por cones ¢ bastonetes ¢ processada e
sinaliza para as células ganglionares da retina (CGRs) através de células horizontais, amacrinas e
bipolares. As CGRs sdo os Unicos outputs neuronais da retina para o cérebro. Um subconjunto das
CGRs (4-5% do ntimero total de CGRs) sdo CGRs intrinsecamente fotossensiveis (ipRGCs). Existem
pelo menos cinco subtipos de ipRGCs (M1-M5) com diferentes propriedades morfologicas e
eletrofisioldgicas que apresentam padrdes de projecdo difusos por todo o cérebro. b | As IpRGCs
possuem projegdes para inumeras regides cerebrais, incluindo muitas que t€m papel nos
comportamentos mediados pela luz, incluindo o encarrilhamento circadiano causado pela luz ¢ o sono.
Além disso, as [pRGCs também inervam nucleos 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-otica ventrolateral (POVL), hipotalamo lateral (HL) ¢ HbL, também recebem
inervacdo do nucleo supraquiasmatico (NSQ), aumentando a possibilidade de que, além da fungdo do
marcapasso, 0 NSQ possa também atuam como um condutor para informag¢des de luz. Curiosamente, a
AM e a HbL também sdo reldgios periféricos do cérebro (os relogios centrais e periféricos sdo
indicados por linhas tracejadas) que recebem inervagdo direta da retina direta. As areas envolvidas na
regulagdo do humor (&rea tegmental ventral (ATV) e rafe) e cognicao (o hipocampo (HC)) podem ser
influenciadas pela luz tanto através do NSQ ou em paralelo através da AM e HbL. HA, hipotalamo
anterior; NST, ntcleo da estria terminal; FIG, folheto intergeniculado; LC, locus coeruleus; NGdL,
nucleo geniculado dorso-lateral; NGvL, nucleo geniculado ventro-lateral; NOP, ntcleo olivar pré-
tectal; SCP, substancia cinzenta periaquedutal; NSO, nicleo supra-6tico; CS, coliculo superior.

Fonte: Adaptado de LeGates, Fernandez, e Hattar 2014.
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Dentre os comportamentos ritmicos mais estudados esta o ritmo de atividade/repouso
que fornece dados importantes que podem refletir o estado de saude/doenca dos seres vivos
(28). A forma grafica mais conhecida e utilizada para representar os 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 locomog¢do 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. Representaciio grafica da atividade locomotora. Neste actograma, cada linha representa
os dados de um dia plotados duas vezes (“double-plotted”) para facilitar a visualiza¢do 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 posicao (30,31). Os
estudos com roedores que empregam privagao 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 € principal zeitgeber dentre os mamiferos.

Os estudos que submetem os animais a condi¢des constantes de iluminacao foram
bastante importantes para a compreensao de toda a maquinaria responsavel pela geracdo dos
ritmos bioldgicos. Isso 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 padrao (33-35). Esse
modelo de exposi¢ao a condigdes ambientais constantes ¢ bastante robusto € nao se restringe
apenas aos estudos de mamiferos, tanto que Rosbash e Hall utilizaram escuro constante para
mostrar as comunica¢des intercelulares essenciais para manutencdo das oscilagdes
moleculares que sdo a base para sustentacao 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 fotico, nenhum outro ¢
apresentado em seu lugar. Neste caso, diz-se que o animal esta em condigdo de livre curso (do
inglés “free-running”) e que, deste modo, o NSQ e seus osciladores de autossustentagao sao
responsaveis por manter os ritmos do organismo (37). Quando a pista fotica do ambiente estéd
presente, ou seja, quando existe a variagdo em periodos de claro e escuro, o actograma ¢

muito util para identificagao de quao encarrilhado ao zeitgeber fotico esta o animal.

2.5 Luz artificial e repercussio na saude

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

enddgeno e as variagdes claro/escuro do ambiente. Essa ruptura afeta a regulagdo dos ritmos
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circadianos normais, na medida em que ¢ 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 exposicao a

iluminacao artificial durante a noite € 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¢ao
inadequada a diferentes fontes de iluminacdo vem sendo associada a diversas condi¢des
patologicas. Isto acaba afetando processos bioldgicos importantes que estdo sob controle
circadiano, como ciclo sono/vigilia, secre¢ao de certos hormonios, funcao celular e expressao
génica (38). Dentre os efeitos negativos para a saide, podemos citar as associacdes
encontradas com alteracdes no humor, no metabolismo, no risco para desenvolver cancer € no
sistema imunologico (39). Mure et al. publicaram recentemente na revista Science um atlas
transcriptdmico 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 fun¢ao celulares essenciais exibem expressao ritmica de maneira
especifica conforme o tecido (40). Esses dados nos fazem pensar que talvez muitas outras
doengas, transtornos e sintomas podem ter sim, em sua fisiopatologia, disrup¢ao circadiana

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

Um exemplo bastante difundido de como a mudanca de fotoperiodo pode provocar
uma disrupcdo e, consequentemente, afetar a saide € o transtorno afetivo sazonal (SAD), cuja
ocorréncia se da em fungao das alteragdes na duragdo do dia e da noite conforme as estagdes
do ano. Essa relacao 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 remissdo espontdnea na primavera e no verao, e a eficacia da luz como forma de
tratamento (41,42). Ja se demonstrou a influéncia de varia¢des de fotoperiodo semelhantes as
sazonais nos ritmos bioldgicos de roedores, onde se viu que uma melhor adaptagao dos ritmos
se da com transi¢do 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 condi¢do que estd associada a alteracdes no humor ¢ a exposi¢do a luz durante a
noite pelos trabalhadores de turno, o que os torna mais suscetiveis a episddios depressivos
(39). Além disso, a auséncia de janelas possibilitando o 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 exposicao 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 adogdo generalizada da luz elétrica pelo ser humano permitiu aos homens maior
flexibilidade no controle do ambiente, tornando as sociedades mais seguras, mais ricas € 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 satide 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 iluminagcdo de forma geral nos ritmos de atividade-repouso se

aplicada desde o inicio da gestacdo;

» Aprofundar os conhecimentos acerca da evolug¢do dos ritmos de atividade-repouso

em animais submetidos a condigdes constantes de iluminagao;

* Preocupacao em relacdo 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 iluminagdo LED com caracteristicas

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

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

iluminacao utilizada atualmente.
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4. HIPOTESE

A hipoétese 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 relagdo a
condigdes constantes de iluminagdo, além de diferenciar os efeitos de um sistema de
iluminagdo que procura mimetizar as variagdes naturais de luz durante o dia de um

sistema padrao que ndo apresenta essas variacoes.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

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

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

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a evolucao do ritmo de atividade/repouso entre os grupos de estudo através
de actogramas;

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

e Comparar o ritmo de atividade/repouso entre os grupos de estudo através dos
parametros: amplitude relativa, soma de atividade didria, 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 for¢a dos harménicos que constituem o ritmo de atividade/repouso entre os
grupos de estudo, bem como identificar se existe variagdo neste parametro de acordo com o

tempo;
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Destacamos os seguintes achados do experimento realizados para esta dissertacio:

52

e A luz circadiana ¢ capaz de alterar o comportamento de atividade de roedores através

da mudanga gradativa de sua temperatura de cor que tenta mimetizar as variagdes

naturais de iluminagdo do ambiente;

e 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:

e A iluminagdo com espectro de cor pode ser uma alternativa para minimizar os efeitos

negativos da exposicdo indiscriminada e em excessiva a iluminagao artificial, ja que

mimetizando as variagdes naturais da luz, permitem ao organismo antecipar-se em

relacdo as variagdes ciclicas do ambiente.

e As condi¢des de iluminagdo padrdo utilizadas nos biotérios nao reproduzem as

condig¢des naturais do ambiente e poderiam ser repensadas tendo em vista a melhoria

na confiabilidade dos dados produzidos.

e Tendo em vista o crescente numero de evidéncias mostrando o impacto da luz

artificial tanto na satide do ser humano quanto no equilibrio do meio ambiente,

politicas publicas que deem aten¢do a questdo da iluminagdo artificial em ambientes

de trabalho, hospitais e escolas, bem como ao fendmeno de polui¢do luminosa nas

cidades sdo fundamentais.

Portanto, as nossas perspectivas sio:

e Realizar estudos em seres humanos que avaliem o efeito da iluminagdo artificial em

desfechos como ganho de peso (neonatos em UTIs pediatricas) e sintomas

psiquiatricos (internagdo psiquiatrica hospitalar).

e Aprofundar os conhecimentos a cerca da luz circadiana em desfechos

eletrofisiologicos, metabolicos e comportamentais.

e Testar a utilizacdo da iluminacao circadiana, como uma ferramenta que possibilite a

minimizacdo dos efeitos da exposicdo excessiva a iluminagdo artificial (como

pacientes internados, neonatos em processo de ganho de peso e trabalhadores de

conglomerados urbanos sem acesso a iluminac¢ao natural).
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