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RESUMO 

Os ritmos biológicos são caracterizados por variações cíclicas na fisiologia e no comportamento. O 

sistema que gera e mantém ritmos que oscilam em torno de 24 horas é denominado sistema de 

temporização circadiano. Este sistema é modulado por mudanças sazonais na duração do dia 

(fotoperíodo), que fornecem aos organismos uma pista ambiental confiável para determinar a época 

do ano, particularmente em animais com resposta fotoperiódica. Diversas variáveis biológicas 

apresentam perfis cíclicos circadianos que são afetados por ciclos sazonais, por exemplo os ciclos 

vigília e sono, o perfil alimentar, a temperatura corporal, a pressão arterial, os perfis reprodutivos, as 

oscilações anuais nos níveis de triglicérides, alterações no humor, na atenção e no desempenho 

cognitivo. Além disto, diversas doenças tem sido diretamente associadas à sazonalidade, dentre elas 

os transtornos psiquiátricos, como a depressão, o transtorno depressivo sazonal e o transtorno bipolar. 

A incidência de suicídio é maior nos meses da primavera e verão e ocorre um maior número de 

internações por mania nos meses com maior duração da luz ambiental (durante os meses da 

primavera), em diferentes latitudes. Além disso, a taxa de suicídio é maior em latitudes mais elevadas. 

Assim como várias doenças têm sido associadas a perturbações e desalinhamentos no ritmo 

circadiano, por desajustes entre o ciclo ambiental, o sistema de temporização central e os ritmos 

periféricos nos organismos, esta modulação sazonal do ritmo circadiano pode ter papel relevante no 

desencadeamento de transtornos psiquiátricos em indivíduos em estado de vulnerabilidade, como é o 

caso de pacientes diagnosticados com transtornos de humor. Mais especificamente, um aumento 

rápido do fotoperíodo, como ocorre em regiões de maior sazonalidade, pode promover uma 

perturbação da ordem temporal interna e desencadear sintomas psiquiátricos. Entretanto, são escassos 

os estudos que investiguem esse efeito do incremento do fotoperíodo em  pacientes ou em modelos 

animais. Desta forma, objetivamos investigar como o aumento gradual do fotoperíodo poderia afetar o 

ritmo circadiano e o comportamento associado à transtornos do humor em modelo murino. Para isto, 

desenvolvemos um protocolo de variação do fotoperíodo (TP – Transitional Photoperiod) em modelo 

animal, utilizando camundongos da linhagem C57BL/6. O TP consiste em uma variação rápida, mas 

gradual do fotoperíodo, de um regime de  08:16h (horas em Claro:Escuro), para um regime de 16:08h 

ao longo de 7 dias, com acréscimo de 30 min por dia no início e no fim da fase de claro. Para controle, 

utilizamos animais submetidos a um regime de  12:12h e um outro grupo submetido a um regime de 

fotoperíodo longo de 16:08h, sem transição de fotoperíodo e após estabilização por 7 dias nesse 

regime. Avaliamos o ritmo de atividade e repouso (N=08), bem como comportamentos associados à 

depressão, ansiedade, exposição ao risco e mania em testes comportamentais consolidados (N=30 - 10 

animais por grupo). Além disso, avaliamos se TP modula a expressão de um gene um gene relógio 

(Per2) no córtex medial pré-frontal,  estrutura diretamente envolvida com funções executivas, 

avaliação do comportamento de risco e tomada de decisão. Os resultados indicam que os animais são 

sincronizados aos diferentes dias do TP e quando submetidos a escuro constante estes animais entram 

em livre curso a partir do último dia do protocolo, o que sugere sincronização e não apenas 

mascaramento do ritmo. Os animais em TP também apresentam uma maior exposição ao risco no 

teste de labirinto em cruz elevado e no campo aberto, bem como um efeito considerado tipo 

antidepressivo no teste do nado forçado e estado similar a mania, avaliado pelo teste da placa com 

furos. Per2 apresentam variação rítmica no TP, mas com atraso de 1,8h em realação ao 1212. Os 

resultados obtidos sugerem um desalinhamento temporal bem como reforçam a participação da 

variação de fotoperíodo como um agente modulador do comportamento que está associado a mania. 

Até onde sabemos, este é o primeiro modelo para endofenótipos suicidas e comportamento tipo mania 

induzidos por mudanças fotoperiódicas. 
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ABSTRACT 

Biological rhythms are characterized by cyclical variations in physiology and behavior. The system 

that generates and maintains rhythms that fluctuate around 24 hours is called the circadian timing 

system. This system is modulated by seasonal changes in the length of the day (photoperiod), which 

provide organisms with a reliable environmental clue to determine the time of year, particularly in 

animals with photoperiodic response. Several biological variables have circadian cyclic profiles that 

are affected by seasonal cycles, for example the wake and sleep cycles, the food profile, body 

temperature, blood pressure, reproductive profiles, annual fluctuations in triglyceride levels, changes 

in mood, in attention and cognitive performance. In addition, several diseases have been directly 

associated with seasonality, including psychiatric disorders, such as depression, seasonal depressive 

disorder and bipolar disorder. The incidence of suicide is higher in the spring and summer months and 

there is a greater number of hospitalizations for mania in the months with longer duration of ambient 

light (during the spring months), in different latitudes. In addition, the suicide rate is higher at higher 

latitudes. Just as several diseases have been associated with disturbances and misalignments in the 

circadian rhythm, due to mismatches between the environmental cycle, the central timing system and 

the peripheral rhythms in the organisms, this seasonal modulation of the circadian rhythm may play 

an important role in triggering psychiatric disorders in vulnerable individuals, such as patients 

diagnosed with mood disorders. More specifically, a rapid increase in the photoperiod, as occurs in 

regions of greater seasonality, can promote a disturbance of the internal temporal order and trigger 

psychiatric symptoms. However, studies investigating this effect of increasing the photoperiod in 

patients or in animal models are scarce. Thus, we aim to investigate how the gradual increase in the 

photoperiod could affect circadian rhythm and the behavior associated with mood disorders in a 

murine model. For this, we developed a photoperiod variation protocol (TP – Transitional 

Photoperiod) in an animal model, using C57BL / 6 mice. The TP consists of a rapid but gradual 

variation of the photoperiod, from an 08: 16h regime (hours in light:dark), to a 16: 08h regime over 7 

days, with an increase of 30 min per day at the beginning and at the end of the clear stage. For control, 

we used animals submitted to a 12: 12h regime and another group submitted to a 16: 08h long 

photoperiod regime, without photoperiod transition and after stabilization for 7 days in that regime. 

We evaluated the rhythm of activity and rest (N = 08), as well as behaviors associated with 

depression, anxiety, risk exposure and mania in consolidated behavioral tests (N = 30 - 10 animals per 

group). In addition, we evaluated whether TP modulates the expression of a clock gene (Per2) in the 

prefrontal medial córtex (n=48 per group – 1212 and TP), structure directly involved with executive 

functions and decision making. The results indicate that the animals are synchronized on the different 

days of the TP and when subjected to constant darkness these animals enter into free course from the 

last day of the protocol, which suggests synchronization and not just masking the rhythm. Animals in 

TP also have a higher risk exposure in the elevated plus maze test in the open field, as well as an 

effect considered to be an antidepressant type in the forced swim test and state similar to mania 

assessed by the plate test with holes. Per2 present a robust expression after TP with a phase delay of 

1.8h in the acrophase compared to the EP group.  Suggesting a circadian misalignment promoted by 

the photoperiodic variations. To the best of our knowledge, this is the first model for suicidal 

endophenotypes and mania-like behavior induced by photoperiodic changes. 
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1. Introdução 

Os ritmos biológicos podem ser definidos como fenômenos cíclicos que se repetem 

com a mesma periodicidade, são gerados endogenamente e capazes de serem sincronizados à 

oscilações ambientais de periodicidade semelhante.  Surgem como resposta a uma pressão 

seletiva exercida pelos ciclos geofísicos, exemplificados pelos movimentos de rotação e 

translação, que resultam nos ciclos dia e noite e ciclos anuais, separados pelas estações do 

ano. Os primeiros relatos científicos sobre os ritmos biológicos são observados desde a 

antiguidade, mas os princípios básicos responsáveis por sua geração começaram a ser 

desvendados somente no século passado, e continuam até os dias atuais. 

Na natureza é comum observarmos fenômenos oscilatórios que consideramos 

respostas ao ambiente, como por exemplo, o ciclo biológico de determinada espécie em 

resposta a presença de alimento ou predador, expressão de características fisiológicas em 

resposta a variações de temperatura e luminosidade, melhores épocas para cada espécie 

realizar sua programação reprodutiva. Diante disto, é imprescindível considerar a importância 

da variável tempo, pois os fenômenos cíclicos observáveis não são uma mera reação ao 

ambiente cíclico, mas sim a expressão de um processo endógeno, gerado por osciladores 

internos, que se expressam mesmo em condições constantes de laboratório. O que evidencia a 

importância evolutiva destes mecanismos. 

Os mecanismos moleculares, fisiológicos e por fim comportamentais, que regulam os 

ritmos biológicos são altamente conservados evolutivamente, demonstrando assim sua 

importância para a capacidade adaptativa para sobrevivência das espécies. Estes mecanismos 

conferem maior adaptabilidade, pois constituem um sistema complexo de antecipação aos 

eventos cíclicos, com periodicidade correlata com os ciclos geofísicos e ambientais. 

Os ritmos biológicos são classificados de acordo com seu período de oscilação, são 

eles: os ultradianos, com períodos menores de 20h, os infradianos, com oscilação maior que 

28h e os circadianos, que oscilam em torno de 24h. Os ritmos circadianos são mais estudados 

e se tornaram mais amplamente conhecidos a partir de 2017, com a divulgação dos 

pesquisadores laureados com o Prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia, que reconheceu os 

cientistas norte-americanos Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash e Michael W. Young pelos 

estudos que contribuíram com a elucidação do funcionamento do relógio biológico interno e 

os mecanismos moleculares que o gera e controla. 
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 Inúmeros processos biológicos são regulados circadianamente. Estes processos estão 

envolvidos na regulação de funções moleculares, celulares, endócrinas, imunológicas, 

metabólicas, cognitivas, e comportamentais. 

Nos mamíferos, quase todas as células e tecidos funcionam como osciladores. O 

oscilador central é denominado de núcleo supraquiasmático (NSQ), localizado no 

hipotálamo, que regula e sincroniza os ‘relógios’ periféricos. A luz é o principal agente 

responsável por sincronizar todo o organismo, ao ativar fotorreceptores localizados na retina, 

que estão conectados ao oscilador central (NSQ), sincronizando os relógios circadianos 

periféricos no cérebro e em outros órgãos, por vias neurais e imuno-endócrinas. 

A dessincronização entre ritmos circadianos endógenos e ambientais tem sido 

associada à muitas doenças, incluindo distúrbios metabólicos, imuno-endócrinos, 

psiquiátricos, neurobiológicos e câncer. Este desajuste gera um desequilíbrio na organização 

temporal interna. A elucidação destes mecanismos tem sido relevante para a compreensão das 

bases biológicas que os geram, e também para o entendimento destes processos patológicos. 

É comum observarmos que alterações no sistema de temporização circadino estão associadas 

a uma gama de doenças, bem como os processos de adoecimento estão associados à 

disrrupções dos relógios biológicos. Aqui buscamos conferir atenção especial aos transtornos 

psiquiátricos, em especial aos transtornos do humor. 

A busca pela compreensão dos processos e mecanismos envolvidos nos transtornos 

psiquiátricos são objetos de pesquisa desde a antiguidade, buscando entender suas etiologias. 

Atualmente os transtornos do humor fazem parte de uma classe de transtornos psiquiátricos 

com elevado número de casos em todo o mundo. As origens destes transtornos ainda não 

foram completamente elucidadas. Dados epidemiológicos indicam que as internações de 

indivíduos em fase de mania (Transtorno bipolar) são maiores durante a primavera e verão, 

bem como o maior número de casos de tentativa de suicídio. As principais hipóteses que 

buscam explicar esta oscilação cíclica destes problemas estão na variação fotoperiódica. 

Hipotetiza-se que variações de fotoperíodo que acontecem na primavera podem gerar um 

desacoplamento entre o relógio biológico central e os relógios periféricos, através da 

modulação de vias moleculares, metabólicas, fisiológicas e comportamentais. Vários 

mecanismos têm sido explorados utilizando modelos animais de fotoperíodo, entretanto não 

há modelos que mimetizem variações graduais e rápidas de incremento de fotoperíodo, para 
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que possamos elucidar o papel destas varrições na modulação de comportamentos associados 

a estes transtornos, em especial o transtorno bipolar. 

2.      Referencial Teórico 

 2.1 Ritmos Biológicos 

As interações da Terra com o Sol e com a Lua, associadas à inclinação do eixo 

terrestre, resultam nos ciclos de dia e noite, nas estações do ano, nas fases da lua, nas 

oscilações das marés. Estes ciclos geofísicos constituíram uma forte pressão seletiva na 

adaptação evolutiva das espécies e por isto são responsáveis pela organização temporal da 

matéria viva como a conhecemos, desde o movimento periódico diário das folhas de 

tamarindo observado por Andróstenes de Thasos em 325 a. C., até ritmos biológicos na 

atividade de abelhas, crustáceos, roedores e primatas (Aschoff, 1981). 

Ritmo biológico pode ser definido como um processo que varia periodicamente no 

tempo, ou seja, é a manifestação de um fenômeno que se repete com o mesmo período, 

possuindo algumas propriedades: período definido como o intervalo de tempo em que um 

ciclo se completa; fase refere-se a um momento determinado de um ciclo, que pode ser uma 

metade do ciclo, por exemplo, a fotofase (fase de claro), ou a escotofase (fase de escuro) do 

ciclo claro/escuro; a amplitude de um ritmo é a diferença entre o valor máximo ou mínimo e 

médio (mesor) do ritmo (Marques; Menna-Barreto, 2003). 

Ritmos biológicos estão presentes em diversos tipos celulares e diferentes organismos. 

Dependendo do período de oscilação, podem ser classificados em ultradianos, quando são 

menores que 20 horas; infradianos, que são maiores que 28 horas; e em ritmos circadianos, 

que possuem períodos de aproximadamente 24 horas. 

São exemplos de ritmos ultradianos o fluxo iônico em membranas e o ritmo dos 

batimentos cardíacos (60 - 100 batimentos por minuto). Os ciclos infradianos podem ser 

exemplificados através do ciclo menstrual, normalmente com duração de 28 dias e ciclos 

circanuais, com período de ocorrência em torno de 365,24 dias. Os ritmos circanuais, são 

classificados como sazonais quando referem-se às estações do ano (Brennan et al., 1982). 

Portanto, as adaptações dos organismos a variações diárias de temperatura, fase de luz, 

disponibilidade de alimento ao longo de estações são expressas nos ciclos sazonais. De fato, a 

vida da maioria das plantas e animais é organizada com base em um calendário sazonal. 
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Variações neste âmbito são identificadas em diversos aspectos, entre eles padrão reprodutivo, 

níveis de pressão arterial, perfil de ingestão alimentar, níveis de colesterol e perfil cognitivo 

(Brennan et al., 1982; Foster; Gordon et al., 1987; Meyer et al., 2016). 

Os ritmos circadianos são os mais estudados e estão presentes em diversas 

características, fisiológicas ou comportamentais, representadas por modificações da 

expressão gênica, variação nos níveis hormonais como melatonina e cortisol, comportamento 

reprodutivo, ciclo celular, pressão sanguínea, performance cognitiva, temperatura corporal, 

comportamento alimentar, ciclo vigília e sono em humanos, atividade e repouso em roedores, 

entre diversos outros (Hastings; Reddy; Maywood, 2003; Albrecht, 2012; Dibner; Schibler; 

Albrecht, 2010; Marques; Menna-Barreto, 2003). 

Os ritmos circadianos/diários são observáveis em diversas classes de organismos 

desde unicelulares, como as cianobactérias, fungos, como o Neurospora crassa, 

invertebrados, como Drosophila melanogaster, e em mamíferos, perpassando diversas ordens 

e classes, como roedores (Rattus Novergicus, Mus musculus, Octon degus) e primatas 

(Callithrix jacchus, Homo sapiens) (Silva; Albuquerque; Araujo, 2005). Cada classe de 

organismo possui diferentes mecanismos de coordenação e adaptação temporal destes ritmos, 

que mantêm similaridades evolutivas conservadas (Arellanes-Licea et al, 2014; Panda, 

Hogenesch, Kay, 2002; Zylka et al., 1998). 

Os ritmos biológicos não são apenas expressões fenotípicas à ambientes cíclicos, mas 

sim a expressão de um processo endógeno. Na cronobiologia definimos uma característica 

importante dos ritmos biológicos a endogenicidade, ou seja, a persistência de um ritmo 

mesmo na ausência de pistas ambientais (livre curso). Quando um organismo está em livre 

curso, seu período torna-se ligeiramente diferente daquele exibido em condições naturais no 

ambiente. Este período é representado pela letra grega ͳ (Tau), e é característico de cada 

espécie (Albrecht et al, 2012). 

Uma outra característica importante é a sincronização dos ritmos endógenos às 

oscilações ambientais de período semelhante. Estes fatores cíclicos que promovem a 

sincronização dos ritmos biológicos são denominados de Zeitgebers, termo alemão que 

significa ‘doador de tempo’, ou seja, agente sincronizador. São exemplos de Zeitgebers os 

ciclos ambientais de claro/escuro, ciclos de disponibilidade de alimentos, relação ambiental 

entre presa e predador, ciclos de atividade social, dentre outros (Aschoff, J. 1960). Cada um 
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destes fatores possui forte papel enquanto agentes sincronizadores. Por outro lado, existe 

também a sincronização por mascaramento (Aschoff, J, 1988). Nesse caso, vários estímulos, 

cíclicos ou não, podem modificar a expressão final do ritmo de atividade do organismo, 

sendo o controle exercido por vias que não incluem o oscilador circadiano. 

Desta forma, diz-se que um ritmo é verdadeiramente circadiano quando ele persiste 

em condições constantes e, quando estão sincronizados a fatores externos ambientais, são 

então considerados ritmos diários.  Embora endógenos, os ritmos biológicos mantêm estreita 

relação com os ritmos ambientais, em resposta aos eventos cíclicos presentes no meio, como 

variações diárias de fotoperíodo (Aschoff, 1965; Pittendrigh, C. S, 1960). A persistência da 

ritmicidade circadiana em ambientes mantidos constantes, bem como a adaptação dos ritmos 

a fatores externos ambientais evidenciam a existência de um sistema temporizador que 

mantém os diferentes ritmos biológicos (Moore, R.Y, 1997). 

Para compreender a manutenção dos ritmos biológicos em mamíferos é 

imprescindível conhecer o sistema temporizador que gera e mantém esta ritmicidade. É 

conhecido e amplamente aceito que, em mamíferos, os Núcleos Supraquiasmáticos (NSQs) 

constituem o marca-passo central da ritmicidade circadiana, e regula todo o sistema 

temporizador. São compostos por um par de conglomerados de cerca de 20.000 neurônios, 

sendo cada um dos núcleos com 10.000 células neurais e uma grande quantidade de células 

gliais, localizados no hipotálamo ventral anterior, dorsal ao terço caudal do quiasma óptico, 

rostral às comissuras supra-ópticas e ventrolateral ao III ventrículo. Podem ser divididos, 

anatomicamente e funcionalmente, em duas subdivisões distintas: A subdivisão ventrolateral 

também denominada de Core e a região dorsomedial, também denominada de Shell 

(Marques; Menna-Barreto, 2003; Colwell, 2011). 

Estes núcleos regem a ritmicidade circadiana em mamíferos, sincronizando todo o 

restante de um organismo às condições ambientais em diferentes níveis, desde o fisiológico 

ao comportamental. Os NSQs integram a informação de maneira sistêmica e esta atividade é 

fundamental para sobrevivência dos indivíduos, no que se refere à adaptação do organismo ao 

ambiente e a sua sobrevivência enquanto espécie no que tange ao aspecto reprodutivo (Buijs 

et al., 2006). 

No nível molecular, os ritmos biológicos são mantidos por uma maquinaria composta, 

fundamentalmente, por alças de retroalimentação transcricionais-traducionais (Reppert; 
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Weaver, 2002). O cerne deste processo consiste em genes centrais da regulação do sistema 

temporizador circadiano e pode ser representado por uma via cíclica, onde as proteínas 

CLOCK/ou NPAS2 e BMAL1 atuam como reguladores positivos, ativando a transcrição dos 

genes Per (1, 2 e 3) e Cry (1 e 2). As proteínas PER e CRY são fosforiladas, formam 

heterodímeros e atuam inibindo CLOCK/NPAS2-BMAL1 no núcleo celular, ou seja, 

reprimindo a sua própria transcrição (Guilding; Piggins, 2007).  

Uma alça secundária consiste em receptores nucleares (REV-ERBs alfa e beta) e os 

receptores nucleares órfãos, relacionados ao receptor de ácido retinóico (RORs alfa e gama). 

Esta alça secundária consiste em conjuntos de receptores nucleares circadianos, em particular 

REV-ERBs (REV-ERBα e β, codificados por NR1D1 e NR1D2 , respectivamente) e 

receptores nucleares órfãos relacionados ao receptor de ácido retinóico (RORs: RORα-γ), que 

também estão sob o controle transcricional dos heterodímeros CLOCK / BMAL1.  REV-

ERBs e RORs competem para ocupar os elementos responsivos a RORs / REV-ERBs (RREs) 

localizados nas regiões promotoras / potenciadoras de seus genes alvo. RORs geralmente 

ativam a transcrição mediada por RRE, enquanto REV-ERBs a suprimem fortemente (Patke. 

Alina, Michael W. Young, and Sofia Axelrod, 2020).  

Os genes que compõe a maquinaria molecular não são expressos apenas nos NSQs, 

mas também apresentam expressão rítmica em diversos tecidos e órgãos como fígado, rins, 

sangue periférico, e em diferentes áreas do encéfalo como neocórtex, córtex cerebelar, bulbo 

olfatório, amígdala, habênula, hipocampo e uma variedade de núcleos do hipotálamo 

(Guilding; Piggins, 2007; Korenčič, Anja, et al. 2014; Rijo-Ferreira, Filipa, and Joseph S. 

Takahashi. 2019; Buhr, Ethan D., and Joseph S. Takahashi. 2013). Entretanto, as fases de 

expressão destes genes variam entre os órgãos em relação ao NSQ (Yamazaki, 2000; Chung, 

Sooyoung, et al. 2017; Zhang, Shan, et al. 2020). Vale ressaltar que os NSQs coordenam as 

fases de diferentes processos, como eventos moleculares nos osciladores periféricos (Mure, 

Ludovic S., et al. 2018). Assim, os NSQs tem sua atividade ajustada aos Zeitgebers, gerando 

uma ordem temporal interna pela sincronização dos demais osciladores. 

Estudos genômicos sugerem que as variações nos genes relógio estão fortemente 

associadas aos transtornos psiquiátricos (Parekh, Puja K., et al. 2018). Variantes genéticas 

raras de PER3 estão significativamente associadas a uma série de características dos 

transtornos psiquiátricos, tais como idade de início, resposta ao tratamento, oscilações do 

humor circadiano e características de temperamento. Polimorfismos neste mesmo gene 
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também foram associados a Transtorno Depressivo Maior (Artioli, Paola, et al. 2007; 

Dallaspezia, S., et al. 2011). Polimorfismos nos genes Per3, Timeless e ARNTL (Bmal) 

foram associados a predisposição ao desenvolvimento de transtorno bipolar (Rybakowski, 

Janusz K., et al. 2014).  

Além dos genes circadianos, uma gama de outros genes são controlados pela 

maquinaria molecular circadiana central, estes são chamados de genes controlados pelo 

relógio (Clock Controled Genes – CCGs) (Mavroudis, Panteleimon D., et al. 2018).  Genes 

envolvidos na neuroplasticidade, como BDNF (Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro ou 

Brain-Derived Neurotrophic Factor), uma proteína, que como outros fatores de crescimento 

do sistema nervoso, está intrinsecamente envolvido com crescimento, diferenciação e 

sobrevivência de neurônios, podendo participar da resposta fotoperiódica, mas ainda não bem 

elucidada. Bdnf está envolvido em potenciação de longa duração e depressão de longa 

duração. Em NSQ, este gene apresenta variação circadiana nos níveis de transcrito e proteína 

(Liang; Allen; Earnest, 2000; Earnest, David J., et al. 1999; Mou, Xiang, Cynthia B. 

Peterson, and Rebecca A. Prosser, 2009). Esta variação também tem sido demonstrada em 

outras regiões do sistema nervoso central, como hipocampo e córtex frontal (Coria-Lucero, 

Cinthia D., et al. 2016; Seney, Marianne L., et al. 2019). A expressão de Bdnf e seu receptor 

Trkb (Tropomyosin receptor kinase B) é mais elevada no início da fase de claro do que no 

início da fase de escuro em hipocampo de hamsters submetidos a fotoperíodo longo (Ikeno, 

T., Zachary M. Weil, and Randy J. Nelson. 2014). 

Cada ambiente possui uma gama de ciclos ambientais que se organizam em um 

calendário diário e sazonal, constituindo ordem temporal. De acordo com o estado de cada 

uma das variáveis ambientais diárias, formam-se diferentes contextos ou nichos temporais ao 

longo do dia e das estações.  

2.2 Sincronização fótica 

Colin Pittendrigh e Jurgen Aschoff foram pioneiros na pesquisa de como processos 

biológicos promovem ou auxiliam na adequação do sistema de temporização circadiano ao 

ambiente. Estes autores definiram os conceitos fundamentais das relações temporais entre os 

organismos e seu ambiente. Os experimentos realizados por Pittendrigh determinaram as 

bases do que atualmente é conhecido como sincronização, envolvendo os aspectos 

circadianos e sazonais (Marques; Menna-Barreto, 2003, Pg. 62; Pittendrigh, 1993). 

https://paperpile.com/c/8oB0Ot/nhJ6
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Sincronização pode ser definida como a relação de fase estável entre dois ritmos: o ambiental 

e endógeno, de períodos semelhantes. 

Em mamíferos, o processo de adaptação temporal, mediado pelo sistema 

temporizador, também denominado de relógio biológico, é determinado por mecanismos de 

sincronização, que permitem aos organismos a capacidade de antecipação aos eventos 

ambientais. A capacidade antecipatória garante que os organismos se preparem organizando 

recursos e atividades antes que sejam necessários (Pittendrigh, 1960). São exemplos práticos 

de antecipação a preparação para a disponibilidade de alimento, o perfil de atividade e 

repouso em resposta à presença do predador no ambiente, preparação para reprodução, 

hibernação, entre outros aspectos (Buijs et al., 2016). Além da antecipação, a adaptação 

temporal consiste na harmonização das fases dos ritmos com os ciclos ambientais (Marques; 

Menna-Barreto, 2003, pg. 60). 

Para que o sistema temporizador atue de maneira eficiente na sincronização do 

organismo ao ambiente, é importante que ele esteja hierarquicamente organizado para que 

possa ser sincronizado por diferentes Zeitgebers. Diferentes variáveis ambientais não fóticas 

podem atuar como agentes sincronizadores, como os ciclos sociais, que parecem depender de 

diferentes regiões do cérebro de roedores como, por exemplo, folheto intergeniculado do 

tálamo e dos bulbos olfatórios (Goel; Lee; Pieper, 1998; Lewandowski; Usarek, 2002). A 

oferta alimentar cíclica também desempenha um papel temporizador, gerando uma espécie de 

“memória temporal”, de forma que em roedores noturnos, há uma antecipação ao momento 

da oferta alimentar cíclica, com aumento da atividade locomotora e elevação de temperatura 

corpórea (Boulos; Terman, 1980). 

Por mais de quatro bilhões de anos, as mudanças no tempo e quantidade de luz ao 

longo dos dias têm sido o principal gerador de tempo ou “zeitgeber” que informa a duração 

do dia aos relógios biológicos endógenos das mais variadas formas de vida na Terra. A luz 

pode agir diretamente para modificar o comportamento. Em roedores noturnos, como os 

camundongos, a luz estimula esses animais a buscar abrigo, reduzir a atividade e até mesmo o 

sono, enquanto nas espécies diurnas a luz promove estado de alerta e vigilância (Chellappa et 

al. 2011). 

Em todo o reino animal, e especialmente nos vertebrados não mamíferos, existe uma 

diversidade notável no mecanismo de detecção de luz, através dos fotorreceptores (Davies et 

https://paperpile.com/c/8oB0Ot/hQyh
https://paperpile.com/c/8oB0Ot/hQyh
https://paperpile.com/c/8oB0Ot/bYvu+Npta+OIll
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al. 2012;  Halford et al. 2009; Shand and Foster, 1999). Há relativamente pouco tempo, os 

olhos dos vertebrados haviam sido considerados minuciosamente investigados e visto como 

talvez a parte mais bem compreendida do sistema nervoso central. Anos de pesquisa 

meticulosa descreveram como a luz é detectada pelos fotorreceptores visuais (bastonetes e 

cones) que, quando estimulados, produzem potenciais elétricos graduados. A retina interna 

então monta essas respostas em uma imagem crua. As células ganglionares da retina (RGCs) 

integram essas informações e, por meio de seus axônios que formam o nervo óptico, se 

comunicam com o cérebro, que então realiza um processamento visual altamente sofisticado 

em estruturas corticais e subcorticais onde há a interpretação das imagens.  

Recentemente estudos realizados inicialmente em peixes e depois em roedores 

demonstraram que os cones e bastonetes não são os únicos neurônios sensores de luz do olho 

dos vertebrados, elucidando a existência de uma classe totalmente distinta de fotorreceptores 

oculares. A descoberta de um sistema fotorreceptor adicional na retina de mamíferos permitiu 

compreender como acontece a sincronização fótica desta classe de organismos. O 

fotoarrastamento em mamíferos é exclusivamente dependente destes fotorreceptores oculares, 

diferente do resto dos vertebrados, que utilizam múltiplos fotorreceptores distribuídos em 

diferentes regiões cefálicas. A principal hipótese evolutiva para que os mamíferos 

concentrem o sistema de fotorrecepção na retina deriva da ideia de que os mamíferos 

ancestrais tenham sido exclusivamente noturnos. Desta forma ao saírem das tocas durante o 

anoitecer um sistema mais acurado de detecção de intensidade e duração de luz interno, 

exclusivamente retiniano foi selecionado a favor para uma detecção confiável do amanhecer 

(Kronfeld-Schor, Noga, and Tamar Dayan, 2008; Helm, Barbara, et al; 2017). 

 Considerando que a sincronização fótica é a principal via correlata com os ciclos 

geofísicos de claro/ escuro, o conhecimento das vias responsáveis por este processo perpassa 

o entendimentos dos fotorreceptores, demonstrando que a luz é capaz de sincronizar o 

organismo. Através de uma arquitetura hierárquica e especializada do relógio biológico 

central, a informação luminosa é detectada primariamente pelas células ganglionares 

presentes na retina e então transmitida através dos axônios do trato retino-hipotalâmico aos 

NSQs. Esta informação elétrica é convertida em sinal químico que irá alterar o padrão de 

manifestação de diversos fenótipos, de forma que a observação do ajuste de fase é perceptível 

no comportamento de atividade e repouso, em níveis hormonais e na expressão gênica, por 

exemplo (Golombek, Diego A., and Ruth E. Rosenstein. 2010). 

https://paperpile.com/c/8oB0Ot/bYvu+Npta+OIll
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Para compreender o funcionamento dos NSQs como estrutura central do sistema 

temporizador circadiano, é importante considerar que cada neurônio que o compõe atua como 

um oscilador independente, que gera variação circadiana em sua atividade elétrica. O 

acoplamento destas células resulta na organização temporal de todo o organismo, que 

sincroniza os relógios periféricos presentes em diversas células, tecidos e órgãos, como 

fígado, glândula adrenal, pâncreas, adipócitos, entre outros, a fim de que os tecidos estejam 

numa relação  de fases estável (Dibner; Schibler; Albrecht, 2010). Apesar de já bem descritas 

a estrutura dos NSQs, e como o sinal é recebido a partir do Trato Retino-Hipotalámico 

(TRH), apenas nas últimas décadas foram descobertas as células ganglionares da retina 

intrinsecamente fotossensíveis (iPRGCs, RGCs, pRGCs, mRGCs ou ipRGCs). Duas 

abordagens diferentes conseguiram identificar que um subconjunto de células ganglionares 

retinais (RGCs) são endogenamente fotossensíveis e foram chamadas de células ganglionares 

retinais fotossensíveis (pRGCs). Essas células também são conhecidas como células 

ganglionares retinais de melanopsina (mRGCs) ou como células ganglionares retinais 

intrinsecamente fotossensíveis (ipRGCs). Estas células expressam melanopsina (Opn4), que é 

a molécula diretamente responsável pela transdução de sinal fótico para sincronização dos 

núcleos supraquiasmáticos, bem como para uma ampla gama de respostas à luz não 

relacionadas à formação de imagem, como: resposta pupilar à luz (PLR); a supressão aguda 

da atividade locomotora (mascaramento negativo); indução do sono; níveis de alerta; aversão 

à luz; e influenciando comportamentos relacionados ao humor, como níveis de ansiedade e 

função cognitiva. Além disso, os subtipos de pRGCs parecem se projetar para diferentes 

regiões do cérebro e, como resultado, podem mediar diferentes respostas fisiológicas à luz 

(R,J Lucas, 2001; Mrosovsky, N, 1999; Hubbard, J, 2013; Milosavljevic, N, 2016; 

Fernandez, D. C, 2018; Gias, C, 2010; LeGates, T. A, 2012; Milosavljevic, N, 2016; 

Fernandez, D. C, 2018; Hattar, Samer. 2006; Baver, S.B et al. 2008; Hand, R., & Polleux, F. 

2011; Chen, SK, Badea, TC e Hattar, S. 2011; Schmidt, T. M., & Kofuji, P. 2009; Schmidt, 

T. M., Chen, S. K., & Hattar, S. 2011). 

Para estudar o perfil de atividade e repouso, que é considerada uma importante 

variável para avaliar a sincronização, bem como o ritmo em livre curso, a principal 

ferramenta cronobiológica adotada é a actimetria. É um método não-invasivo para monitorar 

ciclos de atividade/repouso, inicialmente idealizado para humanos e adaptado para animais. 

Em humanos consiste em uma espécie de relógio de pulso, dotado de um acelerômetro capaz 

de detectar a movimentação realizada pelo indivíduo e gera um conjunto de dados capazes de 
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inferir o perfil cíclico de vigília e sono, sendo aplicado na clínica da medicina do sono. Em 

modelo animal a actimetria pode ser realizada basicamente por duas técnicas: por roda de 

atividade ou atividade locomotora total na caixa de manutenção. Ambas as técnicas são 

baseadas no uso de um sensor de presença acoplado a uma placa (ex. arduíno) e um software 

que capte o movimento realizado e contabiliza a duração da atividade em intervalos de 5 

minutos, ao longo de 24 horas, repetidamente ao longo de x dias. Para estudarmos a 

sincronização aos fatores oscilatórios ambientais, bem como avaliarmos a endogenicidade do 

ritmo, e possíveis efeitos mascaradores, o uso da actimetria é fundamental.  

2.3 Fotoperíodo e Sazonalidade 

Sazonalidade é um termo que diz respeito a tempo, sendo um fenômeno sazonal 

aquele que apresenta variação de ocorrência conforme a época do ano e que está relacionado 

com diferenças na disponibilidade de luz ao longo do mesmo.  Fotoperíodo pode ser definido 

como o número de horas da fotofase (fase de claro) em um ciclo claro/escuro (Numata, 

Hideharu, and Barbara Helm, 2014). O fotoperíodo é a principal via ambiental utilizada pelos 

organismos para determinar o comprimento do dia ao longo do ano e coordenar adaptações 

do calendário sazonal (Pyter; Reader; Nelson, 2005). O verão, por exemplo, é uma estação 

característica pela presença de dias longos e noites curtas (fotoperíodo longo), diferente do 

inverno, onde há dias curtos e noites longas (fotoperíodos curtos).  

É importante estabelecer a distinção entre respostas fotoperiódicas e respostas 

circadianas. Apesar de estes dois fenômenos normalmente utilizarem os mesmos mecanismos 

para estabelecer e informar ao restante do organismo sobre o comprimento do dia, estes 

distinguem-se da seguinte forma: os ritmos circadianos, como já caracterizados, possuem 

período de oscilação em torno de 24 horas, já o fotoperiodismo está intrinsecamente 

relacionado a períodos anuais ou sazonais. O fotoperiodismo utiliza o ciclo anual do 

comprimento dos dias, com diferentes fotoperíodos, para ajustes fisiológicos e 

comportamentais às variações sazonais (Goldman, 2001). Assim, não é correto rotular um 

organismo como fotoperiódico apenas por que ele se arrasta às condições luminosas às quais 

for submetido, ou seja, sincronizado. O sistema de temporização circadiano central, 

representado pelos NSQs, são modulados pelos diferentes fotoperíodos, gerando sinais do 

comprimento do dia em resposta a estimulação gerada via trato retino hipotalâmico (Patton, 

Andrew P., and Michael H. Hastings, 2018; Hastings, Michael H., Elizabeth S. Maywood, 

and Marco Brancaccio, 2019). Os NSQs apresentam perfil rítmico sazonal nos níveis de 
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neurotransmissores e na morfologia, de forma que as células que compõe os NSQs percebem 

o comprimento do dia e guiam as mudanças sazonais ajustando outras vias e outras estruturas 

para adaptação às mudanças sazonais (Merrow, Martha, and Mary Harrington, 2020).  

Ainda não há um consenso sobre qual estrutura é sede do relógio biológico sazonal. A 

maioria das evidências apontam para a melatonina como um importante mediador de 

regulação deste calendário sazonal, através da regulação fótica da glândula pineal pelos 

NSQs (Gorman, Michael R, 2020), que atua comunicando a informação fotoperiódica a vários 

órgãos em todo o corpo (Refineti, 2006). Diferentes estruturas do cérebro recebem projeções 

diretas do trato retino-hipotalâmico, como por exemplo a área pré-óptica medial, os núcleos 

paraventricular, periventricular e dorsomedial, além da área hipotalâmica anterior (Reuss, 

Stefan, and Eberhard Fuchs, 2000; Lazzerini Ospri, Lorenzo, Glen Prusky, and Samer Hattar. 

2017; ), sugerindo que estas estruturas poderiam ser moduladas diretamente pelo fotoperíodo.  

Existem variações fisiológicas e comportamentais vinculadas à sazonalidade, como 

fenômenos de hibernação e migração, sendo a luz (fotoperíodo) a principal sincronizadora 

das funções sazonais em latitudes de climas temperados. Alterações sazonais possuem 

importante impacto na população humana e foram identificadas em diferentes níveis. 

Dosagens de colesterol na população norte americana (EUA), mostram níveis mais altos 

durante a metade do verão e mais baixos durante a primavera (Ockene, Ira S., et al. 2004). A 

pressão arterial é mais alta durante o inverno do que no verão (Stergiou, George S., et al. 

2020).  

Como manifestação patológica do comportamento humano relacionado à 

sazonalidade, diversas doenças têm apresentado perfil sazonal como doenças 

cardiovasculares (Stewart, Simon, et al. 2017), autoimunes (Watad, Abdulla, et al. 2019) e 

infecciosas (Martinez, Micaela Elvira, 2018). Alguns distúrbios psiquiátricos também 

apresentam perfil sazonal, como o Transtorno Afetivo Sazonal (Seasonal Affective Disorder 

– SAD), que se caracteriza por episódios de depressão que se desenvolvem tipicamente no 

inverno, período este com dias muito curtos e noites muito longa. Um estudo realizado no 

Canadá, entre 1996 e 2013, identificaram que 70% dos casos de depressão manifestaram-se 

no inverno (Patten et al., 2016). Além disto, 70% de uma amostra da população finlandesa 

apresenta variação sazonal no tempo de duração de sono, atividade social, humor e 40% 

apresenta variação sazonal no peso corporal e apetite (Basnet et al., 2016; Wirz-Justice, 

Anna, 2019).  

Incidência dos casos de mania, associados ao transtorno bipolar, avaliados por 

admissão hospitalar, apresenta maior pico durante a primavera e menor durante o verão 
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(Bullock, Ben, Greg Murray, and Denny Meyer, 2017; Fellinger, Matthäus, et al. 2019; Fico, 

Giovanna, et al. 2020). Em uma amostra da população brasileira, em Belo Horizonte, foi 

observado que a maioria dos casos de internação por mania ocorre durante o final do inverno 

e início da primavera, demonstrando assim a sazonalidade deste transtorno em uma região 

tropical (Volpe et al., 2010). Além disso, existem várias evidências epidemiológicas 

indicando maiores taxas de tentativa de suicídio e suicídio completo durante a primavera, 

embora outras estações tenham sido também associadas (Chaudhari, Nishith K., et al. 2018). 

Recentemente, em uma revisão sistemática e metanálise, demonstramos que, em diferentes 

populações, as tentativas de suicídio são mais elevadas durante a primavera, independente de 

sexo e método utilizado, sugerindo um forte componente ambiental modulador do 

comportamento suicida (Coimbra et al., 2016). Um estudo na Finlândia demonstrou uma 

relação entre a sazonalidade do suicídio e o comprimento dos dias ao longo das estações, de 

forma que o pico da mortalidade por suicídio foi detectado entre os dias 15 de maio e 25 de 

julho, período em torno do solstício de verão (Hiltunen et al., 2011).  

As variações no tempo de exposição à luz solar em latitudes crescentes tem sugerido 

uma explicação para a sazonalidade na mortalidade por suicídio. Em um estudo realizado no 

Chile em quatro latitudes, foi identificada elevação significativa da mortalidade por suicídio 

durante a primavera, entretanto quando as regiões foram analisadas separadamente, observou-

se que na zona de baixa latitude não houve diferença significativa nos dados de suicídio, 

endossando a hipótese do impacto que o fotoperíodo possui para estes casos (Heerlein; 

Valeria; Medina, 2006). No Brasil, o perfil epidemiológico de comportamento suicida 

também tem sido relatado com pico durante a primavera, em diferentes latitudes (Benedito-

Silva; Pires; Calil, 2007).  

A estação de nascimento também foi descrita como um fator de risco para 

sazonalidade do suicídio e outros transtornos psiquiátricos, como esquizofrenia, transtorno 

bipolar e desordem depressiva recorrente (Disanto et al., 2012; Rock; Greenberg; Hallmayer, 

2006), o que sugere um efeito de variações sazonais ambientais presentes durante o 

desenvolvimento inicial humano. De fato, identificamos recentemente que a temperatura 

ambiental como mediadora na associação entre fotoperíodo ao nascer e cronotipo (Santos, R. 

C. 2020). 

Estes exemplos enfatizam a importância dos estudos acerca do efeito do fotoperíodo 

na adaptação sazonal do organismo, que, em alguns casos, manifesta-se em diversas 

patologias. 
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Em muitas espécies, as mudanças sazonais no balanço metabólico demonstraram ser 

dependentes do fotoperíodo que atua como uma pista antecipatória importante. 

 2.4 Ritmos Biológicos, Transtorno Bipolar e Modelos animais de Mania 

 O transtorno bipolar (TB) é um transtorno mental crônico e recorrente. Estimativas da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) apontam que o TB atinge aproximadamente 1 a 3% 

da população mundial, estando entre as maiores causas de incapacidade (Keck et al., 2001; 

Press, W. H. O. 2008). O TB é caracterizado por alteração do humor, alternando entre estado 

de mania e episódios depressivos (American Psychiatric Association, 2014; Murray et al., 

2011). 

 Adultos jovens são mais suscetíveis a desenvolver o TB, sendo observado que pelo 

menos metade dos casos iniciam antes dos 25 anos de idade (Kessler, 2005). Quanto às 

comorbidades associadas ao TB, dados globais mostraram que 76,5% dos pacientes também 

apresentaram outros transtornos ao longo da vida. As comorbidades mais frequentes são: os 

transtornos de ansiedade (62,9%), os transtornos comportamentais (44,8%) e os transtornos 

relacionados ao abuso de substâncias (36,6%) (Merikangas, 2011). 

 De acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais em sua 5ª 

edição (DSM V) (DSM-V, 2013), o estado de mania é caracterizado por estado de humor 

eufórico e/ou irritável associado a diminuição da necessidade de sono, aumento da 

loquacidade, sentimento de grandiosidade, baixa concentração e atenção, aumento notável de 

comportamentos de exposição ao risco (promiscuidade, impulsividade), aumento da atividade 

locomotora.  

 A mania é o mais característico dos episódios e, apesar de frequente e incapacitante (é 

o que mais resulta em internações agudas em virtude das graves mudanças de comportamento 

e conduta que provoca), é pouco estudada e diagnosticada. 

O uso de animais na ciência datam de 300 a.C por cientistas gregos como Aristóteles e 

Erasístrato, seguidos por Galeno (100 d.C). No Brasil, modelos animais têm sido usados 

desde 1900, com a criação do Instituto Oswaldo Cruz, sendo regulamentado em 2008 através 

da lei Arouca (11.7924/2008) (Benchimol, Jaime L. 2020).  
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O estudo do comportamento e da neurobiologia tem suas raízes na teoria da evolução 

de Charles Darwin, mas o interesse do homem pelo comportamento animal data de quando 

nossa espécie ainda vivia em cavernas. A curiosidade sobre os hábitos de predadores e presas 

e a maneira de lidar com espécies que pudessem ser úteis eram extremamente importantes e 

estavam ligadas à própria sobrevivência dos indivíduos. A diversidade de comportamento de 

espécies e populações animais tem servido de base para o estudo e a compreensão do 

comportamento humano. Estudos da década de 1970, com macacos e ratos envolvendo 

estresse e privação social, modelo do desamparo aprendido entre tantos outros são exemplos 

clássicos de modelos animais experimentais com aplicações em humanos que têm elucidado 

informações importantes sobre aspectos cognitivos, neurobiológicos e psiquiátricos.  

O uso de modelos animais é uma ferramenta vital no estudo da neurobiologia dos 

transtornos psiquiátricos. Os principais desafios se baseiam na transposição dos parâmetros 

comportamentais que mimetizem os aspectos clínicos que caracterizam a psicopatologia 

humana, bem como a enorme variedade de subtipos diagnosticados. Apesar disto, alguns 

modelos animais para transtorno bipolar têm sido desenvolvidos, especialmente em três 

abordagens: farmacológica, comportamental e genética. Os modelos farmacológicos baseiam-

se em psicoestimulantes que elevam os níveis de concentração sináptica dopaminérgica ou 

pela disfunção da enzima Na
+/

K
+
-ATPase. Estas vias geram hiperatividade, que é reduzida 

pelo o uso de estabilizadores de humor. Os modelos comportamentais são baseados 

especialmente em privação de sono, e o principal modelo genético é baseado em 

camundongos que não expressam o gene clock. Todos os modelos baseiam-se na elucidação 

dos aspectos maníacos do transtorno, que configura-se como fase de elevação da exposição 

ao risco, hiperatividade e maior morbidade.  

Dentre os modelos já existentes não há nenhum modelo que considere a luz como um 

potencial modulador deste comportamento. Entretanto, como já evidenciamos, a 

dessincronização do sistema de temporização circadiana tem sido amplamente associada a 

diversos transtornos, especialmente os psiquiátricos do humor. Buscando elucidar como 

variações graduais de fotoperíodo análogas as condições ambientais são capazes de modular a 

neurobiologia de comportamentos associados aos transtornos de humor estamos 

desenvolvendo este trabalho. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivos Gerais 

Avaliar o efeito do incremento gradual de fotoperíodo na modulação do comportamento 

associado a mania em modelo animal. 

3.2 Objetivos Específicos 

Estabelecer um protocolo de variação gradual do fotoperíodo, denominado de TP 

(Transitional photoperiod); 

Avaliar o efeito da variação gradual de fotoperíodo no ritmo de atividade locomotora de 

camundongos C57BL/6; 

Avaliar o efeito da variação gradual de fotoperíodo na modulação do comportamento 

associado a mania; 

Avaliar o padrão de expressão circadiana de Per2 no CPF (córtex pré-frontal) de animais 

submetidos a transição gradual de fotoperíodo; 
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Artigo 1 

4. Capítulo 1 - In vivo modeling of seasonal variations in suicidal behavior and mania 

symptoms 
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Abstract 

Suicidal behavior is a major public health issue, representing one in every hundred deaths globally. It 

also contributes to a higher morbidity and mortality of bipolar disorder, particularly during mania. 

Intriguingly, both suicidal behavior and hospitalizations due to mania state have an increased rate at 

late spring and early summer. Moreover, the suicide rate is higher at latitudes with a more pronouced 

seasonality. Different seasonal environmental factors have been associated with this epidemiological 

profile, such as a faster increase in daylength.  However, the biological mechanism behind this 

association has barely been investigated due in part to the lack of animal models for mania and suicide 

endophenotypes that contemplate photoperiodic changes. In this work, we investigated the behavioral 

response of C57BL/6 mice exposed to a rapid and gradual increase in photoperiod, from short 

(8:16LD) to long (16:8LD), lasting for eight days. We also studied the spontaneous locomotor activity 

(SLA) rhythm and the expression of the clock gene Per2 in the prefrontal cortex of the animals as 

possible markers for physiological alterations. Consistent with a potential triggering effect of a 

expanding photoperiod on suicidal behavior and mania, the animals presented an increased 

exploratory and risk behaviors, and a reduced self-care, compared to the groups exposed to equatorial 

(12:12LD) and fixed long (16:8LD) photoperiods. Despite an effective synchronization of SLA 

onset,,the phase angles between onset, SLA acrophase and Per2 expression are altered, suggesting a 

circadian misalignment promoted by the photoperiodic variations. To the best of our knowledge, this 

is the first model for suicidal endophenotypes and mania-like behavior induced by photoperiodic 

changes. 
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1.      Introduction 

 Suicide is one of the leading causes of deaths worldwide, overcoming Breast Cancer, 

Malaria, HIV/AIDS, war and homicides, and the number of suicide attempts can be twenty 

times higher (O'Rourke, Maria C., Radia T. Jamil, and Waquar Siddiqui. 2018; World Health 

Organization 2019; Arensman, Ella, et al. 2020). Intriguingly, suicidal behavior presents a 

consistent seasonal pattern in different populations, in both hemispheres, with an increasing 

rate at late spring and early summer (Coimbra, D. G. 2016; Plemmons, Gregory, et al. 2018; 

Su, M. K., Chan, P. Y., & Hoffman, R. S. 2020). Suicide rates also increase towards latitudes 

of strong seasonality (Hernández, O. H., Hernández-Sánchez, J. A., & Flores-Gutiérrez, J. D. 

2018). Moreover, there is a significant association between hours of sunshine and completed 

suicide carried out through violent methods, indicating a higher lethality of suicidal behaviors 

during spring/summer (Aguglia, Andrea, et al. 2019). Consistently, hospitalizations due to 

Bipolar Disorder (BD) mania state, which is charachterized by risk-preference, reward 

hypersensitivity and increased mortality by suicide (van Enkhuizen, Jordy, et al. 2015), are 

also higher during spring and summer (Parker, G. B., Hadzi-Pavlovic, D., & Graham, R. K. 

2017; Llanes-Álvarez, Carlos, et al. 2021).  

Despite reiterated evidences for seasonality in suicide and BD, the biological 

mechanism behind this association was not properly adressed yet. Suicidal behavior is a 

complex transdiagnostic psychiatric condition with a heterogeneous etiological basis 

(Perrotta, G. 2020; Edwards, Alexis C., et al. 2021;  Neupane, Sudan Prasad. 2021). The 

contemporary model to explain suicide involves a predisposing biological background 

responding to stressful environmental triggering factors (Turecki, Gustavo. 2020). Some of 

these triggers can occur seasonally and could evoke suicide crisis in susceptible individuals 

(Kayipmaz, Selvi, et al. 2020, Woo, Jong-Min. 2012).  

The preeminent environmental factor associated with seasons is photoperiod 

(Aguglia, A., Borsotti, A., & Maina, G. 2017; Aguglia, Andrea, et al. 2019). In fact, 

evidences from different studies indicate that sunlight variations are associated with suicide 

and BD. We demonstrated that photoperiodic variation was the strongest predictor of suicide 

rate in Brazil and correlates with the temporal profile of completed suicides at the southern 

part of the country (Coimbra et al, 2021). Large changes in solar insolation between winter 

and summer were associated with increased suicide attempts in patients with BD (Bauer, 

Michael, et al. 2019). Moreover, an earlier BD onset was associated with the months with 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bipolar-disorder
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higher increase in photoperiod (Aguglia, A., Borsotti, A., & Maina, G. 2017; Rosenthal, 

Sandra J., et al. 2020). 

Photoperiodic changes modulate circadian rhythms in several organisms including 

humans (Porcu, Alessandra, et al. 2018; Sumova, Alena, and Helena Illnerova. 2020, Zerbini, 

Giulia, Eva C. 2021). Correspondingly, several diseases have been related to disruptions of 

the circadian system, including BD (Bedrosian and Nelson 2017; Wirz-Justice 2018; Oliveira 

et al., 2018). Suicide may also be elicited by circadian disfunctions due to sleep deprivation 

(Porras-Segovia, Alejandro, et al. 2019) or alterations in physiological pathways modulated 

by the circadian clock, such as the HPA axis (Braquehais, María Dolores, et al. 2012; 

Melhem, Nadine M., et al. 2016), neuroinflammation (Courtet, Philippe, et al. 2016; Ducasse, 

D., Girod, C., & Courtet, P. 2016), neuroplasticity (Suzuki, Hisaomi, et al. 2019) and 

neurotransmitters release (Lu, Da-Yong, et al. 2021; Sudol, Katherin, and J. John Mann. 

2017). Moreover, suicide was associated with eveningness (Lester, David. 2015), 

polymorphisms in clock genes (Jankowski, K. S., & Dmitrzak-Weglarz, M. 2017; Rumble, 

Meredith E., et al. 2018) and differential expression of clock and clock controlled genes in 

suicidal patients (Pawlak, Joanna, et al. 2015). Therefore, circadian rhythm disturbances 

triggered by environmental light variations in vulnerable individuals could explain the 

seasonal pattern in suicide and mania symptoms. In fact, light has been used in phototherapy 

and dark-therapy for the treatment of certain diseases with seasonal patterns, such as Seasonal 

Affective Disorder (SAD) (Pjrek, Edda, et al. 2020), Major Depression (Tao, Long, et al. 

2020) and BD (Takeshima, Masahiro, et al. 2020). 

The lack of animal models involving seasonal aspects in suicidal behavior and BD is 

an impediment to progress in understanding its underlying cause (McCarty, Richard, et al. 

2021). In vivo models for suicide endophenotypes have been proposed but did not include 

circadian disruptions nor photoperiod variations (Young, Jared W., et al. 2018; Rosenthal, 

Sandra J., and Richard McCarty. 2019). Additionally, generating animal models for BD has 

proven difficult (Blumberg, Hilary P. 2012). Hence, animal models for suicidal behavior 

endophenotypes and mania-like behavior induced by photoperiodic changes would aggregate 

in our repertoire of tools for exploring the mechanistic basis triggering these conditions.  

Short and long photoperiods have been shown to modulate physiology and behavior 

in common laboratory rodents (Kawai, Hiroshi, et al. 2018; Siemann, Justin K., et al. 2019). 

However, few investigators have attempted to mimic gradual photoperiod variations (Quiles, 
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Caroline Luísa, et al. 2016; Metzger, Joshua, et al. 2020).  In this work, C57BL/6J mice were 

exposed to a rapid and gradual increase in photoperiod, resembling a spring environment, 

analogous to those reported on the aforementioned epidemiological studies. Using this 

experimental paradigm, we investigated anxiety-like, depression-like and risk behaviors. We 

also evaluated possible alterations in circadian rhythms through Spontaneous Locomotor 

Activity (SLA) and the temporal expression of Per2 in the prefrontal cortex (PFC), a brain 

region involved in the control of key behaviors that are essential to normal social processing 

in rodents and humans, including social motivation, social recognition, dominance hierarchy, 

and executive function  (Bicks, Lucy K., et al. 2015; Nejati, V., Salehinejad, M. A., & 

Nitsche, M. A. 2018; Shepard, Ryan, Emily Beckett, and Laurence Coutellier. 2017). 

Morphological and functional alterations in the PFC were also associated with suicidal 

behavior (Wang, Lifei, et al. 2020 ). 

2. Methods 

Male C57BL/6 mice, aged between 08 and 16 weeks, were obtained from the Central 

Animal Facility of the Federal University of Alagoas (BIOCEN-UFAL). All experiments 

were carried out following international standard requirements and after approval by the 

Local Animal Ethics Committee (permit number 69 /2016). 

2.1. Photoperiodic protocols and Behavioral tests 

All animals were acclimatized in the laboratory with a photoperiod regime of 

12:12LD (hours in light and dark, respectively) for 1 week before the experiments. Light 

intensity (100 lx) and temperature (22ºC) were controlled throughout the experiment. After 

acclimatization, the animals were divided into three groups (Figure 1A): 1. Equatorial 

photoperiod (EP), consisting of a light regime of 12:12LD for 24 days after acclimatization; 

2. Long photoperiod (LP), in which the animals were maintained in 12:12LD for 8 days and 

then transferred to a 16:08 LD for 16 days; 3. Transitional Photoperiod (TP) protocol, in 

which the animals were initially submitted to 12:12LD for 8 days days, followed by 8 days in 

8:16LD. After this period, the photoperiod was gradually increased by one hour per day (30 

min at the beginning and 30 min at the end of the light phase), until it reached 16:8LD after 8 

days. All behavioral tests were performed between ZT06 and ZT08 (n = 10 per group), 

beginning at ZT06 with EPM, followed by OFT, HB and FST, in this order. For TP, the 

Elevated Plus Maze (EPM), the Open Field Test (OFT), the Hole Board (HB) and the pre-



37 
 

exposure to Forced Swim Tests (FST) were performed on the seventh day of the transition 

phase. The FST was carried out on the last day. 

Each animal was placed on the central platform of the EPM (Insight Equipamentos 

Ltda, Brazil) with the head facing one of the closed arms and allowed to explore the 

apparatus for an interval of 5 minutes. The behaviors were evaluated by analyzing the 

sessions recorded using a digital camcorder (Intelbras, Brasil). The analyses were carried out 

blindly by two evaluators (M.R.B and E.F.L.C). The quantification of spatial, temporal and 

ethological variables was performed based on the exploration of each animal considering: 

frequency of entries into the open and closed arms (defined by crossing all four paws into the 

arm) and time spent in these compartments. These parameters are used to calculate the 

percentage of entries and the duration in open arms (Entries: (open/total) x 100; Time: (time 

in compartment/300) x 100). In addition, risk assessment was obtained by recording the 

frequencies of: Head Dipping (HD), the exploratory movement of the head beyond the floor 

of the EPM open arm; Stretched Attend Posture (SAP), the exploratory behavior in which the 

animal extends the front part of the body to probe the open arm, with the body protected in 

the closed arm, then retracts it to return to the original position; and Rearing, the elevation of 

the body leaning on the hind legs. We also performed the deep learning analysis proposed by 

Sturman et al. (2020) with the use of the video tracker DeepLabCut (Mathis et al. 2018) to 

measure the raw distance, raw speed, speed moving, time moving, time stationary and 

distance moving of the animals in EPM. 

The OFT was carried out in a 5mm acrylic box, 30cm in diameter and 50 cm high, 

with the ground divided by black lines into sixteen equal squares (Insight, Brazil). The 

animals were placed gently in the center of the box, so that they could freely explore the 

arena for 5 minutes. Video records were analysed for time spent in the center of the apparatus 

and in the periphery, number of crossings in the center, number of crossings in the periphery, 

total number of crossings, self-cleaning (grooming), rearing and defecations. The animal's 

locomotor activity in the center of the open field was used as a measure of anxiety and the 

number of crossings as a measure to anxiety and exploratory behavior (Azizi, 2018). 

For the FST, the animals were individually placed in a glass cylinder (Laborglas, 

Brazil), filled with tap water at 25ºC with depth adjusted according to the size of the animal. 

These animals were observed in sessions of 7 minutes duration (Muller, Jeff M., et al. 2011; 

Chen, Ruizhuo, et al. 2021). The animals were exposed to a pretest and after 24 hs the 

https://elifesciences.org/articles/47994#bib72
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procedure was repeated. Immobility time was analyzed during the first 2 minutes and the last 

5 minutes (Bushnell & Stupp, 2009). Latency, duration and frequency of behavioral 

categories classified as immobility, climbing, swimming and diving were also recorded.  

The HB was used to assess exploratory behavior through the interaction of animals 

with holes (File, S.E & Wardill, A.G. , 1975). The test consists of a plate with holes coupled 

to the OFT. The plate contains 16 equidistant holes, 4 in the center and 12 in the periphery, 

3cm in diameter, disposed in a circular glass plate 30cm in diameter, raised 5cm from the 

OFT ground. The animals were gently placed in the center of the apparatus and filmed for 10 

minutes. The parameters analyzed were time spent in the center and time spent in the 

periphery, number of interactions with holes in the center and in the periphery. 

2.2.  Spontaneous Locomotor Activity (SLA) recording 

         For rest/activity rhythm monitoring, the animals (n=8) were individually allocated on 

the in-home developed locomotor activity recording apparatus, with free access to water and 

food (Presence, Brazil). Each cabinet houses one single cage and contains an infrared motion 

sensor for the detection of total locomotor activity. All cages were housed in a soundproof 

environment, protected from external light, with temperature control (22°C), equipped with 

an exhaust system and photoperiod and light intensity (100 lx) control. Activity data were 

collected every 5 minutes through an automated system developed by the Laboratory of 

Neurobiology and Biological Rhythmicity (LNRB, UFRN, Brazil). 

2.3. Tissue preparation and qPCR 

       A different batch of animals submitted to the same photoperiodic protocols was used 

for molecular assays. PFC was isolated according to Sabine Spijker (2011) (SPIJKER, 2011). 

Tissue sampling was carried out at ZTs 00, 03, 06, 09, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 

42 (n=48 per group, 3 per time point). For the TP group, sampling was performed at the last 

day of the transition phase (16:8LD) and 7 additional time points in 16:8LD. The tissue was 

stored in RNAlater Solutions (Thermo Fisher Scientific, USA) for RNA stabilization and 

storage, then frozen in -80ºC until extraction. RNA extraction was performed with the SV 

Total RNA Isolation System (Promega/USA) following the manufacturer's guidelines. cDNA 

synthesis was performed with High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA), according to manufacturer’s protocol using the same RNA 
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concentration (20ng/μl) for each sample. All cDNA samples were diluted (1:5) in RNase free 

water for qPCR. 

         qPCR reactions were performed in duplicates using StepOne Plus (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) with 0.25µL of each primer (3.5 µM), 5 µL of SYBR® 

Select Master Mix  (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA), 2.25 µL of nuclease-

free water (Amresco, USA) and 2.5 µL of cDNA, according to StepOnePlus™ Fast Mode. 

For primers’ efficiency tests, the pooled cDNA was diluted 5x (1:2; 1:4; 1:8; 1:16 and 1:32). 

The efficiency value was determined by the StepOne Software (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). Only primers with PCR efficiency between 90-110% and with a single 

melting curve were considered for experiments. The primers were designed in Oligo Explorer 

(http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp) (Per2-Fw – 5’ 

CATATCTTCTACCGTCTCTAGCTCG 3’; Per2-Rv – 5’ GCTACAGCAGCACCATCGTG 

3’; Ppib-Fw – 5’ GGAGATGGCACAGGAGGAAA 3’; Ppib-Rv – 5’ 

CCGTAGTGCTTCAGTTTGAAGTTCT 3’). Sequence alignments were performed with 

blastn using mice RefSeq_RNA as reference background 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) to verify primer specificity. 

2.4. Data analysis 

 The SLA was analyzed using actograms generated in El Temps software (Antoni 

Díez-Noguera, 1999). From the actograms, the following variables were determined: onset, 

offset and alpha (beginning, end and duration of the activity in minutes, respectively). In 

addition, intradaily variability (IV), interdaily stability (IS), L5 and M10 parameters were 

obtained using nparACT package (Wickham H. 2016). Relative amplitude (rAMP) and 

acrophase were calculated by meta2d function in metacycle package (Wu, Gang, et al. 2014) 

from the last day of each regimen (EP and TP) grouped in one hour bins.   

Anova with repeated measures, followed by Tukey post-hoc test, was used to compare 

behavioral parameters, onset, alpha and phase angle between groups. Student's t test was used 

to compare EP and TP groups. Statistics were performed using Prism software (version 8.0) 

and graphics were designed by ggplot2, circlize and ggpubr R packages (Wickham H. 2016; 

Gu Z, Gu L, Eils R, Schlesner M, Brors B. 2014). All analyses considered 95% of confidence 

intervals and a significance level of p<0.05  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4472908
http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)


40 
 

 Gene expression analysis was performed using the Cycle Threshold (CT) mean of 

experimental duplicates, considering a replicate deviation of less than 0.5 (Nordgård, 

Oddmund, et al. 2006). The CT mean data was then converted to 2
-CT

 for calculations. Data 

normalization was performed using the 2
-ddCT 

method, with Ppib as a reference gene, as 

previously reported ( Figueiredo, D. S et al, 2017). To investigate oscillatory patterns in gene 

expression and to calculate rhythmic parameters (acrophase and rAMP), we used the 2
-ddCT 

median value from biological replicates in each ZT as input to meta2d.  .  

 

3. Results and Discussion 

3.1. The transitional increase in photoperiod induces a mania-like behavior and other 

behaviors associated with suicide 

Animals submitted to the TP protocol increased the exploratory activity, inferred by 

the decreased immobility time in FST and more rearings and total crosses in OFT (Fig 1B 

and Supplementary Figure 1B and 1D). Moreover, there was an increased risk behavior, 

evaluated by the elevated number of head dippings in EPM and HB, more entries in the open 

arms, increased time spent in the center of OFT and HB with reduced time in the periphery, 

reduced time in closed arms, and a decreased number of SAP behavior (Fig 1C and 

Supplementary Figures 1, 3 and 2).  

Increased exploratory activity and risk behavior are major features of mania in BD, in 

humans and mice models (Perry, William, et al. 2009). The involvement in high-risk 

activities, associated with the underestimation of the possible negative consequences, the 

tendency to make unnecessary or excessive expenses, the abuse of sedatives and 

psychostimulants, and verbal and/or physical aggressiveness are amongst the behavioral 

manifestations observed in the clinics (Perrotta, G. 2019). As a consequence, BD patients are 

also at a greater risk of suicide, with an approximately 20–30-fold increase compared to the 

general population (Miller, Jacob N., and Donald W. Black. 2020). Similarly, other animal 

models for mania induced by methylphenidate and oubain (Souza, LS, et al. 2016; Varela, 

Roger B., et al. 2020), as well as a Shank2 gene deletion model (Pappas, Andrea L., et al. 

2017) and the ClockΔ19 mutation, presented elevated exploratory and risk behaviors (Logan, 

Ryan Wellington, and Colleen A. McClung. 2016; Kristensen, Mette, Andrew A. Nierenberg, 

and S. D. Østergaard. 2018)   
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Animals exposed to increasing photoperiod also presented a decreased self-grooming 

(Fig.2D), which can be related to poor self-care. In fact, more severe mania symptoms in BD 

are associated with poor personal hygiene (IsHak, Waguih William, et al. 2012). This result is 

similar to those found in animal models for autism (oo, Juyoun, et al. 2014). We did find 

differences in the other behavioral parameters. (Supplementary Figures 2.) 

In most of the parameters, animals evaluated at a stable long photoperiod (LP) did not 

present an altered behavior compared to EP, such as Head Dipping in EPM and HB, and 

entries in open arms in EPM (Figure 1B). In Head Dipping in HB, the LP group presented an 

attenuated behavior compared to the transitional model (TP), even though the photoperiod 

was enlarged in both groups. In a natural seasonal environment, photoperiod changes 

continuously. Thus, usual models that use a fixed over successive cycles short or long 

photoperiodic condition prior to experimentation may not capture the potential effect of the 

dynamical changes in the light:dark cycle. These artificial stable conditions in the photophase 

probably allow the biological clock to be properly entrained in the majority of the cases. 

When the organism is in an environment of continuous photoperiod transitions, during spring 

for example, it responds continuously in an attempt to be temporally adapted (Hut, Roelof A., 

and Domien GM Beersma. 2011). In regions with a more pronounced seasonality, this 

entrainment may become difficult in some susceptible individuals which could evoke 

inappropriate physiological and behavioral responses (Zaki, Nevin FW, et al. 2018). This 

hyphothesis is supported by epidemiological observations showing that a faster increase in 

photoperiod in spring is associated with an increased risk of suicide in patients with BD 

(Bauer, Michael, et al. 2021). We also previously reported a positive correlation between 

rAMP of suicide and latitude, and that the variation in photoperiod was the strongest 

predictor of suicide in a large dataset in Brazil ( Coimbra, et al. 2021).   
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Figure 1 - Transitional photoperiod induces an increased exploratory activity, risk-behaviors and poor 

self-care. A- Schematic representation of the photoperiodic regimens for each group. All behavioral 

experiments began at ZT06 and extended to ZT08 at most. B- An increased exploratory activity can 

be inferred by a reduced immobility in the FST and increased number of crosses and rearings in the 

OFT. C- Increased risk exposure indicated by the high number of head dippings in EPM and HB. D- 

TP animals make less self grooming than animals exposed to EP and LP. Boxplots express mean and 

95% confidence intervals. D-The dots indicate the individual values for each animal.  Statistical p 

values for Anova and Tukey post-hoc are shown. Brackets indicate significance for the Tukey test. 
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3.2. Animals exposed to a transient increase in photoperiod present circadian misalignments.  

 In order to investigate a possible misalignment and eventually other alterations in 

circadian rhythms after the TP protocol, we initially evaluated the SLA profile. The time of 

total activity (alpha) is compressed to the progressively shorter dark phase (Fig2 A and C) but 

we did not find significant changes in rAMP, IV, L5 and M10 (Supplementary Fig6). An 

unaltered M10 (Supplementary Fig6) suggests that the animals did not present a 

hyperlocomotion in the behavior tests, but an increased exploratory behavior instead, as 

aforementioned (Fig 1B). As expected, there was a phase shift in the activity onset 

accompanying the photoperiod (Fig 2 A and B, D and G).  

Despite the fast increment of one hour per day, the SLA onset is synchronized to 

lights off on every day of the transitional phase (Fig2 A and B). This could be confirmed after 

releasing the animals in constant darkness (Fig 2 A and B). At the beginning of the free 

running condition, the phase of activity onset coincides with the phase at the last day in 

transition and differs from the short photoperiod that preceded the transition protocol (Fig 

2B). This result indicates that the phase shift observed in the SLA is not due to a masking 

effect (Aschoff, Jürgen, S. Daan, and K-I. Honma. 1982). On the other hand, the phase angle 

between activity onset and the acrophase of activity is shortened by 1.4h on the last day (Fig 

2 D). Then, the phase shift in the acrophase did not occur in the same proportion as activity 

onset. 

We also evaluated the temporal expression of Per2 in the PFC of mice exposed to TP. 

Per2 expression has been used as a circadian molecular marker in different studies (Kim, 

Mikyung, et al. 2018; Jiang, Huihui, et al. 2021), and structural and functional alterations in 

the PFC were observed in BD and suicidal patients. Neuroimaging studies have shown that 

abnormalities of PFC may be closely related to the pathological mechanism of BD patients 

with suicide attempts (Benedetti, Francesco, et al. 2011; Ding, Y., et al. 2015). Adult patients 

with BD and a history of suicide attempts had reduced gray matter volumes in the 

dorsolateral PFC (DLPFC), ventrolateral PFC (VLPFC), orbitofrontal cortex, and anterior 

cingulate (Zhao, Yimeng, et al. 2021).  A reduction in gray matter volumes in the PFC was 

found more often in adult women with BD and a history of suicide attempts (Lijffijt, M., et 

al. 2014; Ding, Y., et al. 2015; Zhao, Yimeng, et al. 2021). Finally, there are structural and 

functional homologies between human and rodent PFC in behavioral control that can be 
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explored in animal models for pathological conditions (Chini, Mattia, and Ileana L. Hanganu-

Opatz. 2020). 

We found a robust Per2 expression after TP with a phase delay of 1.8h in the 

acrophase compared to the EP group (Fig2 E and F). However, similar to SLA acrophase, 

there was a 3.3h shortening in the phase relationship between activity onset and Per2 

acrophase (Fig 2D and F). On the contrary, the phase angle between Per2 acrophase in PFC 

and SLA acrophase was lengthened by 1.4 h (Fig 2D and F). 

Differences in the phase angles between coupled oscillators have been proposed as 

markers for circadian misalignment and potential sources for diseases (Inokawa, Hitoshi, et 

al. 2020). These misalignments can happen between an internal clock and a cycling 

environment or between two internal biological clocks (Honma, Sato. 2018, Baron, Kelly 

Glazer, and Kathryn J. Reid. 2014).  

Light is the primary signal for the central clock in the suprachiasmatic nuclei (SCN) 

of the hypothalamus and suppresses melatonin synthesis by the pineal gland. The SCN 

influences the circadian rhythm as a key synchronizer of clocks in peripheral tissues, and 

responds seasonally (Coomans, C. P., Ramkisoensing, A., & Meijer, J. H. 2015). Light 

exposure modulates circadian rhythms differently depending on the phase and light changes 

in duration or intensity can disrupt and/or misalign the circadian clock (Fisk, Angus S., et al. 

2018) 

Recently, several studies have reported that the occurrence of mood disorders is 

related to shifts and misalignments in the circadian rhythm. Suicide crisis were related to 

sleep deprivation (Porras-Segovia, Alejandro, et al. 2019). Patients with mood disorders are 

especially vulnerable to circadian dysregulation and sleep disruption, with an increased risk 

to the onset of mixed states and consequently to present mania symptoms and suicidal 

behaviors (Takaesu, Yoshikazu. 2018; Palagini, Laura, et al. 2019).  

During spring, the circadian rhythm of a healthy person advances in line with the 

earlier time of sunrise ( Cho, Chul-Hyun, and Heon-Jeong Lee. 2018). However, people with 

mood disorders may present differences in the circadian clock and/or synchronization 

mechanisms leading to an inappropriate entrainment. It has been suggested that in BD 

patients, the circadian phase can be easily shifted by the disturbance of sleep-wake cycles and 

by zeitgebers, e.g, artificial light acting at inappropriate times or seasonal changes in 
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photoperiod (Moon, Joung-Ho, et al. 2016; Cho, Chul-Hyun, et al. 2016). Importantly, these 

phase shifts were related to psychiatric symptoms. Acute manic episodes were associated 

with an advance in the endogenous circadian rhythm (Lee, Heon-Jeong. 2019), whereas 

individuals with mixed manias and those with bipolar depression showed a delay in their 

circadian cycle (Cho, Chul-Hyun, and Heon-Jeong Lee. 2018; Lee, Heon-Jeong. 2019)   

In animal models, the disruption of core clock components alters the circadian rhythm 

and consistently elicits aberrant behaviors resembling those of human affective disorders 

(Landgraf et al., 2017). The ClockΔ19 mutant mice present a behavioral phenotype 

characterized by hyperactivity, decreased anxiety and depression-like behavior, and increased 

preference for rewarding stimuli, which is highly consistent with mania in humans 

(Kristensen, Nierenberg, and Østergaard 2018). In addition, the Myshkin mania mouse 

model, with a heterozygous inactivating mutation in the neuron-specific Na+/K+-ATPase 

(NKA) α3 subunit, demonstrates profound circadian and light-responsive behavioral 

alterations independent of molecular clock disruption, highlighting the importance of 

synchronization pathways for mood and behavior (Timothy et al., 2017). 

Nonetheless, behavioural alterations related to clock dysfunctions may not necessarily  

impair circadian rhythmicity in SLA or in tissues. Deletion of Per2 only in glial cells, for 

example, resulted in a more active swimmi\ng in the FST (Hampp, Gabriele, et al. 2008; 

Martini, Tomaz, et al. 2021) and other mania-like behaviors, without affecting circadian 

activity parameters (Martini, Tomaz, et al. 2021). Therefore, it is possible that the light 

regime that we used in our model could have affected the behavior through a transient 

internal circadian misalignment without disrupting circadian gene expression and the rhythm 

of SLA. 

The mouse lineage we used in this study has very low detectable levels of melatonin 

(Kennaway, David J. 2019). Melatonin is a chronobiotic molecule produced during the dark 

phase and inhibited by light, important for internal synchronization to light:dark cycles and 

seasons (Goldman, Bruce D., and Randy J. Nelson. 2020). The lack of melatonin could have 

impacted the speed in which the peripheral clocks synchronize to the expanded photoperiod. 

However, studies using Swiss Webster mice (which have no detectable pineal melatonin) vs. 

Siberian hamsters (which have a robust pineal melatonin rhythm) have reported similar 

effects of light at night on affective responses (Gómez‐Corvera, Araceli, et al. 2009. 

Bedrosian, Tracy A., and Randall J. Nelson. 2013; Walker, William H., et al. 2020).  
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Alternatively, the extended light in our model may be acting through a direct 

regulation of the regions involved with mood and executive function, including limbic 

(amygdala and hippocampus) and higher cortical regions (dorsolateral prefrontal cortex 

[dlPFC], cingulate cortex, ventromedial prefrontal cortex [vmPFC], parietal cortex, and 

precuneus), without the involvement of the SCN (Altimus, Cara M., Tara A. LeGates, and 

Samer Hattar. 2009; Lazzerini Ospri, Lorenzo, Glen Prusky, and Samer Hattar.  2017). 

(Vandewalle, Gilles, et al. 2010; Chellappa, Sarah Laxhmi, et al. 2014). While these areas are 

not primarily involved in visual perception through classical photoreceptors or in circadian 

entrainment via the SCN, it remains plausible that photoperiod activates these photoreactive 

brain areas in a way that facilitates affective or cognitive brain functions (Vandewalle, Gilles, 

et al. 2010).   

This work has several limitations. Modelling BD and suicidal endophenotypes in mice 

is not trivial. While bipolar disorder’s cyclicity is difficult to represent in animals, models for 

mania have only begun to decode its fundamental underlying neurobiology. The main 

challenge in developing BD animal models for reproducing the spontaneous switch process 

similar to individuals with BD progressing from one mood state to another of opposite 

polarity. We did not investigate cyclicity in mood states but an acute induction of mania-like 

behavior instead.  

Our model is a nocturnal animal, however studies of light at night exposure in diurnal 

rodent species generally yield similar affective responses to nocturnal rodents (Fonken, Laura 

K., et al. 2012; Bonmati-Carrion, Maria Angeles, et al. 2017). In fact, information sent via the 

RHT reaches the SCN or other brain regions independently and this process is similar in both 

nocturnal and diurnal species (Jha, Pawan Kumar, et al. 2021).  Other brain regions not 

explored in our study could also be involved with disease-associated dysconnectivity in 

individuals with BD, such as subareas of the PFC, striatum and hippocampus. Several regions 

of the cortex have been implicated in the pathophysiology of BDdue to both structural and 

functional imaging evidence and behavioral and cognitive deficits that are associated with the 

illness (Schneider, Marguerite Reid, et al. 2012; Doucet, Gaelle E., et al. 2017).  Moreover, 

tissue dissection did not discriminate between different cell types or brain subareas. 

We assessed the expression of a unique clock gene. Although Per2 has a biological 

importance for timekeeping and other behaviors (Martini, Tomaz, et al. 2021), other clock 

genes and clock controlled genes (CCGs) may have specific functions related to mania-like 
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behavior. For example RevErba knockout mice display a hyperdopaminergic state that is 

accompanied by manic-like behavior (Chung, Sooyoung, et al. 2014). Similar effects were 

induced through pharmacological inhibition of REV-ERBα in the ventral midbrain (Chung, 

Sooyoung, et al. 2014). In neuronal cell culture, ketamine, which has been investigated in the 

treatment of BD and major depression, can inhibit CLOCK:BMAL1-mediated transcriptional 

activation and this is attenuated by treatment with a GSK3β antagonist (Bellet, Marina M., et 

al.  2011; Wilkowska, Alina, Łukasz Szałach, and Wiesław J. Cubała. 2020). Cry, RevErba, 

Per1, Per2 and Chrono interact with glucocorticoids to regulate its transcription activity in 

response to photoperiodic regulation (Anafi, Ron C., et al. 2014; Goriki, Akihiro, et al. 2014. 

Koch, C. E., et al. 2017; Spencer, Robert L., et al. 2018). 

The regime used herein does not mimic the exact duration of the daily transitions in 

photoperiod observed in nature throughout seasons. Additionally, light intensity and 

spectrum, not addressed in this study, also affect circadian rhythms and could contribute to 

the seasonallity in suicide and mania (Cho, Chul-Hyun, and Heon-Jeong Lee. 2018). 

Despite these limitations, the behavioral and molecular alterations observed in 

animals exposed to the transient photoperiodic protocol can be reliable approaches for the 

seasonally induced mania symptoms and suicidal behaviors identified in different 

populations. In fact, to the best of our knowledge, it represents the first model for mania and 

suicidal endophenotypes induced by photoperiod. Further investigations on the underlying 

physiological pathways are therefore encouraging.   
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Figure 2: Circadian rhythm misalignment in transitional photoperiod.  A-  Locomotor activity profile 

of 32 days from mice during equatorial (EP), short (SP) and transitional (TP) photoperiods , followed 

by constant darkness (DD). Representative actogram showing the different stages of the protocol 

(activity is represented as black bars). B - Positive flanks, representing the SLA onset, evaluated 

across 33 days. Mean with 95% of confidence interval. Anova results from the last days in SP and TP 

and the first day in DD. Brackets indicate statistical differences (Tukey test) between the first day in 

DD and the last day in short 8:16LD, but not between DD and the last day in TP.  C - Alpha, 

representing the duration of activity during the dark phase, is reduced in TP.  D - Temporal expression 

profile of Per2 in the PFC in both EP (black line) and TP (red line) groups.  E - Polar plot representing 

the phase of activity onset, SLA and Per2 expression in the PFC. F- Phase angles, representing the 

differences between activity onset and the acrophases of the SLA  and Per2 expression in the PFC. 
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Supplementary Figure 1 - Transitional photoperiod induces more crosses in open arms and decreases 

the time in closed arms in the EPM. Boxplots express mean and 95% confidence intervals. The dots 

indicate the individual values for each animal.  Statistical p values for Anova and Tukey post-hoc are 

shown. Brackets indicate significance for the Tukey test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

Supplementary Figure 2 - The animals submitted to Transitional photoperiod stay longer, spend more 

time in center, and do more crosses in center and in periphery of OFT. Boxplots express mean and 

95% confidence intervals. The dots indicate the individual values for each animal.  Statistical p values 

for Anova and Tukey post-hoc are shown. Brackets indicate significance for the Tukey test. 
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Supplementary Figure 3 - The animals submitted to Transitional photoperiod spend more time in 

center, and less time in the periphery in HB. They also present more head dippings in center and in 

periphery, independently of time in periphery, and have less rearings in HB. Boxplots express mean 

and 95% confidence intervals. The dots indicate the individual values for each animal.  Statistical p 

values for Anova and Tukey post-hoc are shown. Brackets indicate significance for the Tukey test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 4 - The animals submitted to Transitional photoperiod spend less time in 

immobility in the initial 2 minutes, and less time in the last 5 minutes. Boxplots express mean and 

95% confidence intervals. The dots indicate the individual values for each animal.  Statistical p values 

for Anova and Tukey post-hoc are shown. Brackets indicate significance for the Tukey test. 
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Supplementary Figure 5 - Deep learning analysis of animal behavior. A. Heatmap in EPM showing 

the density of time spent and vocomotion speed. B - Raw distance, Raw speed, Speed moving, Time 

moving, Time stationary and Distance moving of the animals in EPM. C - Comparison between the 

readings performed by two evaluators (blindly) and the readings performed by the video tracker 

DeepLabCut (DLC). There is no statistical difference between the readings (Paired T-test, 95% CI).  
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Supplementary Figure 6 - Circadian parameters of SLA in transitional photoperiod compared to 

equatorial photoperiod. A- rAMP  (relative Amplitude). B- Intradaily variability. C- L5 (Five hours of 

less activity.) D - M10 (Ten hours of more activity).  
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