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RESUMO

O fotoarrastamento circadiano depende de uma complexa interagao entre informacgao
luminosa e células fotorreceptoras. Os efeitos circadianos neurocomportamentais da luz sao
mediados primariamente pelas células ganglionares da retina. Cones e bastonetes operam
na detecgdo de luz e também interferem no sistema de temporizagdo circadiana, mas o
modo de acdo desses fotorreceptores no controle dos ciclos circadianos em primatas nao-
humanos diurnos é desconhecido. Nosso estudo avaliou o efeito do comprimento de onda e
intensidade de luz sobre os parametros do ritmo circadiano de atividade (RCA) em saguis,
verificando o efeito dos comprimentos de onda curtos e longos da luz, em trés intensidades
de iluminagdo. A atividade locomotora de 16 saguis machos adultos mantidos em
temperatura e umidade controladas, submetidos a um ciclo claro/escuro (CE) 12:12, foi
monitorada por sensor infravermelho. Foi avaliado o efeito de dois comprimentos de onda
na fase de claro: curto, com Amax 463 nm — na regido espectral da luz azul, e longo: com
Amax 631 nm — na regido espectral da luz vermelha, em trés intensidades de iluminacao:
200, 100 e 10 lux, em relacdo a condicdo controle, feita com luz fluorescente. Ao final de
cada etapa (azul, vermelha e fluorescente), os saguis eram mantidos em claro constante (CC)
em 10 e 200 lux, para verificar os mecanismos de sincronizagdo. Entre as etapas com
diferentes comprimentos de onda, ocorreu um intervalo com duracdo de 15 dias (luz
fluorescente — 200 lux/2 lux). Os resultados evidenciaram que o angulo de fase do final da
fase ativa foi antecipado, e a duragao da fase ativa e o total de atividade diaria foram
menores durante a exposicdo dos animais as luzes azuis e vermelhas em relagao ao controle,
com modulagdes em 10 lux. Houve aumento na poténcia espectral do periodo circadiano
durante o uso das luzes azuis e vermelhas em CC na intensidade de 200 lux. Também
observamos que a duracdo do experimento modifica a expressdo do ritmo circadiano de
atividade, possivelmente por afetar os mecanismos de fotorrecepgao dos saguis. A partir
destes resultados sugere-se que: 1) os comprimentos de onda azul e vermelho da luz
utilizada nos ciclos CE modificam a expressdao enddgena e a sincronizagdo fética do RCA em
saguis; 2) os animais respondem de modo distinto aos comprimentos de onda azul e
vermelho da luz no inicio e fim da fase ativa, com maior antecipag¢ao no final da fase ativa,
reduzindo a duragao da fase ativa e o total de atividade diaria, provavelmente por um efeito
de mascaramento do ritmo; 3) O efeito do comprimento de onda varia em fungdo da
intensidade de luz, sem diferencas entre as intensidades de 200 e 100 lux, com maior
instabilidade em 10 lux; 4) a duracdo da exposicdo dos animais aos comprimentos de onda
azul e vermelho é um fator a ser considerado na construgdao de protocolos experimentais
com essa espécie.

Palavras-chave: Comprimento de onda da luz; Fotoarrastamento; Primatas diurnos;
Callithrix jacchus.



ABSTRACT

Circadian entrainment depends on a complex interaction between light information and
photoreceptor cells. The neurobehavioral circadian light effects are mediated primarily by
retinal ganglion cells. Rods and cones operate in light detection and also interfere in the
circadian timing system, but the mode of action of these photoreceptors in the control of
circadian rhythms in diurnal non-human primates is unknown. Our study evaluated the
effect of wavelength and intensity of light on parameters of the circadian activity rhythm in
marmosets by analyzing the effect of short and long wavelengths of light in three light
intensities. The locomotor activity was monitored by infrared sensors in 16 adult male
marmosets, kept in controlled temperature and humidity in a light/dark (LD) cycle 12:12. The
effect of two wavelengths in light phase were evaluated: short, with Amax 463 nm - in the
spectral region of blue light, and long: with Amax 631 nm - in the spectral region of red light,
in three light intensities: 200, 100 and 10 lux, in relation to control condition (fluorescent
light). At the end of each stage, the marmosets were maintained in constant light (LL) under
10 lux and 200, to analyze the mechanisms of synchronization. An interval lasting 15 days
(fluorescent light - 200 lux/2 lux) was given between the stages with different wavelengths.
During the exposure to blue and red lights, the phase angle of the end of active phase was
anticipated, and the duration of the active phase and the total daily activity were lower in
relation to the control condition, with modulations at 10 lux. There was an increase in the
spectral power of circadian period in blue and red lights in LL under 200 lux. We also
observed that the duration of the experiment modifies the expression of circadian activity
rhythm, possibly affecting the photoreception mechanisms in marmosets. From these results
it is suggested that: 1) blue and red wavelengths of light used in LD cycles modify the
endogenous expression and photic synchronization of the circadian activity rhythm in
marmosets; 2) the animals respond differently to blue and red wavelengths of light at the
beginning and end of active phase, with a larger advance the end of active phase, reducing
the length of alpha and total daily activity, probably due to a masking effect; 3) the effect of
wavelength varies depending on light intensity, with no difference between the intensities of
200 and 100 lux and a greater instability at 10 lux; 4) the duration of exposure of animals to
blue and red wavelengths is a factor to be considered in the construction of experimental
protocols with this species.

Keywords: Lights wavelength; Photic entrainment; Diurnal primates; Callithrix jacchus.
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1. INTRODUCAO

Com as primeiras discussdes sobre o papel da luz na salude humana, o conceito
de qualidade de iluminacdo tornou-se mais complexo, e estudos encontraram uma
correlacdo positiva entre a iluminacdo ambiental, a saude e o desempenho humanos (Daurat
et al. 1993; Knez & Kers 2000; Cajochen 2007). Por outro lado, a iluminacdo deficiente ou
inapropriada pode modificar a ritmicidade circadiana, trazendo consequéncias adversas ao
bem-estar fisico e mental de pacientes em ambientes hospitalares (Cajochen 2007; Burgess,
Sharkey & Eastman 2002). Atualmente, a luz é utilizada como tratamento pratico em
diversos campos da medicina, tanto para minimizar desordens na ritmicidade como para
diminuir a sonoléncia dos trabalhadores em turnos (Kaida et al. 2006; Skene & Arendt 2006).
Adicionalmente, o uso da luz em tratamentos de disturbios psiquidtricos, como o transtorno
afetivo sazonal cresceu nos ultimos anos e atualmente procura-se estender esse tipo de
tratamento a outros transtornos psiquiatricos ndao sazonais, como a depressdao poés-parto,
tensdo pré-menstrual, déficit de atengdo e hiperatividade (Terman 2007). Além disso, a luz é
um fator regulador do comportamento animal, uma vez que favorece a integracdao do
organismo ao ambiente e controla através do sistema de temporizagdao circadiana, a
alocacdo temporal de ritmos como a secrecdo de hormoénios, a temperatura corporal, o
comportamento alimentar, a reprodugdo, o sono e a vigilia, a atividade e o repouso, entre
outros.

A presenca de ciclos ambientais, tais como o dia e a noite, as fases da lua, as
estacOes do ano e as marés, entre outros, é evidente em quase todas as regides do planeta,
e a alocagao dos organismos a nichos temporais especificos, sincronizando a fisiologia e o

comportamento aos sinais externos, foi fundamental para a sobrevivéncia dos mesmos
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(Golombeck & Rosenstein 2010). O ciclo ambiental mais estudado é a alternancia entre o dia
e a noite, considerado um dos mais importantes na adaptacdo dos seres vivos em diferentes
habitats (Roenneberg & Foster 1997, Crowley et al. 2007).

Para entendermos como os mamiferos processam as informagdes foticas,
precisamos compreender o mecanismo da visdo, que foi resumido por Tovée em 2008.
Segundo ele, a luz possui natureza dual e ora se comporta como onda (que varia em
frequéncia e comprimento), ora como particula (féton). Ambas sdo usadas para explicar
como o sistema visual responde a luz: para determinar a sensibilidade fética do sistema
visual (limiar minimo de deteccdo de luz) é usual falarmos em fétons. No entanto, quando se
discute a percepcao da cor, nos referimos a luz em termos de comprimento de onda,
medido em nan6metros (nm). Ainda segundo esse autor, somente radia¢Oes
eletromagnéticas com comprimento de onda situados nas regides entre 380 a 760 nm sao
visiveis ao olho humano, e essa sensibilidade é determinada pelos fotopigmentos presentes
nos fotorreceptores da retina em cada espécie. Conforme Bailes e Lucas (2010), a
sensibilidade espectral relaciona-se a resposta a luz de diferentes comprimentos de onda, e
depende da faixa de absor¢ao de cada fotopigmento.

Ap0s ser focada sobre a retina, a informagao luminosa é codificada em impulsos
elétricos, desencadeando a atividade neural que representara a imagem para o cérebro.
Esse processo € denominado transdugdo, e é realizado pelos fotorreceptores da retina,
cones e bastonetes. A luz mais intensa estimula as opsinas, os fotopigmentos dos cones,
responsdveis pela visdo diurna ou fotdpica, de alta acuidade visual e em cores. Ja os
bastonetes (cujo fotopigmento é a rodopsina) sdo os responsaveis pela visdo noturna ou
escotdpica, fornecendo uma imagem monocromatica (em gradac¢des de cinza) e com menor

acuidade visual (Mollon & Bowmaker 1992).
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A partir dos terminais sinapticos dos cones e bastonetes, os sinais elétricos sao
enviados para as células bipolares, horizontais e amdcrinas da retina, e destas para as células
ganglionares, cujos axbénios constituem o nervo éptico, via responsavel pelo trafego das
informacdes da retina para o cortex visual (Tovée 2008). Podemos observar a estrutura

interna da retina humana na Figura 1.

© =" Ji)

Luz

CELULAS CELULAS
AMACRINAS | HORIZONTAIS

CONES BASTONETES

CELULAS CELULAS BIPOLARES
GANGLIONARES

Figura 1: Estrutura interna da retina humana (Modificado de Dowling & Boycott 1966).

Segundo Dartnall e colaboradores (1983), nos seres humanos e em primatas do
Velho Mundo, existem trés classes de cones, e a sensibilidade fotéptica resulta da
estimulacdo combinada destas células. Os cones “S” possuem opsinas que detectam os
comprimentos de onda curtos da luz, com um pico de sensibilidade em torno de 437 nm, na
regido espectral correspondente a cor azul; cones “M” detectam comprimentos de onda
médios da luz, e suas opsinas possuem um pico de sensibilidade em torno de 535 nm, na
regido espectral da cor verde; ja as opsinas dos cones “L” detectam comprimentos de onda

longos da luz, com pico de sensibilidade em torno dos 570 nm, na regido espectral da cor
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vermelha; enquanto o pico de sensibilidade da rodopsina dos bastonetes situa-se na faixa
dos 507 nm (Aggelopoulos & Meissl 2000, Rea 2000).

Segundo Lucas e colaboradores (2012), inicialmente pensava-se que toda a
fotorrecepcao seria mediada por cones e bastonetes, jd que esses fotorreceptores eram
capazes de absorver a luz, transduzi-la em sinais neuroquimicos, e transporta-la através da
retina, cabendo as células ganglionares um papel coadjuvante nesse circuito, apenas
recebendo e transferindo as informagdes da retina ao cérebro ao longo de seus axonios.

No entanto, uma descoberta surpreendente mostrou que um pequeno grupo de
células ganglionares da retina era intrinsicamente fotossensivel, passando a ser denominado
de “células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da retina” (Provencio et al. 2000).
Essas células constituem menos de 2% da populagdo de células ganglionares da retina, e
contém como pigmento fotossensivel a melanopsina, uma opsina diferente da encontrada
nos cones, e cujo pico de absorcdo fica na regido espectral dos comprimentos de onda
curtos da luz azul, com Amax em torno de 480 nm (Berson, Dunn & Takao 2002; Hattar et al.
2002).

Estudos posteriores revelaram que as células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis dos mamiferos sao diversificadas, compreendendo, pelo menos, cinco
subtipos, que se projetam para distintas regides cerebrais, envolvidas em respostas visuais e
ndo visuais (Ecker et al. 2010, Schmidt & Kofuji 2009, Schmidt et al. 2011).

A primeira evidéncia de que as células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis atuavam no processamento visual partiu dos estudos de Dacey e
colaboradores (2005), que demonstraram que essas células se projetavam para o nucleo
geniculado lateral, um importante centro de ligagdo com o cortex visual. Adicionalmente,

novos estudos mostraram que as células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da
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retina combinam suas respostas féticas aos sinais derivados dos cones e bastonetes,
transmitindo-os a um subconjunto de alvos da retina no cérebro (Bailes & Lucas 2010; Ecker
et al. 2010; LeGates, Fernandez & Hattar 2014).

Assim, as células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis podem ndo apenas
detectar a luz, mas também conectar-se aos demais tipos celulares da retina externa,
recebendo sinapses dos cones e bastonetes através das células amacrinas e bipolares. Desse
modo, conforme explicam Belenky e colaboradores (2003), na retina intacta a resposta a luz
€ um composto de influéncias intrinsecas (a partir da melanopsina das células ganglionares
intrinsicamente fotossensiveis) e extrinsecas (pela acdo das opsinas - dos cones e rodopsina -
dos bastonetes).

Hoang e Yau (2010) explicam que a medida que o sistema visual dos mamiferos
foi sendo estudado, tornou-se evidente que as células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis da retina ndo formavam um grupo Unico e homogéneo. Atualmente, sabe-se
gue ha pelo menos cinco classes dessas células, que sdo distinguidas através de sua
ramificagcdo dendritica e campos receptores (Ecker et al. 2010; LeGates, Fernandez & Hattar
2014). Entre as classes mais estudadas estdo as células tipo 1, ou M1, que, apesar de ndo
serem muito numerosas, fornecem a maioria das fibras nervosas do trato retino-
hipotalamico, representando a principal via de informagdes foticas aos nucleos
supraquiasmaticos, e as células tipo 2, ou M2, que se projetam principalmente para o nucleo
olivar pré-tetal, area responsavel pelo reflexo pupilar a luz (Hattar et al. 2006; Schmidt &
Kofuji 2009). Desse modo, além de compor o nervo éptico, realizando a transferéncia das
informacdes visuais, as fibras nervosas das células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis também constituem o trato retino-hipotalamico, o mais importante elo entre

a retina e o sistema de temporizagao circadiana.
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Portanto, além da funcdo visual, os olhos dos mamiferos detectam a luz e
processam uma gama de respostas comportamentais e fisiolégicas independentes da visao.
Chamadas de respostas féticas ndo visuais, atividades como a secre¢do de hormoénios, a
temperatura corporal, o comportamento alimentar, a reproducdo, o sono e a vigilia, a
atividade e o repouso, entre outras, sdo coordenadas pelo sistema de temporizacdo
circadiana, que organiza cronologicamente os mecanismos regulatorios desses eventos no
organismo.

A alocacdo temporal dessas respostas comportamentais e fisioldgicas de forma
sincronizada as condigdes ambientais envolve a recepgao das pistas foticas ambientais pela
retina e a posterior transmissdo desses sinais ao nucleo supraquiasmatico (NSQ),
considerado o principal oscilador do sistema de temporizagao circadiana em mamiferos
(Moore 1993, 1999), e a principal via aferente desse sistema de temporizacdo é o trato
retino-hipotalamico, que comunica a retina diretamente aos NSQs. O trato retino-
hipotalamico é formado por fibras das células ganglionares que percorrem o nervo Optico,
cruzam-se no quiasma Optico e atingem bilateralmente os NSQs. Ja o trato geniculo-
hipotalamico é uma via secundaria e indireta, que liga a retina aos NSQs através do folheto
intergeniculado do complexo geniculado lateral do tdlamo (Moore 1993; 1999). H4 ainda
uma terceira via de ligagdo com o NSQ, a rafe-NSQ, que se origina no nucleo da rafe
mesencefalica e é considerada a via de entrada da informacdo ndo fotica aos NSQs, além de
modular a sincronizacdo fdtica (Cavalcante et al. 2006). Por sua vez, os nucleos
supraquiasmaticos enviam projegdes para células-alvo: neur6nios enddcrinos, neurdnios
autondmicos do nucleo para-ventricular do hipotalamo e também para osciladores
secundarios situados em outras areas cerebrais e em drgdos periféricos, tais como o figado,

rins, pulmdes e coracdo, entre outros (Challet & Pévet 2003).
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Uma das principais eferéncias do NSQ é sua conexao com a glandula pineal. A
pineal atua como um transdutor neuroenddcrino, recebendo informacdes da retina e dos
NSQ e liberando melatonina durante a noite. A melatonina é o hormonio que informa ao
organismo a duracdo do fotoperiodo, mediando a regulacdo de ritmos sazonais (como a
reprodugdo) e do ciclo vigilia-sono (Simmoneaux & Ribelayga 2003). Em animais diurnos e
noturnos, a sintese e os maiores niveis circulantes de melatonina ocorrem durante a fase de
escuro, e pulsos de luz suprimem a sintese e a secre¢do dessa substancia. Segundo Panda e
colaboradores (2003), essa supressdo seria uma resposta obtida através da acdo da
melanopsina das células ganglionares da retina, pois esses autores verificaram que
camundongos com cones e bastonetes ausentes nao tiveram a producdo de melatonina
interrompida pela luz. Adicionalmente, conforme mostram Hatori e Panda (2010), a
sensibilidade espectral para a supressao da melatonina ocorre em uma faixa distinta dos
valores dos pigmentos de cones e bastonetes, e ratos geneticamente cegos por degeneracao
dos cones e bastonetes, mas com as células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da
retina intactas ainda apresentavam essa resposta.

Assim, podemos compreender o sistema de temporizagao circadiana como um
sistema multioscilatdrio, onde as informacdes processadas no NSQ coordenam os drgaos
efetores ou o funcionamento de osciladores periféricos nos érgaos efetores, que, por sua
vez, podem retroalimentar o nucleo supraquiasmatico (Brandstaetter 2004).

A contribuicdo dos cones e bastonetes no mecanismo de sincronizagao foi
comprovada em varios estudos, como os realizados por Aggelopoulos e Meissl (2000). Esses
autores realizaram registros eletrofisiolégicos em neurbénios dos NSQs de ratos em
condi¢des fotdpicas e escotdpicas de iluminagao, e demonstraram que os neurénios do

nucleo supraquiasmatico apresentavam atividade elétrica nessas condigdes, em limiares
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espectrais correspondentes aos valores de sensibilidade maxima dos cones e bastonetes.
Segundo esses autores, tais achados sinalizam a convergéncia dos sinais de ambos os
fotorreceptores ao NSQ, caracterizando a participacdo dos cones e bastonetes no
mecanismo do foto arrastamento.

Em 2002, Panda e colaboradores, em um estudo realizado com camundongos
transgénicos que ndo produziam melanopsina, mostraram que mesmo na auséncia do
fotopigmento, os animais sincronizaram ao ciclo claro-escuro e entraram em livre-curso no
escuro constante, evidenciando a participagao dos cones e bastonetes no arrastamento do
ritmo de atividade dos animais. No entanto, esses autores destacam que os camundongos
exibiram respostas atenuadas aos pulsos de luz, alertando que, embora a melanopsina nao
seja fundamental para a promocado das respostas ndo visuais, desempenha um papel chave
no arrastamento circadiano. Resultados semelhantes foram encontrados por Ruby e
colaboradores (2002): esses autores, estudando camundongos knockout para o gene da
melanopsina, também perceberam que esta, apesar de ndo essencial para a recepc¢ao das
pistas fdticas pelo sistema circadiano, contribui significativamente para a magnitude das
respostas.

Além disso, estudos sobre a sincronizacdo da atividade locomotora em
camundongos transgénicos, realizados por Mrosovsky (2003) e Hattar e colaboradores
(2003), reforcaram a ideia de que cones e bastonetes contribuiam para promover respostas
tais como mudangas de fase, contragdo pupilar e foto arrastamento do ritmo de atividade
desses animais. Adicionalmente, nesse mesmo estudo, Hattar e colaboradores (2003),
utilizando camundongos com auséncia dos trés tipos de fotorreceptores (cones, bastonetes

e células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis), mas com as demais células da retina
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intactas, demonstraram que as demais classes de células da retina ndo participavam do
mecanismo de sincronizagao fotica.

Em 2005, os estudos desenvolvidos por Dacey e colaboradores demonstraram
que cones, bastonetes e células ganglionares da retina agiam conjuntamente para fornecer
ao NSQ os sinais necessarios ao processo de regulagdo circadiana e contragdo pupilar em
mamiferos. Mais tarde, Giler e colaboradores (2008), investigando a transmissdo das
informacdes fdticas entre os trés tipos de fotorreceptores, estudaram camundongos
geneticamente modificados, com as células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da
retina ausentes, e verificaram que os animais mantinham a visao, mas apresentavam
deficiéncia nos processos de foto arrastamento e contracdo pupilar, ocorrendo perda do
foto arrastamento apds a lesdao seletiva dessas células, e destacaram a importancia das
células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis para desencadear as respostas nao
visuais nessa espécie.

Portanto, cones e bastonetes operam em diferentes mecanismos da deteccdo de
luz para a visdo, mas também interferem no sistema de temporizacdo circadiana (Webb
2006; Dollet et al. 2010). Em sintese, conforme explica Altimus (2010), as células
ganglionares intrinsicamente fotossensiveis ndo sao os Unicos fotorreceptores envolvidos na
regulacdo circadiana, nem tampouco cones e bastonetes sdo fundamentais para a
sincronizacdo fética. Segundo esse autor, o processo de fotoarrastamento, os diferentes
fotorreceptores envolvidos e suas conexdes com a retina devem receber novas abordagens,
pois seus mecanismos de a¢do ainda ndo se encontram completamente elucidados.

Segundo Foster e Helfrich-Forster (2001), os requisitos sensoriais para o
fotoarrastamento circadiano ndo sdao fundamentalmente diferentes daqueles necessdrios a

formagao da visdao, pois a marcagao temporal didria esta relacionada a intensidade da luz
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ambiente (ou irradiancial), e é esse o pardmetro que define a magnitude das respostas do
sistema circadiano aos estimulos luminosos. E cones, bastonetes e células ganglionares da
retina contribuem em conjunto para codificar a variagao temporal da intensidade luminosa
no processo de arrastamento fético (Gller et al. 2008).

A sincronizacdo dos ritmos enddgenos aos ciclos ambientais pode ocorrer
através de dois processos distintos: o arrastamento e o mascaramento, e conforme explicam
Golombeck e Rosenstein (2010), ambos os mecanismos contribuem para a adaptacdo dos
organismos ao ambiente.

Aschoff (1960), explica que, no arrastamento, um estimulo ciclico age como
agente sincronizador ou “Zeitgeber”, influenciando os osciladores enddgenos, que se
ajustam ao ciclo ambiental, adiantando (se o periodo é menor do que 24 h) ou atrasando (se
possuir periodos superiores a 24 h) suas fases, e modificando a expressdo do ritmo. Essa
ordenacdo temporal de vias anatébmicas e mecanismos fisioldgicos favorece a exploragdo dos
diversos nichos ambientais, permitindo aos organismos antecipar mudancgas periddicas
(Roenneberg, Daan & Merrow 2003).

Conforme o tipo de estimulo fotico recebido pelo organismo (luz continua ou
pulsos de luz), distintas sdo as respostas originadas nos osciladores circadianos. Desse modo,
as respostas dos osciladores a pulsos de luz descontinuos caracterizam o modelo de
arrastamento discreto ou "nao paramétrico”, enquanto a exposi¢ao a luz de forma continua
promove o arrastamento continuo ou "paramétrico" (Aschoff 1960 e 1999; Pittendrigh
1960).

No modelo ndo paramétrico, as respostas obtidas com o uso da luz nem sempre
sdo semelhantes, e dependem da fase em que sdo aplicadas, pois em determinados

momentos, pulsos de luz sdo ineficazes em modificar a fase dos osciladores (ou seja, ndo

1Irradiancia: Fluxo de energia radiante que atinge determinada superficie. 20



geram uma resposta), e quando ha uma resposta, essa varia em fungao da fase. De um modo
geral, os organismos respondem aos estimulos luminosos da seguinte maneira: pulsos de luz
no final do dia subjetivo e no inicio da noite subjetiva promovem atrasos de fase, enquanto
pulsos de luz no final da noite subjetiva e no inicio do dia subjetivo promovem avancos de
fase (Carrier & Dumont 1995; Roenneberg & Merrow 2002). Tais respostas podem ser
verificadas através da construcdo de uma curva de resposta dependente de fase (CRF), que
representa graficamente o momento em que o pulso de luz pode induzir atrasos ou avangos
de fase, ou mesmo nenhuma mudanca, e pode ser utilizada para conhecer os mecanismos
de ajuste do periodo enddégeno ao zeitgeber ambiental, sendo uma das principais
ferramentas para o estudo da sensibilidade do sistema circadiano a luz no modelo nao
paramétrico (Roenneberg, Daan & Merrow 2003).

No modelo de arrastamento paramétrico, os ajustes das fases dos ritmos
bioldgicos pelas oscilagdes ambientais ocorrem por mudangas gradativas na velocidade do
NSQ através da acdo continua da luz sobre o sistema circadiano (Daan & Aschoff 2001).
Mesmo assim, as respostas obtidas no modelo paramétrico também dependem da fase em
que a luz é fornecida e parece haver um consenso de que, a sincronizagao, em ambiente
natural, ocorre pela agdo conjunta de ambos os mecanismos, o paramétrico e o nao
paramétrico (Aschoff 1999; Daan & Aschoff 2001; Marques et al. 2003).

Na sincronizagdo por mascaramento (Aschoff 1960), o estimulo ambiental atua
diretamente sobre a expressao do ritmo, sem que haja modificacdes no funcionamento do
oscilador bioldgico. Segundo Mrosovsky (1999), no mascaramento o organismo pode
responder ao estimulo sem que este seja ciclico, e, conforme explicam Marques &
Waterhouse (1994), esse mecanismo permite uma reacdo mais rdpida aos estimulos

externos, fornecendo uma resposta valiosa no escopo da prontidao biolégica, com a mesma
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importancia do arrastamento em determinar a relagdio de fase mais adequada a
sobrevivéncia. Além disso, 0 mascaramento ndo tem cardter antecipatério, e é denominado
positivo quando o estimulo intensifica a expressdo do ritmo, e negativo quando a expressao
ritmica é diminuida ou suprimida (Marques et al. 2003). No entanto, como as respostas a luz
e ao escuro diferem entre espécies diurnas e noturnas, Mrosovsky (1999) propds os
seguintes termos: mascaramento paradoxal positivo — para o aumento da atividade motora
promovido pela luz em espécies noturnas e pelo escuro em espécies diurnas, e
mascaramento paradoxal negativo — para a diminui¢ao na atividade motora provocada pela
luz em espécies diurnas e pelo escuro em espécies noturnas.

Ao investigar o efeito de pulsos de luz de 1h de duracdo sobre o ritmo de
atividade de hamsters Mesocricetus auratus, Redlin & Mrosovski (1999) relataram que
guando os pulsos de luz foram apresentados no inicio da noite, a atividade foi fortemente
suprimida (mascaramento), mesmo com intensidades bastante reduzidas (em torno de 1
lux). Além disso, os autores observaram que o efeito supressor da luz sobre o ritmo de
atividade dos animais foi maximo no horario coincidente ao inicio da fase ativa (entardecer),
e sugerem que este fato sinalize o valor adaptativo do mascaramento da atividade pela luz,
limitando o forrageamento as horas de escuro.

Em outro interessante estudo (Mrosovsky, Foster & Salmon 1999), ratos
mutantes (com degeneracdo da retina), receberam pulsos de luz (1h), com diferentes
intensidades de luz (500, 55, 9 e 2 lux), durante a fase ativa, e apresentaram mascaramento
negativo do ritmo de atividade locomotora a luz em comparagdo aos ratos do tipo selvagem.
Por outro lado, quando foram utilizados os pulsos de luz com a intensidade mais baixa (2 lux)
0os mutantes nao modificaram o ritmo de atividade, enquanto os ratos selvagens

apresentaram mascaramento positivo. Segundo os autores, tais resultados sugerem que os
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mecanismos de mascaramento positivo e negativo podem depender de processos sensoriais
e centrais diferentes.

Em uma recente revisao sobre o sistema de temporizagao circadiano e a saude
humana, Roenneberg & Merrow (2016) argumentam que, embora os osciladores bioldgicos
possam ser sincronizados a periodos de tempo maiores ou menores que o periodo
endégeno, os limites dessa sincronizacdo sdo estreitamente dependentes da for¢ca do
zeitgeber utilizado. Conforme os autores, assim como ocorre para a maioria das espécies
estudadas, a sincronizacdo em humanos resulta das relacdes entre a forca do zeitgeber e o
oscilador circadiano, e a resposta sincronizadora (seja por arrastamento ou mascaramento)
depende da forca que a pista temporal (zeitgeber) exerce sobre o ritmo, promovendo maior
ou menor acoplamento entre os osciladores e, consequentemente, gerando um ritmo mais
ou menos robusto.

N3o ha duvidas de que, para a maior parte dos mamiferos, o zeitgeber mais forte
é o ciclo claro-escuro (Roenneberg & Merrow 2002, 2016; Chang et al. 2011), mas a forca do
zeitgeber pode variar em fungdao da natureza do agente sincronizador ou conforme a espécie
considerada, e diferentes respostas podem ser observadas segundo as caracteristicas do
estimulo luminoso utilizado (intensidade, duragdo ou comprimento de onda da luz). Em
alguns primatas ndao-humanos, como o prossimio noturno Microcebus murinus e o primata
neotropical diurno, sagui (Callithrix jacchus), o aumento na intensidade da luz promove um
aumento do efeito sincronizador deste zeitgeber (Perret et al. 2010; Gongcalves 2015).

Em humanos, os efeitos da luz promovendo mascaramento sobre medidas de
alerta e desempenho foram demonstrados em estudos nos quais a exposicdo a intensidades
superiores a 100 lux elevou a excitabilidade fisiolégica, aumentando o alerta e minimizando

a sonoléncia (Crowley et al. 2007; Cajochen et al. 2000; Kaida et al. 2006). Outros trabalhos,
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mostraram que a luz azul foi mais eficaz que a verde em aumentar o estado de alerta,
diminuindo o tempo de reagao e apresentando maior excitagao eletro encefdlica em
comparacdo ao uso da luz verde (Lockley & Gooley 2006). Diversas pesquisas demonstraram
uma maior sensibilidade na supressdo da melatonina (Brainard et al. 2008; Cajochen et al.
2005) e no atraso de fase dos ritmos circadianos em humanos (Lockley, Brainard & Czeisler
2003) quando sdo utilizadas nos protocolos experimentais radiagdes luminosas com
comprimentos de onda curto, na regido espectral da luz azul, evidenciando a participagao
das células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da retina nessas respostas.

Adicionalmente, Cajochen et al. (2005) e Brainard et al. (2001), estudando
tratamentos de desordens circadianas humanas utilizando a luz, perceberam melhores
respostas com exposicdo a luz monocromatica azul do que quando utilizaram luz verde.
Segundo Gooley (2008), a eficacia desses tratamentos depende da irradiancia e duragdo do
estimulo luminoso, e esclarece que em laboratério, o uso de intensidades acima de 500 lux
promove saturacdo de respostas, tanto para mudanca de fase como para supressdao de
melatonina, quando precedidas de luz com baixa intensidade (inferior a 15 lux).

Os picos de sensibilidade dos fotopigmentos do sistema visual e ndo visual sdo
diferentes, e em decorréncia disso, percebe-se um aumento no nimero de estudos com
seres humanos e diferentes espécies animais que passaram a considerar também a
composicdo espectral da luz nos protocolos experimentais, buscando uma resposta mais
especifica sobre a participacdo de cada fotorreceptor no processo do fotoarrastamento,
além da compreensdo da sensibilidade espectral do sistema circadiano (Brainard et al., 2001;
Brainard et al. 2008; West et al. 2010; Warman et al. 2003; Revell et al. 2006).

Entre esses estudos, uma investigacdo sobre os efeitos dos diferentes

comprimentos de onda a exposigdes de curta duragao da luz monocromatica, verificou que a
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luz com os comprimentos de onda mais curtos é mais eficaz na supressao de melatonina em
humanos (Brainard et al. 2001). Igualmente, examinando-se os efeitos dos diferentes
comprimentos de onda da luz em promover avangos (Wright et al. 2004) e atrasos de fase
(Lockley et al. 2003) nos ritmos de secre¢do de melatonina em humanos, novamente a luz
com comprimento de onda curto foi mais eficiente para desencadear as respostas que a luz
com comprimento de onda longo. Além disso, nesse mesmo estudo, a luz monocromatica na
regido espectral do comprimento de onda curto, correspondendo a luz azul foi também
considerada mais eficaz que a luz fluorescente em promover mudancas de fase dos ritmos
circadianos.

O sagui (Callithrix jacchus) é um primata do Novo Mundo bastante utilizado em
estudos controlados, servindo como modelo experimental para o uso de farmacos, na
compreensdao do mecanismo de infec¢des e no estudo de disturbios psicolégicos ou
metabdlicos em humanos (Abbott et al. 2003; Nelson & Winslow 2009). Devido ao pequeno
tamanho, relagdo filogenética com o homem e facil adaptagao ao cativeiro, € um importante
modelo para a pesquisa cientifica, sendo estudado em grupos (Barbosa & Mota 2009; Mota,
Franci & Sousa 2006), pares reprodutivos (Barbosa & Mota 2004; Ziegler et al. 2005) ou
isolados (Ziegler et al. 2005; Rukstalis & French 2005; Cunha et al. 2006; Sasaki et al. 2009).
Apresentam um rico repertdrio comportamental, e diversos comportamentos apresentam
periodicidade circadiana, tais como: a catacdo (Menezes et al. 1994), a marcacdo de cheiro
(Nogueira et al. 2001), a proximidade, o contato (Sousa & Pontes 2008), e a atividade
motora (Erkert 1989; Menezes et al. 1993).

Em relagdo ao sistema visual, os primatas exibem uma elevada acuidade,

resultante de algumas caracteristicas presentes no grupo, como o grande tamanho dos
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olhos, o campo visual binocular e a alta densidade de fotorreceptores e células ganglionares
da retina (Provis et al. 2013).

A visdo tricromatica de cores é outra capacidade perceptiva muito importante
para a acuidade visual, e decorre diretamente das adaptacdes da retina. A maioria dos
mamiferos é dicromata, isto é, apresenta apenas dois tipos de cones, os curtos (S) e os
longos (L), com a sensibilidade para o comprimento de onda especifico de cada cone
determinado pelos genes das opsinas que levam a expressao seletiva do fotopigmento S ou L
dentro de cada segmento exterior do cone (Jacobs 1998; 2007).

No entanto, conforme explica Jacobs (2008), os primatas tém um tipo adicional
de cone (médio, M), possibilitando-lhes a visdo tricromatica. Assim, todos os macacos do
Velho Mundo sdo tricromatas, mas muitas espécies de macacos do Novo Mundo sdo
marcadas por polimorfismos genéticos que tornam alguns individuos dicromatas e outros
tricromatas (Mitchell & Leopold 2015). Segundo Jacobs (1998), a visdo tricromdtica para as
cores implica na presenca de multiplos fotopigmentos retinianos, para a exploracao das
inumeras fontes de informagao visual oferecidas pela natureza, além de uma organizagao
adequada do sistema nervoso, necessaria para processar tais informacoes.

Nos calitriquideos, a visdo das cores estd ligada ao sexo, com diferencas nos
fendtipos visuais: os machos sdo sempre dicromatas, enquanto as fémeas podem ser
dicromatas, quando possuem o gendtipo homozigoto, ou tricromatas, quando possuem o
gendtipo heterozigoto (Jacobs 2007).

Estudando a morfologia das células ganglionares da retina de saguis, Ghosh e
colaboradores (1996) explicaram que esse animal é um modelo interessante para a visdo em
primatas devido a boa acuidade visual, além de apresentar vias visuais muito semelhantes as

dos humanos e macacos do Velho Mundo. Em seu estudo, os autores ndo encontraram
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diferengas nos tipos de células ganglionares da retina entre saguis machos e fémeas, e
comentam que, assim como ocorre em outras espécies de macacos do Novo Mundo, que
também apresentam polimorfismo ligado ao sexo para a expressdao do gene responsavel
pela formagao dos fotopigmentos dos cones, a tricromacia ndao é acompanhada por
alteragdes morfoldgicas especificas nas células ganglionares. Esses achados estao de acordo
com estudos mais recentes, realizados por Fitzgibbon e colaboradores (2015), com machos e
fémeas de saguis, em que foi mostrado que ha pouca diferenca com relacao a idade, peso,
sexo ou entre os fenétipos dicromata e tricromata dos animais, e explicam que a morfologia
das células ganglionares da retina é praticamente indistinguivel entre os dois fenétipos.

Em outro experimento, também sobre a organizacdo do sistema visual desse
primata diurno, Ghosh e colaboradores (1997), estudaram as vias de acesso aos cones
sensiveis aos comprimentos de onda curto da luz (ou "cones azuis') na retina de saguis, e
observaram que as células ganglionares da retina dos saguis apresentavam morfologia,
tamanho e nivel de estratificagdo dendritica semelhantes as observadas nas retinas de
outros primatas e humanos, sugerindo que essa via visual seria primordial para a visao dos
primatas. Igualmente, Silveira e colaboradores (1999) realizaram uma analise comparada
entre a estrutura e as repostas fisioldgicas das células ganglionares da retina do macaco-
prego (Cebus apella) e do sagui (Callithrix jacchus), e ndo encontraram diferencas entre
individuos dicromaticos e tricromaticos, reforcando a hipdtese de que essas vias formam um
sistema filogeneticamente antigo, organizado de modo semelhante em primatas do Novo e
do Velho Mundo. A curva de absor¢do estimada para os fotorreceptores em saguis estd

representada na Figura 2.
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Figura 2: Faixa de absor¢do dos diferentes fotorreceptores em Callithrix jacchus (Fonte: Daniel M. A. Pessoa).

Para os saguis, assim como para a maioria dos animais diurnos, o ciclo claro-
escuro é um importante Zeitgeber (Erkert 1989), e os aspectos ecolégicos, comportamentais
e fisioldgicos dessa espécie tém sido bastante estudados (Sousa et al. 2006; Galvdo-Coelho
et al. 2008). Os saguis apresentam o inicio da fase ativa pouco antes do inicio do claro e o
final da atividade antes do inicio da fase de escuro, tanto em ambiente natural (Castro et al.
2003), em ciclo artificial - CE 12:12 (Erkert 1989), ou em condi¢des seminaturais (Menezes et
al. 1993; Moreira et al. 1991).

Nesses animais, a distribuicdo da atividade motora expressa um perfil bimodal,
caracterizado por dois picos, um pela manha e outro a tarde, com uma redugdo da atividade
em torno do meio dia, em cativeiro (Menezes et al. 1993), e em animais de vida livre (Castro
et al. 2003). Em condi¢des seminaturais, a fase ativa dos animais tem uma duragdo em torno

de 11 h (Menezes et al. 1993).
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Roenneberg & Merrow (2002) destacam que muitos estudos cronobiolégicos sdo
realizados sob a luz artificial, desprezando as variagbes na composicdo espectral e nas
intensidades da luz natural que ocorrem sazonalmente e ao longo do dia, sem considerar
gue a percepcao da luz pelos osciladores bioldgicos ndo ocorre em condi¢des constantes.
Esses autores enfatizam que para melhor compreender o mecanismo de foto sincronizagao
dos ritmos circadianos, todas as carateristicas da iluminag¢do natural devem ser observadas.

Além disso, Spoelstra e colaboradores (2016) explicam que, nas uUltimas décadas,
a iluminacgdo artificial noturna dos habitats naturais tém aumentado incessantemente, e os
estudos que avaliam o impacto da luz artificial em vdrias espécies na natureza ndo tém
levado em conta essas modificacdes. Segundo esses autores, deve-se pensar nas
consequéncias da iluminacao artificial sobre popula¢des e ecossistemas a longo prazo e a
recente chegada de lampadas LED no mercado possibilita o uso da iluminagdo com uma
composi¢ao espectral pensada para reduzir o impacto negativo da luz artificial.

A acdo da intensidade da luz sobre o ritmo de atividade motora em Callithrix
jacchus em laboratdrio foi caracterizada por Erkert (1989). Nesse estudo, Erkert submeteu os
animais a ciclos CE 12:12 com diferentes intensidades de iluminacdo (0,1 a 500 lux) e
evidenciou a natureza estritamente diurna dessa espécie, que despertava antes do acender
das luzes, mas iniciava sua atividade somente apds o inicio da iluminagao artificial, com uma
fase ativa de aproximadamente 11 h, e apresentando diferenga de angulo de fase positiva
entre o inicio da fase ativa e o inicio da fase de claro. No mesmo trabalho, buscando
caracterizar o periodo endégeno dessa espécie, Erkert manteve os animais em claro
constante experimentando varias intensidades de luz (0,1 a 500 lux) e observou que o

periodo circadiano dos saguis (23,2 + 0,3h) ndo diferiu entre machos e fémeas ou entre as
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intensidades da luz, mas variou em funcdo da idade dos animais e da duracdo do
experimento.

Em um estudo anterior com saguis (Lampert, Azevedo & Menezes 2011),
testamos o efeito de diferentes intensidades de luz fluorescente na fase de claro (10, 100,
200 e 500 lux) sobre os ritmos de atividade motora e catacdo em quatro machos adultos, e
observamos a ocorréncia de mascaramento paradoxal positivo, caracterizado pelo aumento
na atividade motora dos animais em 10 lux.

Em outro trabalho com essa mesma espécie, Wechselberger & Erkert (1994)
observaram que os efeitos de mudanca de fase promovidos por pulsos de luz de 1h (1.100
lux) no sistema circadiano de saguis mantidos em claro constante é similar ao observado nos
ritmos de outros mamiferos diurnos, em que pulsos de luz no final do dia subjetivo e no
inicio da noite subjetiva promovem atrasos, enquanto pulsos de luz no final da noite
subjetiva e no inicio do dia subjetivo promovem avangos de fase.

Em um elegante trabalho com saguis cegos, Silva e colaboradores (2005)
mantiveram os animais sob ciclo CE 12:12 (intensidade de 150 lux na fase de claro e 1 lux na
fase de escuro) durante 14 dias e entdo atrasaram o inicio da fase de claro em seis horas.
Trés semanas depois, anteciparam o acender das luzes novamente em seis horas,
retornando ao ciclo CE original por trés semanas e finalmente submeteram os animais ao CC
por 4 semanas. Os autores perceberam que o0s saguis cegos sincronizaram aos ciclos
propostos, com um padrao de atividade semelhante aos registros dos animais ndo cegos,
apesar de expressarem um padrdo bimodal menos proeminente e uma fase ativa mais curta.
Durante o claro constante, o tau dos saguis cegos foi de 23,2 horas, enquanto os animais
nao cegos tiveram um tau de 23,6 horas. Segundo os autores, o tau mais curto nos animais

cegos poderia ser explicado por sua fase ativa menor, com consequente diminuigao do
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mecanismo de realimentacdo da atividade para o sistema circadiano, ou ainda pela
participagdo dos fotorreceptores classicos (cones e bastonetes) na geragdo dos ritmos
circadianos em livre-curso. Nesse estudo, os autores sugeriram que a perda dos bastonetes e
cones nos animais cegos exerceria um impacto sobre a natureza da informagdo da luz que
atinge o NSQ nesses primatas, pois o arrastamento fético ficaria restrito a agao das células
ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da retina desses animais.

Adicionalmente, Gongalves e colaboradores (2009), estudando a influéncia da
auto selec¢do a luz no ritmo circadiano de atividade motora de machos adultos de Callithrix
jacchus, em ciclo CE 12/12 (intensidade luminosa de 350 lux na fase de claro e 2 lux na fase
de escuro), e sob claro constante (350 lux) relataram que a exposi¢do for¢ada a luz (animais
mantidos em gaiolas sem caixa-ninho) prolongou a duragdo da fase ativa dos animais nas
duas condigdes. Além disso, os autores sugerem que embora a exposi¢cdo forgada a luz
induza a um acentuado mascaramento, o arrastamento também é afetado, concluindo que
esses mecanismos podem ter acdes complementares no controle da sincronizacdo fética
nessa espécie.

As caracteristicas espectrais da luz também foram consideradas em um estudo
sobre o mecanismo de sincroniza¢do do prossimio noturno Microcebus murinus, no qual
Perret e colaboradores (2010) avaliaram o efeito dos comprimentos de onda da luz (400 a
610 nm) e da intensidade de iluminacdo (6, 13, 45 e 320 nmol.m™.s) sobre a sincronizac¢io
do ritmo circadiano de atividade e repouso, e verificaram que o comprimento de onda
médio foi mais eficiente em promover a sincroniza¢do que os comprimentos de onda curto e
longo da luz, ndo coincidindo com o pico de sensibilidade da melanopsina. Ainda nesse
estudo, os autores observaram um avanco de fase no inicio da atividade sincronizado ao

apagar das luzes em duas das intensidades testadas (13 e 45 nmol.m2.s) e perceberam que
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a sincronizagdo do ritmo de atividade-repouso em Microcebus murinus aumentou com a
intensidade da luz. A partir destes resultados, Perret e colaboradores sugerem que
particularmente os cones M/L estariam envolvidos no arrastamento fético do ritmo
circadiano de atividade desse primata noturno.

Em um estudo com esse mesmo primata, Gomez e colaboradores (2012)
investigaram os efeitos do envelhecimento sobre a sincronizagao do ritmo circadiano de
atividade e repouso e as bases fisioldgicas do mecanismo de fotorrecepgao da luz. Utilizando
um protocolo que testou diferentes comprimentos de onda em vdrias intensidades de luz,
esses autores perceberam que o envelhecimento afetou o fotoarrastamento, diminuindo a
sensibilidade a luz e modificando os ritmos de atividade e temperatura corporal. Os autores
observaram também que, diferente do observado em individuos adultos, nos animais idosos
os comprimentos de onda curtos (430 nm) foram mais eficientes em promover a
sincronizacdo da atividade do que comprimentos de onda longos (540 nm) e observaram
ainda respostas distintas ao amanhecer e entardecer, sugerindo a necessidade de
investigacdes complementares.

A partir da revisdo da literatura, percebemos que estudos cronobioldgicos com
saguis em cativeiro utilizam exclusivamente medi¢des da intensidade para quantificar a luz,
sem abranger as caracteristicas espectrais correspondentes aos diferentes fotorreceptores
(Erkert 1989; Lampert, Azevedo & Menezes 2011), e ndo ha estudos analisando as respostas
desse primata diurno aos diferentes comprimentos de onda da luz.

Segundo Duffy & Wright (2005), o fotoarrastamento circadiano depende de uma
complexa interagao entre pigmentos, informagdo luminosa e células fotorreceptoras, e a
compreensdo desse processo requer que as caracteristicas espectrais da luz sejam

consideradas em protocolos experimentais utilizando iluminagao artificial.
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Assim, estudar os efeitos de diferentes comprimentos de onda da luz sobre o
ritmo de atividade de primatas pode fornecer novos subsidios para a compreensao do modo
de acdo da luz sobre o sistema de temporizagdo circadiana. O conhecimento das respostas
obtidas através do uso de diferentes comprimentos de onda e variagdes na intensidade da
luz sobre o ritmo circadiano da atividade locomotora em Callithrix jacchus, pode auxiliar a
compreensao do modo como cones, bastonetes e células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis da retina participam no processo de regulagdo da ritmicidade em primatas
diurnos, ampliando o conhecimento sobre o sistema de temporizacdo nessa espécie e

contribuindo para as condigdes de manutengao desses animais em cativeiro.
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2. OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito do comprimento de onda e intensidade da luz sobre o ritmo

circadiano de atividade motora em saguis (Callithrix jacchus) adultos.

2.1 -OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar as diferengas de angulo de fase do inicio da fase ativa em relagdo ao
inicio da fase de claro, e do fim da fase ativa em relagao ao fim da fase de claro, entre os dois
comprimentos de onda e em relagdao ao controle.

- Comparar a duragdo da fase ativa e o total de atividade didria dos animais entre
os dois comprimentos de onda e em relagao ao controle.

- Comparar as diferengas dos angulos de fase do inicio e fim da fase ativa em
relagao ao inicio e fim da fase de claro entre as diferentes intensidades de luz em cada
comprimento de onda.

- Comparar a duragdo da fase ativa e o total de atividade didria dos animais entre

as diferentes intensidades de luz em cada comprimento de onda.
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3. HIPOTESES E PREDICOES

H1: Os parGmetros do ritmo circadiano de atividade motora de saguis
mantidos em ciclo claro escuro modificam-se em funcdo dos diferentes

comprimentos de onda utilizados na fase de claro.

v' P1: As diferencas de dngulos de fase entre o inicio da fase ativa e o acender das luzes, e entre
o final da fase ativa e o apagar das luzes serdo mais estdveis sob a luz azul e mais instdveis

sob a luz vermelha em relagdo ao observado na condigéo controle.

H2: Os par@metros do ritmo circadiano de atividade motora em saguis
mantidos em ciclo claro escuro modificam-se em funcdo das diferentes

intensidades dos comprimentos de onda utilizados na fase de claro.

v' P1: As diferencas de dngulos de fase entre o inicio da fase ativa e o acender das luzes, e entre
o final da fase ativa e o apagar das luzes, e a duragcdo da fase ativa ndo apresentaréo

diferencgas entre as intensidades de 200 e 100 lux, dentro do mesmo comprimento de onda.

v' P2: As diferencas de dngulos de fase entre o inicio da fase ativa e o acender das luzes, e entre
o final da fase ativa e o apagar das luzes serdo mais instdveis em 10 lux, dentro do mesmo

comprimento de onda.

v' P3: Haverd uma diminuicdo na duracdo da fase ativa em 10 lux, dentro do mesmo

comprimento de onda.

H3: A expressdo da periodicidade circadiana do ritmo de atividade motora

dos saguis varia entre os diferentes comprimentos de onda da luz.
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v' P1: Haverd um aumento na poténcia espectral do ritmo circadiano de atividade dos saguis
em CC durante o uso da luz azul e redu¢do da poténcia espectral durante o uso da luz

vermelha em rela¢do ao observado na condigdo controle.
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4. METODOLOGIA

4.1 -SUJEITO EXPERIMENTAL

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRN

(protocolo n° 052/2012 — ANEXO 01).

Nesse experimento, foram utilizados dezessete machos adultos de saguis

(Callithrix jacchus), provenientes do Nucleo de Primatologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Norte, todos nascidos em cativeiro. As caracteristicas dos animais estdao descritas

no Quadro 01.

Quadro 01: Identificagao dos animais estudados.

ANIMAIS

DATA DE
NASCIMENTO

PARTICIPACAO

IDADE NO INiCIO
DO
EXPERIMENTO

Jerdnimo (n° 1107)
Amaro (n° 1159)
Jauro (n° 1065)
Felinto (n° 1087)
Opus (n° 1097)
Genilson (n°1117)
Opache (n° 1113)

Otelo (n°1111)
Oboé (n° 1167)
Cody (n° 1185)
Francil (n° 1157)
Ari (n° 1103)
FlocGo (n° 1105)
Ravi (n° 1135)
Otelo (n° 1163)
Max (n°® 1243)

Augusto (n° 1089)

29/11/2008
08/12/2009
27/04/2008
18/03/2008
03/05/2008
11/02/2009
16/01/2009
06/11/2008
07/02/2010
26/01/2011
15/11/2009
03/10/2008
22/11/2008
05/05/2009
19/12/2009
03/04/2011
24/03/2008

Experimento 1
Experimento 1
Experimento 1
Experimento 1
Experimento 1
Repeticdo do Exp.
Repeticdo do Exp.
Repeticdo do Exp.
Repeticdo do Exp.
Repeticdo do Exp.
Repeticdo do Exp.
Experimento 2
Experimento 2
Experimento 2
Experimento 2
Experimento 2
Experimento 2

_ ke a

5 anos
4 anos
5 anos
5 anos
5 anos
5 anos
5 anos
5,5 anos
4 anos
3,5 anos
5 anos
6 anos
6 anos
5 anos
5 anos
3,5 anos
6 anos
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Todos os animais selecionados passaram por uma avaliagao veterindria e
receberam suplementagao vitaminica antes, durante e apds o término do experimento.

Foram considerados como critérios de inclusdao para esse estudo: ser macho, nao
ter mais de sete anos na data do inicio do experimento, estar sauddvel, ndo estar inserido

em um grupo familiar - para evitar o estresse da separag¢do do grupo.

4.2 — AVALIACAO VISUAL

Além dos critérios de inclusdo citados anteriormente, todos os saguis foram
testados quanto a capacidade visual no inicio do experimento. Para tanto, elaboramos um
teste simples, para o qual confeccionamos um artefato que consistia em um fio de nylon
com uma pequena esfera de plastico transparente presa na ponta. Esse instrumento era
colocado proximo aos animais, que imediatamente tentavam pega-lo. Os intervalos de
tempo para o animal perceber (1) e manipular (2) o artefato eram cronometrados. A partir
dessa observagdo, os animais seriam considerados visualmente aptos ou ndao para a
realizagdo do experimento. Definimos como critério de exclusao, o animal que apresentasse
um intervalo de tempo igual ou superior a 3 s (para perceber) e 30 s (para manipular) o
objeto. Todos os animais foram considerados visualmente aptos, apresentando intervalos

médios de 1,2 s (para perceber) e 16 s (para manipular) o objeto.

4.3 - CONDICOES DE MANUTENCAO

Os animais foram mantidos em duas salas experimentais do laboratério do

Nucleo de Primatologia da UFRN durante todo o experimento, em gaiolas isoladas, sem
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contato visual, mas com contato acustico e olfativo entre si. As condicdes de temperatura
(25,5+ 0,9° C) e umidade relativa (68,3 + 12%) foram mantidas ao longo das diferentes
condicbes experimentais, utilizando-se um aparelho de ar condicionado (modelo Split) e um
exaustor de ar, acionado em intervalos irregulares.

As gaiolas utilizadas sdao construidas em malha de ferro e mediam 74 X 60 X 89
cm. Houve um cuidado com o enriquecimento ambiental das mesmas, e todas receberam
varios poleiros, rede, cordas, caixa-ninho de plastico, bebedouro e um recipiente plastico

para colocacdo de reforgo alimentar (Figura 3).

Sensor Infravermelho

11
T
/i W

T 1148
1t

mani

Foto: Rosane Lampert Dias

Figura 3: Gaiola utilizada no experimento.

A agua, uvas-passa e racdo (Zoomed, para pequenos primatas) estiveram
disponiveis ad libitum. Além disso, foram fornecidos outros itens alimentares duas vezes ao
dia, em horarios irregulares, ao longo da fase de claro. No inicio da fase ativa era fornecida

uma papa composta de leite, ovos cozidos, pao e banana, enriquecida trés vezes por semana
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com vitaminas (D e complexo B), aminodcidos e glicose (foi utilizado o suplemento alimentar
Glicopan Pet e a vitamina Aderogil). Apés a remocdo dos restos da papa e ainda na fase de
claro, os animais recebiam frutas, frango cozido e ovos ou legumes cozidos (conforme o
cardapio semanal elaborado pela veterindria do Nucleo de Primatologia), além de uma
suplementacdo semanal de insetos (Tenebrio molitor).

O horario para introdugao da primeira refeigdo matutina variava entre 07:00 -
09:00 h. Entre 12:00 e 15:00 h, os residuos alimentares da primeira refeicdo eram retirados,
sendo fornecida a segunda refeicdo, cujos restos s6 eram removidos no dia seguinte,

durante a colocagdo da primeira alimentagao.

4.4 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para verificar o efeito dos comprimentos de onda da luz sobre o RCA em saguis,
submetemos os animais ao Experimento 01, utilizando um ciclo claro/escuro (CE) 12:12,
com luzes acendendo as 06:00 e desligando as 18:00 h. Nesse experimento, durante a fase

de claro, os animais foram expostos a trés diferentes tipos de luz:

1) LUz POLICROMATICA FLUORESCENTE — por ser o tipo de iluminagdo
tradicionalmente utilizada em estudos cronobioldgicos com saguis mantidos
em cativeiro com iluminagao artificial, e por isso usada como controle em
nosso estudo.

2) LEDS AzUIS - luz com comprimento de onda curto (na faixa espectral da luz
azul).

3) LEDS VERMELHAS - luz com comprimento de onda longo (na faixa

espectral da luz vermelha).
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Adicionalmente, para avaliar o efeito da intensidade da luz em cada
comprimento de onda, promovemos mudangas de intensidade da luz durante a fase de claro
(200, 100 e 10 lux), a cada 15 dias. Durante a fase de escuro, utilizamos, em todas as
condigdes experimentais, uma iluminagdo reduzida (em torno de 2 lux), para evitar o escuro
absoluto (uma pequena lampada da marca OSRAM, tipo vela, com luz amarela
incandescente e poténcia de 7 watts). Ao final de cada etapa em CE, os animais
permaneceram por 30 dias em claro constante (CC), na intensidade de 10 lux, para
verificarmos os mecanismos de sincronizagao utilizados pelos animais durante a condigdo de
iluminagdo prévia (a transicdao entre as condi¢des de CE para CC foi realizada através do
prolongamento da fase de claro) e avaliarmos o periodo endégeno. Antes de cada mudanga
no tipo de iluminagdo utilizada, os animais passavam por um intervalo de 15 dias em CE (200
lux/2lux) com a iluminagdo controle (fluorescente).

Iniciamos este estudo com 05 animais, mas um sagui veio a dbito durante a
execucdo do experimento, e para ampliar o tamanho da amostra, repetimos o protocolo
experimental com mais 06 machos. Assim, tivemos um total de 10 animais para a analise de
dados do Experimento 01. Na repeti¢cao, a condicdo em CC foi de apenas 10 dias, para
reduzir a permanéncia dos animais no laboratério. O protocolo experimental do

Experimento 01 estd representado no Quadro 2.
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Quadro 02- Etapas do experimento 1:

Ciclo Intensidade Lampada Duragao
CE12:12 200 lux Fluorescente 15 dias
CE12:12 100 lux Fluorescente 15 dias
CONTROLE CE 12:12 10 lux Fluorescente 15 dias
CcC 10 lux Fluorescente 30/10* dias

Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente

Ciclo Intensidade Lampada Duragao
CE12:12 200 lux LED Azul 15 dias
CE12:12 100 lux LED Azul 15 dias
ETAPA AZUL CE12:12 10 lux LED Azul 15 dias
CcC 10 lux LED Azul 30/10* dias

Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente

Ciclo Intensidade Lampada Duragao
CE12:12 200 lux LED Vermelha 15 dias
CE12:12 100 lux LED Vermelha 15 dias
ETAPA CE12:12 10 lux LED Vermelha 15 dias
VERMELHA CC 10 lux LED Vermelha 30/10* dias

Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente

*Na repeticdo do protocolo experimental do Experimento 1, o nimero de dias em claro constante
foi reduzido de 30 para 10.

Em seguida, submetemos os animais ao Experimento 02, que teve inicio com um
ciclo CE 12:12 (luzes acendendo as 06:00 e desligando as 18:00 h), com duracdo de 10 dias, e
o uso dos trés diferentes tipos de iluminacdo (fluorescente- controle, azul e vermelho).

Nesse experimento, utilizamos uma Unica intensidade de iluminacdo durante a
fase de claro (200 lux) e fase de escuro (< 2 lux). Ao final da etapa em CE 12:12, os animais
foram mantidos em CC (intensidade de 200 lux) por 30 dias, para verificar o efeito dos
diferentes comprimentos de onda sobre a expressdo do ritmo em livre-curso (a transicao
entre CE e CC foi realizada através do prolongamento da fase de claro). Entre os diferentes

comprimentos de onda utilizados, os animais passavam por um intervalo de 15 dias em CE
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(200 lux/<2lux) com a luz controle. Este segundo experimento foi feito com 06 animais. O

Experimento 02 estd representado no Quadro 3.

Quadro 03- Etapas do experimento 2:

Ciclo Intensidade Lampada Duragao
CE 12:12 200 lux Fluorescente 10 dias
CcC 200 lux Fluorescente 30 dias
CONTROLE
Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente
Ciclo Intensidade Lampada Duragao
CE 12:12 200 lux LED Azul 10 dias
ETAPA AZUL CcC 200 lux LED Azul 30 dias
Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente
Ciclo de Intensidade Lampada Duragao
CE12:12 200 lux LED Vermelha 10 dias
ETAPA CC 200 lux LED Vermelha 30 dias
VERMELHA

Intervalo — 15 dias CE 200 lux — Fluorescente

Antes do inicio da coleta de dados, em ambos os experimentos, houve uma fase
de 10 dias de adaptacdo dos animais as condicdes da sala. Os dados coletados neste
intervalo ndo foram utilizados. Além disso, nenhum animal foi reutilizado no decorrer dos
experimentos.

O comprimento de onda emitido pelas ldmpadas utilizadas foi medido com um
espectrometro (Fiber Optic Spectrometer USB4000 UV-VIS, Ocean Optics, Inc.- USA) com o

uso do programa Spectra Suite (Ocean Optics, Inc.- USA), e esta representado na Figura 4.
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Figura 4: Irradiancia das lampadas utilizadas no experimento.

Além disso, estimamos também a captacdo fética (quantidade de luz absorvida
por cada fotorreceptor) dos saguis. Para obtermos essa estimativa, utilizamos as medidas de
irradiancia de cada tipo de lampada (fluorescente, LED azul e LED vermelha), nas trés
intensidades utilizadas no experimento - medidas obtidas com o espectrémetro Fiber Optic
Spectrometer USB4000 UV-VIS, Ocean Optics, Inc.- USA (ver Figura 4). Em seguida, com base
nos picos de captacdo descritos na literatura para os trés tipos de fotorreceptores,
estimamos a captacdo fética dos animais, através do programa Spectra Suite (Ocean Optics,
Inc.- USA). A captacdo fdtica estimada para os saguis, a partir das lampadas e intensidades
de iluminacdo utilizadas neste experimento esta representada na Figura 5 (A, B e C). A barra
preta apds cada conjunto de fotorreceptores representa a luz percebida pelo sistema visual

dos animais (somatorio das captacdes foticas dos cones S-azuis, M-verdes e L-vermelhos).
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Figura 5: Captacdo fdtica estimada conforme as lampadas e intensidades utilizadas no experimento. A:
captagdo fética com lampadas fluorescentes em 10, 100 e 200 lux; B: captagdo fética com LEDs azuis em 10,
100 e 200 lux e C: captagao fética com LEDs vermelhas em 10, 100 e 200 lux.
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A intensidade da iluminagdo incidente sobre os animais em cada etapa
experimental (200, 100 e 10 lux), foi medida com um luximetro digital (Modelo MLM 1011,
Minipa Eletronics USA Inc.) em diferentes pontos da gaiola (entrada da caixa-ninho, piso da
gaiola, centro e teto), e utilizou-se como valor de referéncia a média dessas medidas em

cada gaiola. As lampadas utilizadas nesse estudo estdo identificadas no Quadro 04.

Quadro 04: Caracterizagdo do sistema de iluminagao.

COR BRANCA AzZUL VERMELHA
TIPO DE LAMPADA Fluorescente LED LED
FABRICANTE OSRAM LLUM LLUM
POTENCIA 10w 3w 3w
COMPRIMENTOS DE
ONDA Banda larga Amax 463 nm  Amax 631 nm
EMITIDOS

4.5-COLETA DOS DADOS

A coleta dos dados da atividade dos animais foi realizada através de sensores de
movimento (Passivo por infravermelho, modelo residencial), instalados sobre as gaiolas.
Esses sensores permitiam o registro continuo da atividade motora dos animais. Os sensores
foram conectados a uma placa de aquisicdo de dados (IUSBDAQ - U120816, HYTEK
Automation, Inc. — Ontario, Canada) que transmitia continuamente os registros dos sensores
a um computador.

Por meio do programa SAP - Sistema de Acionamento Programado,

desenvolvido pelo professor Marconi Camara Rodrigues no Laboratério de Neurobiologia e
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Ritmicidade Bioldgica (LNRB/UFRN), para a plataforma Windows, os dados eram
contabilizados a cada segundo e armazenados em intervalos de 5 minutos, gerando séries
temporais que foram analisadas através do programa EL TEMPS (A. Diez-Noguera,
Universitat de Barcelona, Barcelona, 1999). Os horarios de acender e apagar as luzes

também foram controlados pelo programa SAP.

4.6 - ANALISE DOS DADOS

As séries temporais obtidas foram submetidas ao programa E/ Temps® (Antoni

Diez-Noguera, Universitat de Barcelona, http://www.el-temps.com — Copyright©1999) para a

construgdo de actogramas e para o calculo do periodo endégeno, que foi realizado através
do Periodograma Lomb-Scargle. Além de calcular os valores do periodo endégeno (“tau” ou
), o periodograma fornece os dados da poténcia espectral do ritmo, que é um indicativo da
robustez dos periodos expressos nas condi¢cdes de CE (T) e CC (t).

Foram avaliados os seguintes pardmetros do ritmo circadiano de atividade
motora dos saguis: (a) inicio e (b) fim da fase ativa - os horarios de inicio e fim da fase ativa
foram obtidos através do Two flanks (El temps®), (c) duracdo da fase ativa (a), obtida pela
diferenca entre o fim e o inicio da fase ativa, (d) diferenca do angulo de fase (), calculado
entre o acender das luzes e o inicio da fase ativa (i) e entre o apagar das luzes e o fim da
fase ativa (5). Analisamos ainda o total didrio da atividade, correspondente a totalizacdo da
atividade ao longo das 24h, em cada etapa.

Além disso, procuramos identificar os mecanismos de sincronizagao do ritmo de
atividade motora utilizados pelos animais nos diferentes comprimentos de onda.

Consideramos sincronizagao por arrastamento quando os animais iniciaram o livre-curso na
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condigdo CC em fase determinada pelo ritmo sincronizado ao ciclo CE anterior, e
consideramos sincronizagdao por mascaramento, quando os animais entravam em livre-curso
em fase diferente (Moore-Ede et al. 1982, Daan & Aschoff, 2001), apesar destes mecanismos
ndo serem, necessariamente, exclusivos.

As andlises foram feitas utilizando-se o programa STATISTICA 7 (Statsoft, South
America) com nivel de significancia de 5%. Em todas as analises, os testes utilizados foram a
ANOVA de medidas repetidas e, quando observada significancia, o pds-teste de Tukey.

A seguir, descrevemos detalhadamente as andlises realizadas:

4.6.1 — ANALISE 1 — ANIMAIS EM CICLO CE

Inicialmente, comparamos os dados obtidos entre o Experimento 1 (n=4) e a
Repeticdo do protocolo do experimento 1 (n=6). Como os resultados ndo diferiram entre os
dois experimentos, os dados foram agrupados sob a denominacdo “Experimento 1” (n=10
animais). A seguir, avaliamos os parametros do RCA dos saguis para verificar os efeitos dos
comprimentos de onda e das diferentes intensidades da luz em cada comprimento de onda
em relagdo ao controle. Avaliamos: a diferenga de angulo de fase para o inicio da fase ativa
em relagao ao acender das luzes e a diferenga de angulo de fase para o fim da fase ativa em
relacdo ao apagar das luzes, a duracao da fase ativa e o total de atividade diaria.

Posteriormente avaliamos também o efeito da duragdo dos experimentos, para
determinar se essa varidvel afetaria os pardmetros do RCA nos saguis. Comparamos o0s
resultados do Experimento 01 (protocolo mais longo) e do Experimento 02 (protocolo mais
curto), utilizando um recorte de 10 dias em cada experimento. Os parametros avaliados
foram: a diferenga de angulo de fase para o inicio e o final da fase ativa em relagao ao

acender e ao apagar das luzes, a duragao da fase ativa e o total de atividade diadria dos

48



animais, em ciclo CE 12:12 (200/ < 2 lux), com as luzes fluorescente (controle), azul e

vermelho.

4.6.2 — ANALISE 2 — ANIMAIS EM CE/CC

Utilizamos os dados dos Experimentos 1 e 2 (n=16), para avaliar o efeito dos
comprimentos de onda sobre os parametros do RCA e sobre os mecanismos de
sincronizagao dos saguis. No Experimento 2, os saguis foram mantidos em claro constante
por 30 dias, mas devido a falhas no fornecimento de energia, somente os primeiros 10 dias
nessa condigdo foram utilizados nas analises os dados.

Comparamos os dados de 10 dias em CE (luzes: controle, azul e vermelho) com
duas intensidades de luz (200 e 10 lux) na fase de claro e em seguida analisamos os dados
dos animais por 10 dias em CC, com as mesmas luzes e intensidades usadas no ciclo CE. Os

parametros avaliados foram o periodo e a poténcia do ritmo durante as condigdes CE e CC.
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5. RESULTADOS

5.1 — ANALISE VISUAL DOS PERFIS CIRCADIANOS DE ATIVIDADE DO

EXPERIMENTO 1E DA REPETICAO DO EXPERIMENTO 1

A analise visual dos perfis circadianos de atividade dos animais submetidos aos
diferentes ciclos de iluminagdo do Experimento 1 e da Repetigdo do Experimento 1 (Figuras
6 a 10), evidenciam que os saguis sincronizaram ao CE com padrdo de atividade
principalmente diurno, mas ndo responderam igualmente aos diferentes esquemas de
iluminagdo, apresentando variagdes na duragao da fase ativa, na distribuicdo didria da
atividade e nos mecanismos de sincronizagao e ressincronizagao durante as diferentes
etapas experimentais.

Em relacdo aos mecanismos de sincronizacdao do RCA, durante o Experimento 1,
observamos que os saguis 1107 e 1159 estavam sincronizados por arrastamento ao ciclo CE
fluorescente, pois iniciaram o livre-curso em fase determinada pelo ritmo sincronizado em
CE. No entanto, percebemos a ocorréncia de mascaramento também, pois os animais 1065 e
1087 apresentam uma mudanga de fase abrupta, iniciando a atividade mais cedo e
encerrando a atividade mais tarde no primeiro dia em CC. Entre os animais da Repeticdo,
durante o CE controle, observamos sincronizagdo por mascaramento (animais 1117 e 1113)
e arrastamento (animais 1163, 1167, 1185 e 1157).

Durante o CC controle do Experimento 1, os saguis 1107, 1159 e 1065 entraram
em livre-curso apresentando periodo menor do que 24h, mas o animal 1087 apresentou
modificacdes na expressdo do ritmo. Algumas destas modificacbes ocorreram apds uma
falha no fornecimento de energia elétrica ocorrida no laboratério durante esta etapa (dia

24/12/13, sinalizado com * nos actogramas). No CC controle da Repeticdo, os seis animais
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entraram em livre-curso com periodo menor que 24h. No ultimo dia na condigao CC do
controle, houve uma falha no fornecimento de energia elétrica no Nucleo de Primatologia
(dia 28/09/14 sinalizado com * nos actogramas), afetando o final do livre-curso dos saguis.

Na ressincronizagdao ao CE controle, verificamos a presenga de transientes nos
animais 1159 e 1065 no Experimento 1, e nos animais 1117, 1113 e 1185, na Repeticao,
enquanto os demais ressincronizaram abruptamente, caracterizando mascaramento do
ritmo de atividade pela luz.

Durante o ciclo CE com a luz azul, na Repeticao do Experimento 1, todos os
animais apresentaram instabilidade no inicio da atividade, caracterizada por pequenos
momentos de atividade anteriores ao inicio da fase ativa, e que pode indicar uma
sincronizagao mais fraca dos animais nesta condigdo experimental (Figuras 8 a 10).

Durante o CC com a luz azul, no Experimento 1 (Figuras 6 e 7), apenas os animais
1159 e 1065 entraram em livre-curso, enquanto os animais 1107 e 1087 foram afetados
pelas faltas de energia ocorridas no laboratério, interrompendo a expressao do ritmo em
livre-curso (dias 14/03 e 31/03/14, sinalizados com * nos actogramas).

Na Repetigdao, durante o CC com luz azul, houve uma falha no fornecimento de
energia elétrica no terceiro dia em CC (dia 1/12/14, sinalizado com * nos actogramas), e os
animais apresentaram uma interrupgao na entrada do ritmo em livre-curso em resposta ao
ocorrido. Em relagdao aos mecanismos de ressincronizagao do RCA ao ciclo CE, vimos que no
final do CC com a luz azul, apenas os animais 1117 e 1163 ndo apresentaram transientes,
evidenciando o forte mascaramento (Figuras 8 a 10).

Durante o CC com a luz vermelha, no Experimento 1 (Figuras 6 e 7), todos os

animais exibiram a entrada do ritmo em livre-curso, caracterizado por um periodo menor
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gue 24h que, no entanto, foi prejudicado por falhas no fornecimento de energia elétrica no
Ndcleo de Primatologia (dia 12/06/14, sinalizado com * nos actogramas).

Na Repeticao, durante o CC com a luz vermelha a redugao do periodo foi menos
evidente que durante o CC com a luz controle e com a luz azul, e os animais responderam a
falta de energia ocorrida dia 12/02/2015 (sinalizado com * nos actogramas), interrompendo
a entrada do ritmo em livre-curso (Figuras 8 a 10).

De um modo geral, o inicio da fase ativa foi mais estavel ao longo das etapas
experimentais, enquanto o final da fase ativa apresentou maior instabilidade, conforme as
Figuras 6 e 7 (Actogramas dos animais do EXPERIMENTO O1) e as Figuras 8, 9 e 10

(Actogramas dos animais da REPETICAO DO EXPERIMENTO O1).
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Figura 6: Actogramas dos animais 1107 e 1159 durante o Experimento 1
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5.2 — PARAMETROS DO RCA COM ILUMINACAO CONTROLE, AZUL E VERMELHA

EM CICLO CE (200 / 100/ 10 LUX)

5.2.1 - DIFERENCA DE ANGULO DE FASE DO INICIO E FIM DA FASE ATIVA EM

RELACAO AO INICIO E FIM DA FASE DE CLARO (Wi e W)

A diferenga de angulo de fase do inicio da fase ativa em relagao ao inicio da fase
de claro foi semelhante durante o uso das luzes azul e vermelha, e ambas diferiram em
relagdo ao controle (ANOVA F(.280 = 8,16, p<0,01; Tukey p<0,05), ou seja, os saguis
anteciparam o inicio da atividade durante o uso das luzes azul e vermelha em relagdo ao
controle (Figura 11 A). Na interacdo entre comprimentos de onda e intensidade da luz
(Figura 11 B), observa-se que essa diferenga ocorreu apenas em 10 lux (ANOVA Fa,s60) = 7,65,
p<0,01; Tukey p<0,05), ou seja, o inicio da fase ativa foi antecipado em relacdo ao controle
nos dois comprimentos de onda apenas nessa intensidade.

A diferenga de angulo de fase do final da fase ativa em relagao ao fim da fase de
claro foi positiva nas trés condi¢des de iluminagao, isto é, os animais anteciparam o final da
atividade em relagdo ao apagar das luzes, e os valores diferiram entre o uso das luzes azul,
vermelha e controle (ANOVA F3,250) = 22,13, p<0,01; Tukey p<0,01 - Figura 12 A).

No pds-teste, verificou-se que a diferenca de angulo de fase para o final da fase
ativa dos animais ocorreu entre o azul, o vermelho e o controle em 200 e 100 lux. Em 10 lux,
azul e vermelho ndo diferiram entre si, apenas do controle (Fs60) 9,32, p<0,01; Tukey
p<0,01). Além disso, os animais apresentaram uma antecipa¢do para o final da atividade

associada a redugdo na intensidade da luz nas trés condig¢Ges de iluminagdo (Figura 12 B).
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Figuras 11 A e 11 B: Diferencas de angulo de fase entre o inicio da fase ativa e o inicio da fase de claro (média e
erro padrdo) nas diferentes condi¢Ges experimentais. A linha horizontal indica o acender das luzes. Valores
positivos correspondem ao inicio da atividade antes do inicio da fase de claro. O * representa diferenca do
controle em relacdo ao azul e vermelho. O * representa diferenca entre a intensidade 10 lux e as demais
(**ANOVA p<0,01; Tukey p<0,05).
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Figuras 12 A e 12 B: Diferencas de angulo de fase entre o final da fase ativa e o final da fase de claro (média e
erro padrdo) nas diferentes condigdes experimentais. O zero indica o apagar das luzes. Quanto maior os valores
no eixo Y, maior a antecipacdo do animal em relacdo ao apagar das luzes. O * representa diferenca do
comprimento de onda azul em relacdo ao vermelho e ao controle, * representa diferenca do comprimento de
onda vermelho em relagdo ao azul e ao controle e * representa diferenca do controle em rela¢do ao azul e
vermelho. O * representa diferenca entre a intensidade 10 lux e as demais (****ANOVA p<0,01; Tukey
p<0,01).

Na interagdo entre os comprimentos de onda e as intensidades de luz em cada
animal, os saguis iniciam a atividade antes do acender das luzes, mas essa resposta varia
entre os animais e entre as condigdes de iluminagdo em 200 (F(1s2s0) - 3,8, p<0,01; Tukey
p<0,05), 100 (F(18,280) = 3,4, p<0,01; Tukey p<0,05) e 10 lux (F1s,280)= 5,23, p<0,01; Tukey p<0,05
- Figuras 13 A, B e C). Em 10 lux, ocorreu a maior diferenca de angulo de fase entre o inicio
da fase ativa e o acender das luzes, e varios animais anteciparam o inicio da fase ativa em

relacdo ao controle (4 animais com a luz azul e 3 animais com a luz vermelha). Os animais
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que anteciparam o inicio da fase ativa em 10 lux na condi¢dao azul apresentaram alta

instabilidade, o que foi evidenciado pelo erro-padrao (Figura 13 C).
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35 -
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30 - Controle
25 : m Azul
20 m Vermelho
3 100 lux B
30 -
25 - * 5k ok

C

Figura 13: Diferenca de angulo de fase entre o inicio da fase ativa e o inicio da fase de claro entre os animais
em: A) 200 lux; B) 100 lux e C) 10 lux, com iluminagdo controle, azul e vermelha (média e erro padrdo). O zero
indica o acender das luzes. Valores positivos correspondem ao inicio da atividade antes do inicio da fase de
claro. O * representa diferenca da luz azul em relacdo ao vermelho e ao controle, * representa diferenca da luz
vermelha em relacdo ao azul e ao controle e * representa diferenca do controle em relacdo ao azul e vermelho
(***ANOVA p<0,01; Tukey p<0,05).
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Em relagao a diferenga de angulo de fase para o final da fase ativa em cada
animal, todos os saguis anteciparam o final da fase ativa durante o uso das luzes azul e
vermelha em relagdo ao controle (Figura 14 A, B e C), em 200 lux (Fs,80) = 2,11, p<0,01;
Tukey p<0,05), 100 lux (F(1s280) = 2,04, p<0,05; Tukey p<0,05) e em 10 lux (F(is,280) = 9,92,
p<0,01; Tukey p<0,05). Em 100 lux com a luz azul, somente Cody nao diferiu do controle. Em
10 lux a resposta variou entre os animais: parte deles apresentou maior antecipag¢ao no azul
e outros no vermelho. Em alguns, o azul ndo diferiu do vermelho, apenas do controle.
Jerébnimo, Amaro, Jauro e Felinto anteciparam o final da fase ativa em relagdo ao controle
apenas com a luz vermelha - Figura 14 C (devido ao tamanho, a figura foi colocada na

préxima pagina).
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Figura 14: Diferencgas de angulo de fase entre o final da fase ativa e o final da fase de claro entre os animais em:
A) 200 lux; B) 100 lux e C) 10 lux, com iluminagdo controle, azul e vermelha (média e erro padrdo). O zero
indica o apagar das luzes. Quanto maior os valores no eixo Y, maior a antecipacdo do animal em relagdo ao
apagar das luzes. O * representa diferenca do comprimento de onda azul em relacdo ao vermelho e ao
controle, * representa diferenca do comprimento de onda vermelho em relacdo ao azul e ao controle e *
representa diferenca do controle em relacdo ao azul e vermelho (***ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,05).
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5.2.3 — DURACAO DA FASE ATIVA (Q)

A duracdo da fase ativa foi menor durante o uso das luzes vermelha (9h15min +
20 min) e azul (9h49min + 30 min), diferindo entre si e do controle (10h11min +21 min)
(F(2,280)= 29,58, p<0,01; Tukey p<0,05 - Figura 15A).

Na interagcdo entre os comprimentos de onda e intensidades, houve uma
reducdo na duracdo da fase ativa concomitante com a redug¢do na intensidade da luz nas trés
condi¢des de iluminagdo, e o controle diferiu do azul e vermelho nas trés intensidades,

enquanto o azul e o vermelho ndo diferiram entre si (F(,s60) = 7,38, p<0,01; Tukey p<0,05 -

Figura 15 B).
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Figuras 15 A e 15 B: Duragdo da fase ativa (média e erro padrdo) nas diferentes condi¢des experimentais. O *
representa diferenca do comprimento de onda azul em relagdo ao vermelho e ao controle, * representa
diferenca do comprimento de onda vermelho em rela¢do ao azul e ao controle e * representa diferenca do
controle em relagdo ao azul e vermelho. O * representa diferenca entre a intensidade 10 lux e as demais
(****ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,05).
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Na interagdo entre os comprimentos de onda e as intensidades da luz em cada
animal, a duragdo da fase ativa em 200 lux foi menor no azul e vermelho em relagao ao
controle (F(s,280) = 2,12 p<0,05; Tukey p<0,05), exceto em Jerénimo (Figura 16 A). Em 100 lux
(F(18,280)= 1,7 p<0,05; Tukey p<0,05), trés animais nao diferiram do controle (Amaro, Opache,
e Cody - Figura 16 B). Em 10 lux, a duracdo da fase ativa foi reduzida no azul e vermelho em
relagdo ao controle, com variagdes entre os animais (F(s,280) = 7,70 p<0,01; Tukey p<0,05 -

Figura 16 C). (Devido ao tamanho, a Figura 16 foi colocada na préxima pagina).
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Figura 16: Duragdo da fase ativa entre os animais em: A) 200 lux; B) 100 lux e C) 10 lux (média e erro padrdo),
com iluminac¢3o controle, azul e vermelha. O * representa diferenca do comprimento de onda azul em relaco
ao vermelho e ao controle; * representa diferenca do comprimento de onda vermelho em relagdo ao azul e ao
controle e * representa diferenca do controle em relacdo ao azul e vermelho (***ANOVA, p<0,01; Tukey
p<0,05).
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5.2.4 — TOTAL DE ATIVIDADE DIARIA

O total de atividade didria foi menor (F(2s0) - 55,46, p<0,01; Tukey p<0,01)
durante o uso das luzes azul e vermelha em relacdo ao controle (Figura 17 A). Na interacdo
entre comprimentos de onda e intensidade da luz (Figura 17 B), os menores totais de
atividade diaria ocorreram nas condicdes azul e vermelha, diferindo do controle em 200 e
100 lux. Em 10 lux, os menores totais de atividade ocorreram na condicdo com a luz

vermelha (F,560) = 8,57, p<0,01; Tukey p<0,05).
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Figuras 17 A e 17 B: Total de atividade diaria (média e erro padrdo) nas diferentes condi¢des experimentais. O
* representa diferenca do comprimento de onda azul em rela¢do ao vermelho e ao controle; * representa
diferenca do comprimento de onda vermelho em relac3o ao azul e ao controle e * representa diferenca do
controle em relagdo ao azul e vermelho. O * representa diferenca entre a intensidade 10 lux e as demais
(****ANOVA p<0,01; Tukey p<0,05). Valores expressos em unidades arbitrérias (u.a).
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Na andlise do total de atividade didria dos saguis, considerando o efeito dos
comprimentos de onda e intensidade da luz em cada animal, verificamos que a reducdo do
total de atividade didria durante o uso da luz e vermelha ndo ocorreu de modo uniforme
entre os animais em 200 (F(1s,250)- 18,41, p<0,01; Tukey p<0,01), 100 (F(1s,2s0)= 7,03, p<0,01;
Tukey p<0,05) e 10 lux (F(18,280)= 10,52, p<0,01; Tukey p< 0,01 - Figura 18 A, B e C - devido ao

tamanho, a figura foi colocada na préxima pégina).
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Figura 18: Total de atividade didria dos animais em: A) 200 lux; B) 100 lux e C) 10 lux (média e erro padrao),
com iluminacdo controle, azul e vermelha. O * representa diferenca do comprimento de onda azul em relago
ao vermelho e ao controle; * representa diferenca do comprimento de onda vermelho em relagdo ao azul e ao
controle e * representa diferenca do controle em relacdo ao azul e vermelho (***ANOVA p<0,01; Tukey
p<0,05). Valores expressos em unidades arbitrarias (u.a).
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5.3 — PARAMETROS DO RCA (ILUMINACAO CONTROLE, AZUL E VERMELHA/CE

200 LUX) EM RELACAO A DURACAO DO EXPERIMENTO

5.3.1 - DIFERENCA DE ANGULO DE FASE DO INICIO E FIM DA FASE ATIVA EM

RELACAO AO INICIO E FIM DA FASE DE CLARO (Wi e ¥f)

A maior variacdo na diferenca de angulo de fase do inicio da fase ativa em
relacdo a duracdo dos experimentos ocorreu no protocolo mais curto (Experimento 2). Os
animais exibiram antecipac¢do para o angulo de inicio da fase ativa nas condi¢cdes com luz
vermelha e azul, que diferiram entre si e também do controle (F,314)-22,82, p<0,01; Tukey
p<0,01). Na condi¢cdo com luz vermelha, o inicio da fase ativa ocorreu mais de uma hora
antes do acender das luzes, e também exibiu maior instabilidade entre os animais (Figura

19).
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Figura 19: Diferencas de angulo de fase entre o inicio da fase ativa e o inicio da fase de claro (média e erro
padrdo) nas duas etapas experimentais. O zero indica o acender das luzes. Valores positivos correspondem ao
inicio da atividade antes do inicio da fase de claro. O * representa diferenca do comprimento de onda azul em
relacdo ao vermelho e ao controle; * representa diferenca do comprimento de onda vermelho em relagdo ao
azul e ao controle. O * representa diferenca entre os Experimentos 1 e 2 (*** ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,01).
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Quanto a diferenca de angulo de fase do final da fase ativa, também houve
maior antecipacdo para o final da atividade em relacdao ao apagar das luzes no protocolo
mais curto (Experimento 2), durante a exposi¢do dos animais a luz vermelha (Fs,314)-11,55,
p<0,01; Tukey p<0,05). No experimento 1, os animais também anteciparam o final da fase
ativa em relacdo ao apagar das luzes, diferindo do controle, mas ndo entre o azul e o

vermelho (Figura 20).
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Figura 20: Diferencas de angulo de fase entre o final da fase ativa e o final da fase de claro (média e erro
padrdo) nas duas etapas experimentais. O zero indica o apagar das luzes. Quanto maior os valores no eixo Y,
maior a antecipacdo do animal em relacdo ao apagar das luzes. O * representa diferenca do comprimento de
onda vermelho em relacdo ao azul e ao controle e * representa diferenca do controle em rela¢do ao azul e
vermelho. O * representa diferenca entre os Experimentos 1 e 2 (*** ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,05).

5.3.2 - DURACAO DA FASE ATIVA ()

Levando-se em conta a duracao dos experimentos, a duracdo da fase ativa foi

menor durante o protocolo mais curto (Experimento 2), na condicdo com a luz vermelha

(F(a,314)= 11,54, p<0,01; Tukey p<0,05). No experimento mais longo (Experimento 1) o alfa dos

saguis foi reduzido em azul e vermelho, diferindo do controle (Figura 21).
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Figura 21: Duragdo da fase ativa (média e erro padrdo) nas diferentes condi¢des experimentais. O * representa
diferenca do comprimento de onda vermelho em rela¢do ao azul e ao controle e * representa diferenca do

controle em relacdo ao azul e vermelho. O * representa diferenca entre os Experimentos 1 e 2 (¥***ANOVA,
p<0,01; Tukey p<0,01).

5.3.3 — TOTAL DE ATIVIDADE DIARIA

O total de atividade didria dos saguis no protocolo experimental mais curto
(Experimento 2) foi superior aos valores registrados no Experimento 1, e os animais foram
mais ativos durante o uso da luz vermelha (F(314)-4,09, p<0,01; Tukey p<0,01). Durante o
protocolo mais longo (Experimento 1), o total de atividade didria dos animais na condicdo

controle foi maior que os valores registrados durante uso da luz azul e da luz vermelha

(Figura 22).
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Figura 22: Total de atividade didria (média e erro padrdo) nas diferentes condigbes experimentais. O *
representa diferenca do comprimento de onda vermelho em relacdo ao azul e ao controle e * representa
diferenca do controle em relaco ao azul e vermelho. O * representa diferenca entre os Experimentos 1 e 2
(***ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,01). Valores expressos em unidades arbitrérias (u.a).
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5.4 — ANALISE VISUAL DOS PERFIS CIRCADIANOS DE ATIVIDADE DOS SAGUIS NO

EXPERIMENTO 2

A analise visual dos perfis circadianos de atividade dos seis animais durante o
Experimento 2 (Figuras 23, 24 e 25) mostram a sincronizacdo dos saguis ao ciclo CE, com
padrao de atividade exclusivamente diurno. Durante o CC, os saguis ndo responderam
igualmente aos diferentes esquemas de iluminacdo, apresentando variacdes na distribuicao
didria da atividade e nos parametros de sincronizagao durante as etapas experimentais.

Durante o ciclo CE controle, todos os animais mostraram-se sincronizados por
arrastamento, e na mudanga para o CC controle, todos entraram em livre-curso com periodo
menor do que 24h, exceto o animal 1089, que apresentou um ritmo de atividade bastante
fragmentado (Figura 25). Além disso, os animais mostraram ter o ritmo perturbado por duas
falhas no fornecimento de energia elétrica ocorrida no Nucleo de Primatologia durante essa
etapa (dias 14 e 26/12/14, sinalizados com * nos actogramas). Os animais 1103 e 1105
(Figura 23) apresentaram o ritmo em livre curso com periodo um pouco maior que 0s
demais animais durante o CC controle, e que se manteve relativamente estavel durante toda
a etapa. No final do CC controle, durante a ressincronizacdo ao CE fluorescente, com
excegao do animal 1089, todos os saguis apresentaram transientes, indicando sincronizagao
por arrastamento ao CE com luz fluorescente. No entanto, o intervalo de 10 dias foi
insuficiente para a total sincronizagdo dos animais ao CE controle (Intervalo 1).

Durante o CE com a luz azul, os animais ndo apresentaram uma relagao de fase
estavel com o acender das luzes, e os saguis 1135, 1111, 1243 e 1089 apresentaram uma
atividade mais fragmentada no final da fase ativa. Na entrada em CC com a luz azul, os

animais 1111 e 1089 apresentaram um padrao mais estavel que durante o CC controle e
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entraram em livre curso, com periodo menor que 24h. Durante o CC azul, falhas no
fornecimento de energia (dias 12 e 20/02/15, sinalizados com * nos actogramas) causaram
perturbacdes no ritmo em livre-curso dos saguis. O animal 1103 entrou em livre curso, com
um periodo muito proximo a 24h. O sagui 1105 entrou em livre curso, com periodo menor
qgue 24h, mas apresentou elevada instabilidade no final da fase ativa (Figura 23). Na
mudanga para o ciclo CE controle, apds a etapa azul, os animais, com exceg¢do do sagui 1111,
exibiram transientes.

Durante o ciclo CE com a luz vermelha, os saguis 1111 e 1089 ndo estiveram
sincronizados, e apresentaram um periodo menor que 24h. O sagui 1135 apresentou uma
acentuada redugdo da fase ativa nessa condi¢cdao e os demais animais apresentaram um
ritmo de atividade um pouco instavel. Na condi¢cdo CC com a luz vermelha, os saguis 1135,
1243 e 1089 entraram em livre curso, com periodo menor do que 24h, enquanto o animal
1103 apresentou um ritmo de atividade irregular nos primeiros dias em CC vermelho, mas a
partir do dia 30/03/15 expressou o ritmo em livre curso, porém, falhas no fornecimento de
energia (dias 17 e 30/03 e 07/04/15, sinalizados com * nos actogramas) afetaram esse
processo (Figura 23). O animal 1111 exibiu elevada irregularidade no inicio do CC em
vermelho, e somente nos ultimos dias apresentou periodo menor do que 24h em livre curso.
O sagui 1105 apresentou um padrdo de atividade coeso, com ritmo em livre curso, com
periodo menor do que 24h, mas ressincronizou ao CE no final da etapa sem a presencga de
transientes, enquanto os saguis 1135 e 1243 apresentaram transientes na ressincronizagao

ao ciclo CE no final do CC com luz vermelha (Figuras 24 e 25).
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Figura 24: Actogramas dos animais 1135 e 1111 durante o Experimento 2.
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5.5 — PERIODO E POTENCIA DO PERIODO DO RITMO CIRCADIANO DE ATIVIDADE
COM ILUMINACAO CONTROLE, AZUL E VERMELHA EM CE E CC/200 LUXE 10

LUX

5.5.1 — PERIODO DO RITMO CIRCADIANO DE ATIVIDADE

O periodo do RCA ndo diferiu entre as intensidades ou comprimentos de onda da
luz (F(,28) - 0,088, p=0,92) dentro da mesma condi¢do (CE e CC). Ocorreram diferencas
apenas entre as condi¢gdes CE e CC (F(1,14)-48,17, p<0,01; Tukey p<0,01), pois em CE o ritmo
apresentou um T=24h, caracterizando a sincronizacao do ritmo de atividade ao CE, e durante
o CC, os animais expressaram um tau menor, (t=23,7h), caracteristico do ritmo em livre

curso.
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Figura 26: Periodo do ritmo circadiano de atividade (média e erro padrdo) nas diferentes condigbes
experimentais. O * representa diferenca entre as condicdes em CE e CC (*ANOVA, p<0,01; Tukey
p<0,01).
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5.5.2 — POTENCIA DO PERIODO DO RITMO CIRCADIANO DE ATIVIDADE

A poténcia espectral do periodo do RCA foi maior durante o uso do azul e
vermelho, em relacdo ao controle, apenas na intensidade de 200 lux e na condicdo CC. Além
disso, azul e vermelho nao diferiram entre si, apenas do controle (F(,28) -11,92, p<0,01;
Tukey p<0,01).

Na interacdo entre os comprimentos de onda, intensidades (200 lux e 10 lux) e
condicbes de iluminacdo (CE e CC), verificou-se que ocorreu um aumento na poténcia do
RCA em ambas as condi¢des de iluminacdo (CE e CC), de forma associada a um aumento na
intensidade de luz, tanto durante o controle, como também durante o uso das luzes azul e

vermelha (F(,28) - 13,09, p<0,01; Tukey p<0,05 - Figura 27).
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Figura 27: Poténcia espectral do periodo do ritmo circadiano de atividade (média e erro padrdo) nas diferentes
condi¢cdes experimentais. O * representa diferenca do controle em rela¢do ao azul e vermelho. O * representa
diferenca entre as intensidades dentro da mesma condi¢3o. O * representa diferenca entre as condi¢cbes em CE
e CC (¥***ANOVA, p<0,01; Tukey p<0,05). Valores expressos em unidades arbitrarias (u.a.).
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6. DISCUSSAO

O estudo atual foi pioneiro em avaliar o efeito dos comprimentos de onda sobre
o ritmo circadiano de atividade motora em saguis adultos, trazendo elementos para a
compreensdao dos mecanismos de fotorrecepgao envolvidos nas respostas circadianas nesses
animais.

A primeira hipdtese langada foi que os parametros de sincronizagao do ritmo de
atividade motora dos saguis (diferenca de angulo de fase do inicio e fim da atividade em
relagdo ao inicio e fim da fase de claro, e duragdo da fase ativa) modificavam-se em fungao
dos diferentes comprimentos de onda utilizados na fase de claro de um ciclo CE 12:12.
Contrariando a predi¢do elaborada, as diferencas de angulo de fase para o inicio e fim da
fase ativa foram semelhantes durante o uso das luzes azul e vermelha, exibindo maior
instabilidade em ambos em relagdo ao controle, como pode ser visualizado no desvio padrao
da média desses valores. Verificamos ainda que os animais apresentaram uma diferenca de
angulo de fase positiva em relagdo ao acender e apagar das luzes durante o azul, o vermelho
e o controle, com maior antecipacdo nos angulos de inicio e fim da fase ativa durante o azul
e overmelho.

Investigacdes anteriores com essa espécie corroboram a antecipagdao para o
inicio e final da fase ativa em relagdo ao ciclo CE, exibidas neste experimento em todas as
condicbes estudadas. Segundo Erkert (1989), em condi¢des de CE 12:12, os saguis acordam
antes do inicio da fase de claro e permanecem na caixa-ninho até a luz acender, para
somente entdo iniciar sua atividade; enquanto o final da atividade ocorre geralmente 1 a 2
horas antes do apagar das luzes, caracterizando uma diferenga de angulo de fase positiva

entre o final da atividade e final da fase de claro. Resultados semelhantes para as diferencas
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de angulo de fase do inicio e fim da atividade foram observados em estudos anteriores
realizados em nosso laboratério com saguis adultos em ciclo CE 12:12 com iluminagao
fluorescente (Goncalves et al. 2009; Lampert et al. 2011). Portanto, o uso da iluminacdo
monocromatica na faixa espectral dos comprimentos de onda curtos e longos da luz, nao
modificou as relagdes de fase positivas do inicio e fim da fase ativa observada nessa espécie
em iluminagao fluorescente.

Observamos ainda que a duragdo da fase ativa dos animais foi menor durante o
uso das luzes azul (9,49h + 30 min) e vermelha (9,15h + 20 min) em relacdo ao controle
(10,11h £21 min). Os valores para a duracdo média da fase ativa encontrados na condicdo
controle estdao de acordo com os descritos para essa espécie em ciclo CE 12:12, que pode
variar entre aproximadamente 10 a 11h (Erkert 1989; Gongalves et al. 2009; Lampert et al.
2011). Para saguis mantidos em cativeiro expostos ao ciclo CE natural e para animais de vida
livre, a média registrada para a duragdo da fase ativa é mais longa, em torno de 11,6 h
(Menezes et al. 1993; Castro et al. 2003).

A menor duragao da fase ativa durante o uso das luzes azul e vermelha pode ser
relacionada a maior antecipagao no final da fase ativa, que ocorreu em todas as intensidades
com o uso do azul e vermelho em relacdo ao controle (pois no inicio da fase ativa os animais
mantidos sob luz azul e vermelha diferiram do controle apenas na intensidade de 10 lux).
Isso sugere que os saguis respondem de modo distinto a incidéncia da luz no inicio e final da
fase ativa. Essas respostas estdo de acordo com a proposta de Pittendrigh & Daan (1976),
para explicar o perfil de atividade em roedores noturnos, no qual a expressao do ritmo
circadiano de atividade seria regulada por dois osciladores: um matutino (M), atrelado ao
nascer do sol, e outro vespertino (V), vinculado ao pér do sol, e ambos reagiriam de forma

distinta aos estimulos foticos. Gomez e colaboradores (2012) obtiveram resultados
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semelhantes ao investigar a fotorrecepcdo e o efeito do envelhecimento sobre a
sincronizagdao do RCA no primata noturno Microcebus murinus. Esses autores testaram trés
comprimentos de onda em diferentes intensidades, e observaram que o envelhecimento
reduziu a capacidade de resposta dos animais a luz, e que o comprimento de onda curto
(430 nm) foi mais eficiente que comprimentos de onda mais longos (470-540 nm) em baixas
intensidades ao amanhecer e em todas as intensidades ao anoitecer, sugerindo a
participagao dos cones curtos na regulagdo da ritmicidade circadiana nesta espécie durante
o envelhecimento, com acdo diferencial ao amanhecer e ao anoitecer. A agao diferenciada
da luz ao amanhecer e ao anoitecer neste primata noturno é semelhante aos achados do
presente estudo, onde também observamos respostas distintas aos estimulos féticos
apresentados no inicio e final da fase ativa.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério com animais em cativeiro
(Menezes et al. 1993; 1998) e em campo (Castro et al. 2003) descreveram um perfil bimodal
para o ritmo de atividade motora desta espécie, e sugeriram que esta distribuicdo bimodal
seria uma evidéncia de que o RCA dos saguis seria regulado por dois osciladores,
concordando com o modelo proposto por Pittendrigh & Daan (1976). Mais recentemente,
outro estudo de nosso laboratério (Melo et al. 2016), sobre o ritmo de atividade de saguis
puberes em grupos familiares, descreveu a presenca de dois picos de atividade, um pela
manh3d e outro a tarde, e novamente relacionaram esta bimodalidade a proposta de
Pittendrigh & Daan (1976).

Em um estudo promovendo a dessincronizacdo for¢ada sob ciclo claro-escuro de
21h em saguis, Silva (2012) observou a ocorréncia de dois componentes circadianos distintos
para os ritmos de atividade motora e vocaliza¢do, relatando que um grupo de osciladores

sincronizou ao ciclo CE, enquanto outro grupo de osciladores entrou em livre-curso, fato
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provavelmente causado por uma sincronizagao parcial do NSQ. Mais recentemente, Silva e
colaboradores (2015), descrevendo a organizacdo funcional do sistema de temporizacao
circadiana dos saguis, explicam que a presencga de dois componentes circadianos distintos
pode indicar que o sistema circadiano deste primata assemelha-se ao sistema circadiano dos
roedores, consistindo de pelo menos dois grupos de osciladores acoplados.

Nesse ponto, cabe destacar que o fato das luzes azuis e vermelhas terem
desencadeado respostas semelhantes foi surpreendente, pois esperdvamos uma a¢dao mais
efetiva das células ganglionares da retina dos saguis, em virtude do uso da luz de
comprimento de onda curto, na faixa visivel da luz azul. Na literatura, varios trabalhos
destacam que as respostas mediadas pelas células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis sao mais eficazes utilizando-se luz monocromatica de ondas curtas nos
protocolos experimentais. Berson e colaboradores (2002) comprovaram a capacidade de
foto transducdo intrinseca dessas células em roedores, utilizando luz na faixa entre 459 a
484 nm. Hattar e colaboradores (2003) obtiveram resultados mais expressivos ao utilizarem
luz na faixa de 481 nm, para promover mudanga de fase do ritmo circadiano da atividade
locomotora em ratos com auséncia dos cones e bastonetes. Dacey e colaboradores (2005),
analisando as taxas de disparo das células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis
Macaca nemestrina, também obtiveram respostas mais evidentes com luz na faixa dos 482
nm. Enquanto em humanos, o pico de supressdao de melatonina pela luz situa-se na faixa
espectral dos 460 nm (Brainard et al. 2001; Thapan et al. 2001; Warman et al. 2003).

Contrapondo estas ideias, no presente estudo o ciclo de luz fluorescente parece
ter sido o zeitgeber mais eficiente para os saguis, que exibiram a menor diferenca de angulo
de fase para o inicio e fim da fase ativa em relagao ao inicio e fim da fase de claro nessa

condigdo. A andlise da Figura 5 (pagina 44), que simula a captagdo fética dos fotorreceptores
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dos saguis no protocolo experimental utilizado, auxilia a compreensao dos resultados
obtidos, possibilitando visualizar que a luz fluorescente atua de forma mais robusta em
todos os fotorreceptores, desencadeando a participacdo das células ganglionares
intrinsicamente fotossensiveis, e também dos cones e bastonetes no mecanismo de
sincronizacdo. Por outro lado, durante o uso da luz vermelha, a captacao fética seria inferior,
mas mesmo assim 0s animais exibiram a sincronizagdo por arrastamento, indicando a
participagao dos cones longos nesse processo, um resultado até entdo inesperado. Ainda
observando o modelo de captacdo fética sugerido pela Figura 5, em relacao a luz azul, ndo se
pode descartar a participacdo dos fotorreceptores convencionais, além das células
ganglionares intrinsicamente fotossensiveis, pois a estimativa de captagao fotica aponta
valores elevados para os cones S e os bastonetes, sugerindo que nesta condicdo de
iluminacao, a sincronizacdo tenha resultado da acdo conjunta dos trés fotorreceptores. No
entanto, a analise visual dos perfis circadianos de atividade permite verificar que durante a
condigao com luz azul, na intensidade de 10 lux, os saguis tornaram-se mais instaveis nos
angulos de inicio e final da fase ativa, e sugerimos que nesta intensidade, a luz azul tenha
sido um zeitgeber menos eficaz, talvez devido a uma atenuagdo na agao da melanopsina,
ocasionada pelo baixo nivel de luz, o que concorreria para incluir os bastonetes como
agentes das respostas observadas.

A colaboragao dos cones e bastonetes no fotoarrastamento circadiano foi
inicialmente observada em roedores, através dos trabalhos de Panda e colaboradores (2002)
e Ruby e colaboradores (2002) com camundongos nocaute, que mesmo sem produzir
melanopsina, apresentaram, ainda que atenuadas, respostas nao visuais mediadas pela luz,
como mudancas de fase apds pulsos de luz e aumento no periodo do ritmo circadiano

concomitante ao aumento da intensidade da luz. Assim, esses estudos comprovaram que os
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fotorreceptores convencionais sao suficientes para mediar o arrastamento fético dos ritmos
circadianos na auséncia da melanopsina, e que, embora ndo seja essencial para absorver as
informagdes fdticas que serdao transmitidas ao sistema circadiano, esse fotopigmento
contribui significativamente para a magnitude das respostas ndo visuais. Posteriormente,
estudos adicionais (Hattar et al. 2003; Panda et al. 2003) mostraram que caso os trés tipos
de sistemas fotorreceptores (cones, bastonetes e células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis) sejam retirados, tais respostas sdo perdidas.

Segundo Berson (2003), a contribuicdo dos cones e bastonetes ao sistema
circadiano pode ser medida pelas sinapses existentes entre cones, bastonetes e células
ganglionares intrinsicamente fotossensiveis. Alternativamente, cones e bastonetes também
se comunicam com as células ganglionares que ndo expressam melanopsina, mas cujas
fibras contribuem para compor o trato retino-hipotalamico juntamente com as células
intrinsicamente fotossensiveis (Gooley et al. 2001). Assim, conforme explicam Sollars e
colaboradores (2003), as células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis compdem a
principal via de informagdes foticas da retina ao sistema de temporizagao circadiano, mas
sua acdo pode ser modulada pelos sinais enviados dos cones e bastonetes através das
demais células ganglionares, compondo uma rede de comunicagdo complexa, envolvendo
respostas derivadas da melanopsina e modificadas pelos demais fotorreceptores.

A participagao dos cones e bastonetes no fotoarrastamento circadiano também
foi sugerida em mamiferos noturnos, conforme uma extensa revisdo realizada por Erkert
(2008), com varios ciclos e intensidades de iluminacdo ambiental em diferentes espécies de
primatas ndo-humanos, diurnos e noturnos. Além disso, segundo um estudo anterior desse
autor (Erkert 2004), geralmente ha uma acdo conjunta dos fotorreceptores visuais e ndao

visuais na sincronizagao dos ritmos das espécies diurnas e noturnas, provavelmente para
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fornecer ao sistema circadiano uma protegao redundante e adicional a ampla variagao didria
encontrada naturalmente na iluminagdo ambiental.

Mais recentemente, Perret e colaboradores (2010), também haviam sugerido a
participagao dos cones no fotoarrastamento de primatas ndao-humanos. Esses autores,
investigando o mecanismo de sincronizagdo em machos adultos de Microcebus murinus,
com diferentes comprimentos de onda da luz (400 a 610 nm), verificaram que os
comprimentos de onda médios sdo mais eficientes que os comprimentos de onda curtos e
longos da luz em promover a sincronizacdo, e propuseram a a¢do dos cones M/L no
fotoarrastamento dos ritmos de temperatura e atividade desse primata noturno. Além
disso, Perret e colaboradores observaram que Microcebus murinus respondem de modo
distinto aos estimulos féticos recebidos no inicio e final da fase ativa, e exibem respostas
mais robustas no final da fase ativa, de modo semelhante ao encontrado em nosso estudo
com saguis.

Neste estudo, verificamos que a luz fluorescente propiciou a sincronizagdao mais
eficaz, provavelmente ao estimular simultaneamente todos os sistemas fotorreceptores
(cones longos e curtos, bastonetes e células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis),
enquanto a exposi¢ao ao azul e ao vermelho parecem ter promovido respostas menos
robustas, pois 0s saguis sincronizaram, mas apresentaram uma pequena instabilidade em
relagdo ao controle. Apesar das predigdes elaboradas ndao terem sido completamente
satisfeitas, a primeira hipdtese pode ser aceita, pois os parametros de sincronizagao do
ritmo de atividade modificaram-se com o uso dos diferentes comprimentos de onda em
relagdo ao controle, mas ndao do modo como haviamos predito.

Uma possivel explicacdo para os resultados observados pode estar relacionada

as intensidades de iluminagao, talvez insuficientes para desencadear uma agao mais robusta
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das células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis. Segundo Do e Yau (2010) e Do e
colaboradores (2009), estas células diferem dos bastonetes e cones na morfologia e no
mecanismo de foto transducdo, e requerem intensidades de luz mais elevadas que os
fotorreceptores tradicionais. Paralelamente, os resultados de estudos desenvolvidos com
roedores por Berson e colaboradores (2002), Panda e colaboradores (2002) e Ecker e
colaboradores (2010) reforcam que as células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis
seriam menos sensiveis que os cones e bastonetes no mecanismo de fotorrecepgao da luz.
Assim, podemos sugerir que a maior antecipagdo para o inicio da fase ativa (em 10 lux)
apresentada pelos animais durante o uso das luzes azuis e vermelhas estaria relacionada aos
menores niveis de captacdo fética nestas condi¢cdes. Como visto anteriormente, na andlise
da Figura 5, o aumento na intensidade da iluminagao foi associado a um aumento nos niveis
de captacao da luz, e, consequentemente, a uma maior for¢ca de zeitgeber, gerando uma
sincronizagdo mais estavel e um ritmo mais fortemente marcado. Essa ideia é reforgada
pelos achados de Perret e colaboradores (2010). Esses autores, avaliando as interagdes entre
comprimentos de onda e intensidade da luz sobre o ritmo de atividade e repouso em
Microcebus murinos, evidenciaram que a sincronizagdo dos animais aumentou
concomitantemente com a intensidade da iluminagao utilizada.

A segunda hipdtese langada foi que os parametros de sincronizacdo do ritmo
atividade motora dos animais (diferenca de angulo de fase do inicio e final da atividade e
duragdo da fase ativa) modificam-se em fungdo das diferentes intensidades da luz em cada
comprimento de onda utilizado durante a fase de claro de um ciclo CE 12:12. Sobre esta
hipétese, elaboramos trés predicdes.

A primeira predicao foi que as diferengas de angulos de fases entre o inicio da

fase ativa e o acender das luzes e entre o final da fase ativa e o apagar das luzes, e a duracao
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da fase ativa ndo apresentariam diferengas entre as intensidades de 200 e 100 lux, no
mesmo comprimento de onda. Essa predicdo foi inteiramente contemplada, pois esses
parametros ndo diferiram entre as intensidades de 200 e 100 lux dentro do mesmo
comprimento de onda.

A segunda predicdo foi que as diferencas de angulos de fases entre o inicio da
fase ativa e o acender das luzes e entre o final da fase ativa e o apagar das luzes seriam mais
instaveis em 10 lux, dentro do mesmo comprimento de onda. Essa predi¢do foi comprovada
em parte, pois ocorreu instabilidade para o angulo de inicio da fase ativa em 10 lux dentro
do mesmo comprimento de onda, como predito, mas no angulo do final da fase ativa,
houve, além da instabilidade em 10 lux, uma acentuada antecipacdao durante o uso das luzes
azul e vermelha nas trés intensidades utilizadas.

A terceira predigdo foi que haveria uma redugao na duragao da fase ativa em 10
lux, dentro do mesmo comprimento de onda. Essa predigdo foi inteiramente contemplada,
pois a fase ativa dos animais foi menor em 10 lux, fato provavelmente ocasionado pela forte
antecipagao no final da fase ativa dos animais, decorrente de um efeito direto
(mascaramento negativo) da baixa intensidade da luz.

Estudos anteriores ja haviam evidenciado a influéncia direta da intensidade da
luz sobre a expressdo do ritmo de atividade em primatas ndo-humanos, através da
ocorréncia de mascaramento (positivo e negativo) promovido pelo aumento ou reduc¢do na
intensidade da luz, de modo condizente aos resultados deste estudo (Albers et al. 1981;
Erkert 2008; Lampert, Azevedo & Menezes 2011). Em nosso laboratério, um estudo
realizado com saguis em cativeiro mantidos em ciclos CE (Gongalves et al. 2009), na
presenca e auséncia da caixa-ninho (acessoério utilizado pelos animais para os episédios de

sono), evidenciou efeitos distintos da luz sobre o ritmo de atividade locomotora, conforme a
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incidéncia no inicio ou fim da fase ativa. Segundo os autores, na auséncia da caixa ninho
ocorreu um aumento significativo nos niveis de atividade dos saguis no final da fase ativa,
em decorréncia da maior exposicao ao estimulo fotico neste horario, resultando em um
mascaramento positivo induzido pela luz. No estudo atual, as gaiolas foram equipadas com
caixa-ninho, e os saguis podiam se recolher quando desejado, evitando os estimulos foticos
no final da fase ativa, o que pode ter contribuido para a acentuada reduc¢do na duracdo da
fase ativa observada durante o uso das luzes azul e vermelha em 10 lux.

A ocorréncia de mascaramento pela agao da intensidade da luz também foi
observada em macacos de cheiro, onde o ritmo de ingestdo de agua foi estudado durante a
exposicdo dos animais a trés ciclos CE 12:12 com diferentes intensidades de luz (60:0 lux;
66:6 lux e 76:16 lux). Albers e colaboradores (1981) perceberam que o aumento na
intensidade de iluminagao atrasou o angulo do final do comportamento, sem afetar o angulo
de inicio ou sua frequéncia didria, e os autores concluiram que estavam envolvidos nao
apenas mecanismos de arrastamento ao ciclo claro-escuro, mas também de mascaramento
da intensidade da luz da fase de claro sobre a expressdo do ritmo.

Conforme Roenneberg & Merrow (2016), a sincronizacdo esta diretamente
relacionada a forga do zeitgeber utilizado, e 0 mecanismo da sincronizagao depende do
acoplamento entre o zeitgeber e o oscilador circadiano. Desse modo, na sincronizagdo ao
ciclo claro-escuro, diferentes respostas podem ser observadas, dependendo das
caracteristicas da iluminacdo utilizada (intensidade, duracdo ou comprimento de onda da
luz) e conforme a espécie considerada. Portanto, é esperado que o aumento na intensidade
da luz exerga maior forga sobre o sistema circadiano desse animal, semelhante ao observado
em estudos anteriores com o prossimio noturno Microcebus murinus (Perret et al. 2010) e o

sagui (Gongalves, 2015).
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Em nosso estudo, vimos que as diferencas de angulos de fases entre o inicio da
fase ativa e o acender das luzes e entre o final da fase ativa e o apagar das luzes, e a duracao
da fase ativa nao diferiram entre as intensidades de 200 e 100 lux, mas observamos
instabilidade nas diferengas de angulos de fases para o inicio e fim da fase ativa e menor
duragdo da fase ativa em 10 lux, fato provavelmente ocasionado pela baixa intensidade da
luz.

Além disso, um efeito mascarador (negativo) da luz também foi observado sobre
o total de atividade didria, que foi menor durante o uso das luzes azul e vermelha em relagao
ao controle, em 200 e 100 lux. Estudos realizados com macacos Rhesus (Macaca mulata),
por exemplo, relatam niveis mais elevados de atividade motora concomitante ao aumento
na intensidade de iluminagdo, caracterizando um mascaramento positivo da luz sobre o
ritmo de atividade nesses primatas diurnos (Draper 1965; Isaac e DeVito 1958). Nossos
resultados indicam a ocorréncia de mascaramento negativo, diante da redugdao na
intensidade da luz (200/100/10 lux, consecutivamente). Além disso, a Figura 5 permite
observar que o aumento na intensidade da luz estad associado a um aumento na captagao
fotica, reforgando a ideia que intensidades mais elevadas desencadeiam as maiores
respostas dos fotorreceptores dos saguis.

Em um experimento anterior com saguis adultos, realizado em nosso laboratério
(Lampert, Azevedo & Menezes 2011), testamos o efeito de diferentes intensidades de luz
fluorescente (10, 100, 200 e 500 lux) na fase de claro de um ciclo CE 12:12 sobre os ritmos
de atividade motora e catagdo, e observamos a ocorréncia de mascaramento paradoxal
positivo, caracterizado pelo aumento na atividade motora dos animais em 10 lux. A
diferenga nas respostas promovidas pela redugao na intensidade da luz entre este estudo e

o anterior pode ser devido as diferencas metodoldgicas entre os dois estudos: no estudo
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anterior (Lampert, Azevedo & Menezes 2011) os animais utilizados eram mais jovens (idade
média de 2 anos + 5 meses), e portanto, mais ativos, e foram mantidos em gaiolas sem caixa
ninho, sem poder evitar a incidéncia da luz. No estudo atual, usamos machos mais velhos
(idade média de 4 anos + 7 meses) e as gaiolas possuiam caixa ninho, permitindo que os
animais evitassem a exposi¢dao a luz quando desejavel. Assim, ndo podemos descartar a
hipotese que as diferengas entre os resultados dos dois estudos (mascaramento negativo e
mascaramento paradoxal positivo em 10 lux), tenham sido promovidas, ao menos em parte,
pelas diferencas entre os sujeitos e/ou entre os protocolos experimentais, pois segundo
Goncalves e colaboradores (2009), quando sdo mantidos em gaiolas sem caixa ninho, os
saguis ficam mais expostos a a¢do direta da luz, exibindo um mascaramento positivo pelo
aumento nos niveis de atividade em decorréncia dessa maior exposicao fotica, fato que
poderia justificar as diferencas nos resultados entre os dois estudos.

Erkert (2008), em uma extensa revisdo sobre estudos cronobioldgicos realizados
com primatas ndao-humanos, em laboratério e em campo, declarou que o efeito direto da
alta ou baixa luminosidade ambiental (mascaramento) sobre o aumento (positivo) ou
reducdo (negativo) dos ritmos circadianos de atividade parece ser muito mais pronunciado
em primatas do que na maioria das outras espécies de mamiferos, e explica que este dado
estaria relacionado ao fato de que os primatas em geral, sdo mais visualmente orientados
que a maioria dos outros mamiferos. Os resultados encontrados em nosso estudo
corroboram essa afirmagdo, pois verificamos que a diminuicdo na intensidade da luz
provocou o mascaramento negativo do ritmo circadiano de atividade motora dos animais.

A terceira hipotese elaborada foi que a expressdo da periodicidade circadiana do
ritmo de atividade motora dos saguis iria variar entre os comprimentos de onda curto e

longo da luz. A predicao elaborada foi que haveria um aumento na poténcia espectral do
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ritmo circadiano de atividade dos saguis em CC durante o uso da luz azul e redugao da
poténcia espectral durante o uso da luz vermelha em relagdo ao observado na condigao
controle. Tal predicdao nao foi confirmada, pois apesar da poténcia espectral do ritmo ter
aumentado durante o uso da luz azul na condi¢do CC, ela ndo reduziu durante o uso da luz
vermelha. Diferente do esperado, a poténcia foi maior em ambos os comprimentos de onda,
gue ndo diferiram entre si, apenas do controle. Na interacdo com a intensidade da luz,
verificamos que a poténcia aumentou de forma associada ao aumento na intensidade. Por
outro lado, o periodo do ritmo circadiano de atividade dos saguis ndao diferiu entre os
comprimentos ou intensidades da luz durante as condi¢des em CE e CC. Os resultados
obtidos em nosso experimento sdo semelhantes aos achados de Erkert (1989), que, ao
analisar o efeito de varias intensidades luminosas (0,1 a 500 lux) sobre o ritmo circadiano de
saguis mantidos em CE e CC, ndo encontrou diferencas no periodo enddgeno do ritmo dos
animais durante o CC, mas constatou uma robusta sincronizacdo por arrastamento fético
guando os animais estavam em ciclo CE.

Segundo Daan e colaboradores (2001), o ajuste de fases promovido pelo sistema
de temporizagao circadiano decorre das atividades e interagdes dos neurbnios do nucleo
supraquiasmatico, processo que é determinado pelo grau de acoplamento entre esses
neurdnios. Conforme explicam estes autores, a influéncia da luz sobre o sistema circadiano é
evidente pelo forte impacto que a intensidade da luz provoca na manifestacdo ritmica,
podendo modificar a forca de acoplamento entre os neurénios do nucleo supraquiasmatico.
Adicionalmente, Cambras e Diez-Noguera (1991) argumentam que os osciladores podem
apresentar diferentes graus de acoplamento, dependentes das condi¢cdes de iluminagao
ambiental, e Golombek e colaboradores (2003), complementam que o perfeito

funcionamento do sistema circadiano depende da integracdo das informacdes entre os
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diferentes osciladores do sistema, e essa integragao resulta do acoplamento ou capacidade
de ajuste entre os diferentes periodos e fases dos osciladores que interagem.

Nossos resultados evidenciaram um aumento na poténcia do ritmo circadiano de
atividade dos saguis durante o uso dos comprimentos de onda azul e vermelho na condicao
de claro constante, na intensidade de 200 lux, e sugerimos que esta intensidade de luz
promoveu um acoplamento mais robusto entre os osciladores dos saguis.

Outro aspecto a ser abordado em relagdo aos resultados encontrados neste
estudo, diz respeito as diferengas individuais observadas entre as respostas dos saguis aos
protocolos experimentais utilizados. Como esperado em um estudo com esses primatas, que
possuem um vasto repertério comportamental (Rylands et al. 1993), nossos resultados
evidenciaram que o0s saguis nao responderam igualmente as diferentes condigdes de
iluminagdo, exibindo uma elevada variabilidade intraespecifica aos estimulos foticos
testados.

Tovée, Bowmaker e Mollon (1992), postularam que a origem das variacdes
apresentadas na sensibilidade comportamental dos primatas reside nos tipos de
fotopigmentos presentes em suas retinas. Assim, estenderemos nosso olhar para algumas
especificidades do sistema visual dos saguis buscando compreender melhor os resultados
obtidos.

Em primatas, as opsinas associadas a sensibilidade aos comprimentos de onda
médios e longos sdo codificadas no cromossomo X. Segundo Jacobs (2008), o sagui, assim
como varias outras espécies de macacos do Novo Mundo, apresenta um polimorfismo para
os fotopigmentos dos cones sensiveis aos comprimentos de onda longos, e em um Unico
locus génico, podem ocorrer trés variantes alélicas, codificando distintas opsinas, sensiveis a

543 (cones-M ou "verdes"), 556 ou 563 nm (cones-L ou "vermelhos"). Por outro lado, todos
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os membros dessa espécie compartilham o mesmo tipo de opsina para os comprimentos de
onda curtos (cones-S ou “azuis”). Como os machos possuem um Unico cromossomo X, sdo
sempre dicromatas, possuindo um cone sensivel aos comprimentos de onda curtos e um
Unico tipo de opsina sensivel aos maiores comprimentos de onda. O resultado é que saguis
machos serdo sempre dicromatas, ao passo que as fémeas, por possuirem dois
cromossomos X, podem ser dicromatas (se homozigotas) ou tricromatas (se heterozigotas),
possuindo opsinas diferentes para os cones M e/ou L, além do cone S (Jacobs 2007; 2008;
Mitchell & Leopold 2015). Com base nestes achados, sugerimos que as distintas respostas
apresentadas pelos saguis durante o uso das luzes azul e vermelha podem estar relacionadas
a uma provavel variagdo fenotipica entre os machos com diferentes picos de sensibilidade
espectral. Entretanto, devido as limitagdes metodoldgicas, a genotipagem dos animais nao
foi realizada. Portanto, sugerimos em estudos posteriores a realizacao da genotipagem dos
animais de forma associada a avaliagao ritmica, para que as sugestdes aqui levantadas sejam
verificadas.

Segundo Veilleux & Lewis (2011), a luz ambiental pode diferir substancialmente
entre os habitats, e muitos aspectos da anatomia visual dos primatas refletem pressdes
seletivas impostas por ambientes com pouca ou muita luz. Sobre os calitriquideos, Solomon
e Rosa (2014) relatam que esses animais apresentam um sistema visual complexo, muito
semelhante ao dos humanos e com alta densidade de cones na févea, num arranjo
anatdémico muito vantajoso em ambientes bem iluminados. Devido a limitagdes
metodoldgicas, a intensidade mdaxima de luz utilizada em nosso estudo foi de 200 lux, um
valor inferior ao encontrado em ambiente natural, e devemos considerar a possibilidade que
a intensidade mais baixa (10 lux) tenha sido um fator limitante para o sistema visual dos

saguis, interferindo nas respostas obtidas.
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Outra possibilidade foi levantada por Caine, Osorio & Mundy (2010) ao
considerar diferentes estratégias de forrageamento entre calitriquideos dicromatas e
tricromatas. Segundo esses autores, em intensidades menos elevadas de luz, saguis
dicromatas forrageiam melhor, porque estas condicbes favorecem a ativacdo dos
bastonetes. Esses achados foram corroborados por Freitag e Pessoa (2012), que explicaram
gue em condicdes mesopicas de iluminacdo, os bastonetes e cones dos saguis seriam
ativados, proporcionando aos machos dicromatas um ganho adicional no mecanismo de
fotorrecepgdo. Investigagbes complementares serdo necessarias para esclarecer essas
questdes.

Estudos anteriores (Erkert 1989; Menezes et al. 1986) sugerem que as diferencas
intraespecificas exibidas no ritmo circadiano de atividade motora em saguis expressam a
plasticidade do sistema temporizador circadiano, uma caracteristica fundamental para a
adaptacdo dos animais a ambientes naturais com frequentes modificacdes fotoperiddicas e
sazonais. Adicionalmente, Goncalves (2006) e Silva (2007) sugerem que as diferencas
existentes na sensibilidade do sistema de temporizagdo circadiana de cada animal também
devem ser consideradas como possiveis causas para a gama de respostas obtidas dentro de
um grupo de saguis expostos as mesmas condicdes experimentais. Assim, podemos sugerir
gue a variabilidade observada nas respostas dos animais em nosso estudo estaria
relacionada as diferencas existentes entre os sistemas visuais dos mesmos, apresentando
diferentes sensibilidades aos comprimentos de onda utilizados no experimento, e
reforcamos a necessidade de, em estudos préximos, realizar a genotipagem dos animais
utilizados.

Além dos comprimentos de onda e da intensidade de iluminagdo utilizada em

cada comprimento de onda, percebemos, durante a andlise dos dados, que o desenho
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experimental também interferiu nos parametros do ritmo circadiano de atividade motora
dos saguis, sinalizando a importancia de observar-se a historia fotica prévia, durante
protocolos experimentais com essa espécie.

Segundo Chang e colaboradores (2011) a histdria fética prévia modifica o ritmo
de secreg¢ao da melatonina em humanos, promovendo maior amplitude na mudanga de fase
do pico de secrecdo e também a maior supressao aguda desse hormdnio. Da mesma forma,
Hérbert e colaboradores (2002), ao investigarem o impacto da histéria de exposi¢do a luz
sobre respostas de sensibilidade a luz, sugerem que a sensibilidade do sistema circadiano de
luz pode ser afetada pelas condigdes féticas precedentes.

Wong e colaboradores (2005) verificaram que as repostas das células
ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da retina de ratos também sao influenciadas
pela historia fética prévia, tornando-se insensiveis por um determinado intervalo de tempo
apos a exposicdo a um pulso de luz. Segundo os autores, essas células possuem plasticidade
e exibem adaptagdes as modificagdes das condigdes de claro-escuro assim como o0s
fotorreceptores convencionais.

Em nosso estudo, utilizamos dois desenhos metodolégicos: o Experimento 1,
com um protocolo mais longo (7 meses de duracdo), e o Experimento 2, que teve um
protocolo mais curto (5 meses de duragdo), e vimos que os saguis responderam de modo
distinto aos dois protocolos utilizados. Na avaliacdo da diferenca de angulo de fase para o
inicio da atividade, os animais apresentaram maior diferenga de angulo para o inicio da
atividade durante o Experimento 2, com as luzes azul e vermelha, notadamente com a luz
vermelha, que desencadeou avancos de fase positivos superiores a uma hora antes do
acender das luzes. Na diferenga de angulo de fase para o final da atividade, percebemos um

avanco de fase positivo para o final da atividade dos animais, e que foi semelhante entre os
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experimentos 1 e 2, e similar aos resultados ja descritos para esse parametro na analise
anterior. Provavelmente em decorréncia dessa antecipagao no final da fase ativa, os animais
exibiram a menor duragdao do alfa durante o uso da luz vermelha no experimento 2.
Curiosamente, nessa condigdo observamos também os maiores valores para o total de
atividade diaria, de modo oposto ao observado durante o experimento 1. Assim, nossos
resultados revelaram diferentes respostas entre os efeitos dos comprimentos de onda
durante os experimentos 1 e 2, evidenciando que o tempo de exposi¢ao dos animais a luz é
um fator a ser considerado na construgdao de protocolos experimentais para essa espécie.
Investigacdes complementares sao necessarias para esclarecer os mecanismos envolvidos
nas respostas encontradas.

Ao iniciarmos este experimento, consideramos estudar apenas os efeitos nao
visuais dos comprimentos de onda azul e vermelho sobre os parametros do RCA dessa
espécie. No entanto, durante a execu¢do do mesmo, percebemos que o efeito de um
ambiente azul e vermelho sobre o comportamento dos saguis ndo poderia ser ignorado.
Suspeitamos que as condi¢cbes de iluminacdo utilizadas possam ter provocado um
desconforto visual nos saguis, pois a sala na qual os animais foram mantidos ficava
completamente azulada e avermelhada nestas etapas, e percebemos, a partir de
observagdes ocasionais realizadas nas entradas para a colocagao e retirada da alimentagao,
gue os animais diminuiram a ingesta alimentar nas duas condi¢Oes experimentais, pois a
quantidade de alimento que permanecia nos vasilhames era maior do que a quantidade
deixada na etapa com luz fluorescente (controle). Uma possivel explicacdo para esta reducao
na alimentagdo é que tenha ocorrido devido a uma alteragdao na coloragao dos alimentos,

que ficaram azulados, acinzentados ou avermelhados, a partir de nossa percepgao visual.
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Desse modo, sugere-se que a coloragao dos alimentos interferiu no padrdo alimentar dos
animais.

Comportamento semelhante foi verificado previamente em um estudo anterior
com essa espécie em laboratério (Lacerda 2004), que investigou os fatores que
influenciavam a escolha de alimentos em saguis machos e fémeas. Neste estudo, os animais
receberam porcdes de gelatina de variadas cores (branca, amarela, azul, verde e vermelha),
adogadas artificialmente, e percebeu-se que as gelatinas de cor vermelha foram as menos
exploradas pelos animais, e também as menos lambidas. Apesar disso, o autor nao
considerou esse dado conclusivo para reportar a neofobia alimentar. Ahlborn e Roth (1999),
gue também estudaram os habitos alimentares dessa espécie, explicam que a salude e a
sobrevivéncia dos animais sdo relacionadas a ingestdo de alimentos sauddveis, e os saguis
realizam escolhas adequadas e criteriosas sobre os alimentos que ingerem. Segundo eles,
usando as habilidades sensoriais para a tomada de decisdes, essa espécie aceita ou rejeita
alimentos oferecidos conforme a coloracdo, odor e sabor. No entanto, o presente estudo
nao teve por objetivo avaliar a ingesta alimentar dos saguis cativos, e esses dados nao foram
analisados. As informagdes aqui fornecidas baseiam-se exclusivamente em impressdes
visuais dos autores e tratadores durante o curso desse experimento, e sugerimos que
estudos futuros contemplem este aspecto.

Durante a realizacdo desse estudo ocorreram alguns imprevistos que
possivelmente interferiram nos resultados encontrados. Podemos citar como limitacoes, as
interrupgdes no fornecimento de energia ocorridas durante as etapas experimentais. Além
disso, apesar das precaugdes tomadas, ndo pudemos contar com o isolamento acustico ideal
no laboratério, e as perturbagdes visualizadas nos actogramas dos animais durante a

condigao em CC podem estar relacionadas a uma possivel influéncia das pistas sociais dos
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saguis mantidos na parte externa da col6nia. Tal efeito foi relatado em estudos realizados
em nosso laboratério (Gongalves 2006; Silva et al. 2014; Gongalves et al. 2009), em que foi
verificada a ocorréncia de sincronizagao social e coordenagao relativa do ritmo circadiano de
atividade dos saguis mantidos em condi¢cdes constantes pelas vocalizacdes de seus
coespecificos da colbnia.

De forma geral, observamos que os parametros do ritmo circadiano de atividade
motora dos saguis modificaram-se em funcdao dos comprimentos de onda utilizados durante
a fase de claro, apresentando maior antecipagao para o angulo do final da fase ativa; menor
duragdo da fase ativa, menor total de atividade didria e maior poténcia durante o uso dos
comprimentos de onda curtos e longos da luz.

A redugdo na intensidade da luz também afetou a sincronizagao do ritmo de
atividade motora dos saguis durante o uso das luzes azul e vermelha, provavelmente devido
ao mascaramento do ritmo pelas condi¢des de iluminagao utilizadas, resultando em maior
antecipagdo para os angulos de inicio e fim da fase ativa, menor duragdo da fase ativa e
menor total de atividade didria. Observamos ainda que a poténcia do ritmo foi menor em 10
lux durante o controle, o azul e o vermelho, sugerindo um menor efeito acoplador da luz em
baixas intensidades. Além disso, as respostas obtidas durante o uso do comprimento de
ondas longo sugerem a participacdo dos cones L nos mecanismos de sincronizacdo fética
nesta espécie.

Tomados em conjunto, estes resultados trazem novas informagdes sobre os
efeitos dos comprimentos de onda curto e longo da luz sobre o ritmo de atividade motora
em saguis, fornecendo novos subsidios para a compreensdo da acdo da luz sobre a

expressdo da ritmicidade circadiana nos primatas diurnos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciaram, pela primeira vez, o efeito dos
comprimentos de onda curtos e longos da luz sobre a expressao enddgena e a sincronizagao
fotica do ritmo circadiano de atividade motora de um primata diurno (Callithrix jacchus). A

partir dos resultados apresentados, sugere-se que:

v Os comprimentos de onda azul e vermelho da luz modificam a expressao
endogena e a sincronizagao fética do RCA em saguis;

v Os animais respondem de modo distinto a luz de comprimentos de onda
azul e vermelho no inicio e final da fase ativa;

v Os comprimentos de onda azul e vermelho da luz geram maior
antecipagao no final da fase ativa, reduzindo a duragdo do alfa e o total
de atividade diaria, provavelmente por um efeito de mascaramento do
ritmo circadiano de atividade;

v Os efeitos dos comprimentos de onda da luz variam em fungdo da
intensidade da luz; sem diferengas entre as intensidades de 200 e 100 lux
e com maior instabilidade em 10 lux;

v A poténcia do periodo do RCA aumentou de forma associada ao
comprimento de onda e ao aumento na intensidade da luz;

v A duragao da exposi¢ao dos animais aos comprimentos de onda azul e
vermelho da luz é um fator a ser considerado na construcdo de

protocolos experimentais com essa espécie.
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g g,
#% %  Universidade Federal do Rio Grande do Norte
e ) COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.? 052/2012
Professor/Pesquisador: CAROLINA VIRGINIA MACEDQ DE AZEVEDO

Natal (RN), 19 de setembro de 2012.

Prezado ProfessorfPesquisador,

Vimos, através deste documento, informar que se encontra em anexo o parecer emitido
pela CEUA a respeito do projeto “EFEITO DA INTENSIDADE E COMPRIMENTC DE ONDA
DA LUZ SOBRE O RITMO CIRCADIANG DE ATIVIDADE MOTORA EM SAGUIS®, protocolo
n® 052/2012.

O referido protocolo foi considerado APROVADO por esta Comisséo.

Informamos que, segundo o Regimento Intemo da CEUA (Cap. 2, Art. 13), € fungdo do
professorfpesquisador  responsavel pelo projeto a8 elaboragio de  relatdriofs) de
acompanhamento que devera(do) ser entregue(s) denfro do(s) prazo(s) estabelecido(s) abaixo:

- Relatério Final: SETEMBRO 2044 (30 dias apés a conclus3o do projeto).
Agradecemos & sua atengBo e nos colocamos a disposigio para eventusis

esclarecimentos.
Cordialmente,
e
N [ Gl
M G
Coordenadora da CEUA
UFRN - Campus Liniversitirio - Centro de Biosiéncias Teledome: (34) 3215-3419 ramal 20
B, Salgado Fiko, SN - CEP: 50072970 - NatalRN e-mait ceuafiiretoa.uim be

113



