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MUDANQA DE FOTOPERIODO: PROPOSTA DE MODELO
EXPERIMENTAL

CHANGE OF PHOTOPERIOD." PROPOSAL FOR AN EXPERIMENTAL
MODEL

Caroline Luisa Quiles', Melissa Alves Braga De Oliveira', Francele
Valente Piazza'?, Luisa Klaus Pilz'?, Maria Paz Loayza Hidalgo'?

RESUMO

Introdugao: Existem variagbes fisiologicas e comportamentais relacionadas a
sazonalidade, e a luz é o principal sincronizador destas variagdes de acordo com as
fungdes sazonais em latitudes de climas temperados. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi validar uma metodologia de modificagéo de fotoperiodo com ratos Wistar
avaliando sua interferéncia no ritmo bioldgico.

Métodos: Trés ratos Wistar machos adultos (60 dias) foram expostos a 3 fotoperiodos
de 17 dias cada, com diferentes ciclos claro/escuro (light/dark, LD): Animal CL/CC,
exposto a LD inicial 16:30/07:30 (CL, claro longo) e LD final 07:30/16:30 (CC, claro
curto); Animal CC/CL, exposto a LD inicial 07:30/16:30 e LD final 16:30/07:30; e
Animal CT, sob LD constante 12:00/12:00. Os animais CL/CC e CC/CL passaram
por um fotoperiodo intermediario entre o LD inicial e final, no qual a exposigéo a
luz foi aumentada ou diminuida em 30 min a cada dia até que os fotoperiodos se
invertessem. Todos os animais permaneceram isolados durante o estudo e tiveram
suas temperaturas corporais continuamente aferidas por sensores implantados na
cavidade peritoneal e suas atividades locomotoras medidas por sensores acoplados
as suas caixas. Os dados obtidos foram utilizados para construgéo de histogramas.

Resultados: Os animais CL/CC e CC/CL apresentaram maior periodo de atividade
em CC do que em CL. A temperatura do animal CT seguiu um padr&o ritmico. A
linhagem utilizada apresentou sensibilidade a mudanca de fotoperiodo.

Conclusdo: O modelo proposto e validado neste estudo pode ser usado em
experimentos que tenham como objetivo avaliar as consequéncias das mudancas
de exposigéo a luz.

Palavras-chave: Atividade/repouso; comportamento; cronobiologia; ritmos
biolégicos; sazonalidade

ABSTRACT

Introduction: There are some physiological and behavioral variations related to
seasonality, and light is the major synchronizer of these variations according to the
seasonal functions in temperate latitudes. Thus, the objective of this study was to
validate a methodology for photoperiod modification in Wistar rats byevaluating its
interference in the biological rhythm.

Methods: Three male adult Wistar rats (60 days) were exposed to 3 photoperiods of
17 days each, with different light/dark cycles (LD): LDPP/SDPP Animal, exposed to
initial LD 16:30/07:30 (LDPP, long-day photoperiod) and final LD 07:30/16:30 (SDPP,
short-day photoperiod); SDPP/LDPP Animal, exposed to initial LD 07:30/16:30 and
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final LD 16:30/07:30; and CT Animal, under constant LD 12:00/12:00. LDPP/SDPP
and SDPP/LDPP animals underwent an intermediate photoperiod between initial
and final LD, in which light exposure was increased or reduced by 30 min each day
until the photoperiods were inverted. All animals remained isolated during the study
and had their core temperatures continuously measured by sensors implanted in the
peritoneal cavity and their locomotive activity assessed by sensors attached to their

cages. The data obtained were used to construct histograms.

Results: LDPP/SDPP and SDPP/LDPP animals had a longer period of activity in
the SDPP than in the LDPP. The temperature of the CT animal followed a rhythmic
pattern. The rat strain used was sensitive to changes in photoperiod.

Conclusions: The model proposed and validated in this study can be used in
experiments that aim to assess the consequences of changes in light exposure.

keywords: Activity/rest; behavior; chonobiology; biological rhythms; seasonality

Sazonalidade é um termo que diz respeito a
tempo, sendo um fendmeno sazonal aquele que
apresenta variagdo de ocorréncia conforme a época
do ano e que esta relacionado com diferengas
na disponibilidade de luz ao longo do mesmo'.
Existem variagdes fisiolégicas e comportamentais
vinculadas a sazonalidade, como fendmenos de
hibernagdo e migragéo, sendo a luz (fotoperiodo)
a principal sincronizadora das fungbes sazonais
em latitudes de climas temperados?. Como
manifestagcdo patolégica do comportamento
humano relacionado a sazonalidade, podemos citar
o transtorno afetivo sazonal, que se caracteriza
por episodios de depressédo que se desenvolvem
tipicamente no inverno, periodo este com dias
muito curtos e noites muito longas®.

Uma série de processos fisiolégicos e
comportamentais ocorre de maneira ritmica.
A luz solar, que é a principal responsavel pela
sincronizacdo desses ritmos ao ambiente, vem
sendo substituida pela luz artificial, ndo permitindo
ao organismo uma boa compreensdo de quando
é dia ou noite® e impedindo que este otimize
suas funcbes de acordo com os ciclos externos.
Esse fendbmeno, denominado de light pollution®, é
preocupante ao percebermos que, tanto os padrdes
de iluminagéo circadianos (diarios), quanto os
sazonais podem estar se descaracterizando e
rompendo os ritmos enddgenos.

Tendo em vista o grande aumento de pacientes
com transtorno depressivo e sua forte associagéao
com alteragdes nos ritmos bioldgicos’, temos
interesse em verificar se existe uma influéncia
do fotoperiodo nesse contexto, por meio do
estabelecimento de um modelo experimental
que possibilite o estudo do efeito da exposigdo a

diferentes fotoperiodos nos seres vivos.

O padréo sazonal é atualmente considerado
um especificador da depresséo recorrente, que
apresenta remissao entre os episodios (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders V). Nos
EUA e no norte da Europa encontram-se 7 dos
10 paises com maior prevaléncia de depressao
e 6 dos 10 com mais alto indice de suicidio.
Considerando isso, utilizaremos um modelo animal
que incluira as mesmas mudangas de ciclo claro/
escuro que ocorrem nessas regides, onde o0s
efeitos das alteracbes sazonais de luminosidade
sobre o comportamento humano parecem ser
mais evidentes. Portanto, o objetivo deste artigo
foi descrever a metodologia de modificagdo
de fotoperiodo com ratos Wistar avaliando sua
interferéncia nos ritmos bioldgicos de atividade e
temperatura.

METODOS

Foram utilizados 3 ratos albinos machos da linha-
gem Wistar com 60 dias de idade, sendo cada um
exposto a 3 fotoperiodos distintos:

Animal CL/CC: Claro Longo/Claro Curto;
Animal CC/CL: Claro Curto/Claro Longo;
Animal CT: Controle.

Simulando as alteragbes sazonais do ano, os
animais CL/CC e CC/CL passaram por mudancgas
no ciclo claro/escuro mimetizando as alteragdes
de exposi¢cdo a luz natural presentes no inverno
e verao do norte dos EUA e da Europa. Foram, ao
todo, 3 mudancas de ciclo claro/escuro, cada uma
delas com duragao de 17 dias.

O animal CL/CC passou por uma primeira
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etapa (A) de Claro Longo (ciclo claro/escuro [light/ Ja o animal CT se manteve durante todos os
dark, LD] = 16:30/7:30) e posteriormente por uma 51 dias do estudo com o fotoperiodo constante
segunda etapa (B) com modificagbes diarias de (LD: 12/12) como controle em relagdo aos demais,
30 minutos a menos no claro e 30 minutos a mais como pode ser observado na Figura 1.
no escuro, de forma que ao 17° dia o ciclo claro/ Essa simulagao foi possivel através da utilizagao
escuro havia se invertido. Esse ciclo invertido, que de uma estante de fotoperiodo nas dependéncias
chamamos de Claro Curto (LD= 7:30/16:30), foi da Unidade de Experimentacdo Animal (UEA),
mantido por mais uma etapa de 17 dias (C). que consiste em um equipamento com camaras
Simultaneamente, o animal CC/CL passou independentes contendo quatro temporizadores
por uma primeira etapa (A) de Claro Curto (LD eletrbnicos digitais microprocessados (modelo
7:30/16:30) e posteriormente por uma segunda TT34, COEL). Essa estante permite que os
etapa (B) com modificagdes diarias de 30 minutos animais permanegam sob as mesmas condi¢des
a mais no claro e 30 minutos a menos no escuro, de temperatura (~22°C), umidade e exposigéao
de forma que ao 17° dia o ciclo claro/escuro havia a ruido, podendo-se obter até 4 programacdes
se invertido. Esse ciclo invertido, que chamamos diferentes de fotoperiodo em uma mesma sala.

de Claro Longo (LD = 16:30/7:30), foi mantido por
mais uma etapa de 17 dias (C).

Animal CL/CC

Animal CC/CL

Controle CT

Etapa A Etapa B Etapa C
17 dias & 17 dias . 17 dias i

(I [C N [ .
16h30/ 7h30 16h30%7h30 7h30/ 16h30

— = TN
7h30/ 16h30 7h30%16h30 16h30 / 7h30

(— — N —
12h / 12h 12h / 12h 12h / 12h

Figura 1: Etapas de modificagédo do fotoperiodo para cada animal.

A atividade de cada animal foi monitorada Semiconductor, Dallas, TX) implantados na
continuamente através de actigrafia (monitores cavidade intraperitoneal sob anestesia com
de atividade continua, Actigraph, ADNplin- isoflurano (indugdo 5% e manutengédo de 2-3%).
©Antoni Diez Noguera, Barcelona, CA, Espanha), Tramadol intramuscular (5 mg/kg) foi utilizado
acoplados a caixa moradia de acrilico transparente como analgésico durante o procedimento e no pés-
(Panlab Harvard Apparatus) medindo 25 x 15 x 25 operatério 6 horas apds o procedimento (néo foi
cm. A caixa de atividade possui 2 emissores de luz necessaria analgesia no dia seguinte a operagao).
infravermelha e 2 receptores, um em cada lateral O fio de sutura utilizado foi o fio Mononylon 4-0 com
da caixa, que transmitem informagéo para um agulha 3,0 cm. Os 15 primeiros dias pds-cirurgia
computador, o qual realiza a medida da atividade foram considerados tempo de recuperacao,
locomotora através do programa DAS192USB. portanto ndo houve registro de temperatura. Este
Posteriormente, os dados foram analisados estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no uso
utilizando Microsoft Excel 2010. de Animais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

O registro da temperatura foi obtido através (numero de aprovagao: 13-0175).

de sensores (Thermochrone iButtons;, Dallas
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RESULTADOS

O animal CL/CC apresentou pouca atividade na
etapa A (no sentido de que esteve ativo por menos
tempo), modificando para um evidente aumento
da atividade durante a etapa C. Por sua vez, o
animal CC/CL apresentou na etapa A atividade
maior do que na etapa C. Portanto, os dois
animais modificaram seu comportamento Unica e
exclusivamente em fungdo da quantidade de luz

Etapa A
17 Dias

fornecida. Ambos apresentam maior duragéo da
atividade no ciclo Claro Curto (figura 2).

Ainda, podemos perceber que a ordem da
mudanca de fotoperiodo nado influenciou na
atividade (Claro Curto antes ou depois do Claro
Longo), ou seja, de ambas as formas os animais
se mostraram sensiveis ao estimulo luminoso,
apresentando maior atividade no periodo de
escuro.

Etapa B
17 Dias

Etapa C
17 Dias

Ativi ey

Diars [Mioras)

Azividade CCICL

W

BB EETE

Figura 2: Variagao da atividade locomotora durante todo o periodo do estudo.

* Periodos em que os actigrafos registraram a atividade dos animais. Os dados restantes foram obtidos através de média.
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O animal CT teve, durante um periodo de 45 dias, registros de temperatura realizados com sucesso

(Figura 3).
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Figura 3: Variagdo da temperatura do animal CT durante os primeiros 45 dias do estudo. LD 12/12.

DISCUSSAO

Neste estudo foi escolhida a afericdo do ritmo
atividade/repouso por ser um dos mais importantes
ritmos nos seres vivos e, portanto, um dos primeiros
a se adaptar a mudangas ambientais. Um exemplo
disso sao as viagens transmeridionais, nas quais a
primeira variavel a sofrer alteragcdes para suprir as
necessidades fisioldgicas do ser humano € o ritmo
sono/vigilia®. Por outro lado, também escolhemos
a temperatura, por ser um dos ritmos mais
robustos do organismo, que demora mais tempo
para se adaptar e indica, quando modificada, que
a intervengéo sofrida foi de forte impacto fisiolégico
no individuo®.

Nossos dados de atividade locomotora
demonstram claramente que a linhagem utilizada
é sensivel a mudanga de fotoperiodo e que o
instrumento (estante de fotoperiodo) se adequa
as necessidades do estudo das Vvariaveis
dependentes da mudanga do ritmo de atividade.
Isso significa que o modelo pode ser usado em
experimentos que tenham como objetivo o estudo
dos ritmos bioldgicos.

Quanto a temperatura, cabe salientar as
limitagbes relacionadas ao método de aferigéao,
principalmente a dificuldade em saber o tempo
de bateria que resta em cada aparelho. Como o
software dos Thermochrone iButtons n&o informa
dados em relagao ao tempo de bateria restante, s6
€ possivel saber se o aparelho teve ou ndo carga
suficiente apos sua retirada.

Portanto, dentre os 3 animais do estudo,
apenas o animal CT teve seus registros realizados
com sucesso, em um periodo de 45 dias. Esses
dados nos mostram ser possivel a averiguagao
do registro de temperatura; porém, como o animal
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CT nado sofreu variagbes no seu fotoperiodo
durante as 3 etapas do estudo, ndo foi possivel
mostrar a influéncia deste na temperatura do
individuo. Ja a medida de atividade/repouso péde
ser acompanhada constantemente, facilitado
a solugdo de problemas técnicos e, portanto
permitindo a aquisi¢éo consistente de dados.

A importancia do estudo do fotoperiodo é
destacada, por exemplo, nas situagdes em que
trabalhadores ficam confinados emlocais fechados,
sem exposi¢cao a luz natural, o que pode vir a ter
consequéncias no metabolismo e na qualidade do
sono em longo prazo'™. Varios estudos também
tém relacionado o desenvolvimento de céancer
de mama em trabalhadores de turno'-'2. Além
da exposicao a luz artificial durante o periodo da
noite, também ha questionamentos acerca das
consequéncias advindas da industrializagédo, que
possibilita a utilizacdo de luz elétrica conforme
necessidades e anseios do ser humano, resultando
em um aumento da iluminagao artificial, tanto em
ambientes fechados, quanto externos™.

Em relagdo aos efeitos do fotoperiodo no
comportamento, um estudo com pacientes
que cometeram suicidio nos Estados Unidos
mostrou haver um padréo sazonal na ocorréncia
desses casos, variando conforme a latitude
em que ocorreram™. Isso indicou que, além do
comportamento ter sido alterado seguindo uma
variagdo sazonal, o fotoperiodo, que é diferente
conforme a latitude, apresentou importante
influéncia sobre a sazonalidade. Em animais,
mudangas comportamentais ja foram observadas
através da comparagao entre diferentes
manifestacbes de sintomas tipo depressivo em
roedores mantidos em fotoperiodos distintos™.
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Além disso, a variagdo sazonal também apresentou
influéncia significativa sobre a resposta ao modelo
de estresse animal social defeat, sendo que,
durante o verao, os roedores apresentaram menor
suscetibilidade ao estresse’.

A partir do modelo apresentado, teremos
a possibilidade de estudar a influéncia do
fotoperiodo em diferentes areas, uma vez que a
alteragdo do ritmo claro/escuro vem sendo cada
vez mais relacionada a eventos patoldgicos, tanto
em humanos quanto em animais, como no caso de
canceres de mama, utero, de prostata e colo retal,

que estao entre os mais frequentes e preocupantes
da atualidade' '8,
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