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1. INTRODUCCION






Since life appeared on Earth, the rotation of our planet on its own axis originates the light-dark
(day-night) cycle with a duration of 24 hours, while the Earth’s orbit around the Sun generates
the annual cycle of seasons. This implies that since their origin, living beings have been
subjected to evolve in conditions of rhythmic environmental fluctuations, and, therefore
natural selection has favored the development of endogenous timing mechanisms to allow
anticipatory changes to adjust physiology and behavior, for example, when preparing for
breeding, hibernation and migration, improving this way survival rate and waste of energy.
Chronobiology, a word derived from Greek “kronos-bios-logos” meaning literally “time-life-
science” (DeCoursey, 2004) studies all these rhythmic variations, and it has been defined as
the branch of Human Physiology that study biological rhythms throughout different structural

levels in organisms.
1.1.PROPERTIES OF THE BIOLOGICAL RHYTHMS

The parameter that best characterizes a biological rhythm is periodicity, and, according to it,

rhythm can be classified in three groups (Madrid & Rol, 2006):

- Ultradian rhythms: those whose frequency is higher than one oscillation per day
(period < 20 hours). For example, several hormonal rhythms, as Follicle Stimulating
Hormone (FSH) and Luteinizing Hormone (LH), heart beats, respiratory rates or brain
electrical activity.

- Circadian rhythms: rhythms with an oscillation frequency of approximately 24 hours
(from 20 to 28 hours). Most biological rhythms are englobed in this category, such as
sleep-wake cycle, body temperature, blood pressure and secretion of melatonin and
cortisol.

- Infradian rhythms: their frequency is lower than one cycle per day (period > 28 hours).
This category includes circalunar rhythms, with a period of approximately 28 days, as
menstrual cycle, and circannual rhythms, with a period about 365 days, such as

reproduction or breeding cycles in some species.

The first main characteristic of biological rhythms is their persistency without external clues,
i.e. they are endogenous and are generated by an internal clock (Pittendrigh, 1954, 1960). The
endogenous period, known as free-running period (Tt = tau), is specie-specific, being for
humans slightly longer than 24 h, and is barely different to the period of the external cyclic
signals (T). The second property of the endogenous rhythms is that they present temperature
compensation, i.e., the central pacemaker oscillates with a period independent of temperature

change (Pittendrigh, 1960). Other characteristic of biological rhythms is that they can adjust to
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their environment through external agents, called zeitgebers (from German, literally “time
giver”). The most important zeitgeber is the light-dark cycle, however, for human beings there
are several synchronizers as temperature cycles, physical exercise, feeding time and social
contacts. Under synchronization conditions, the endogenous period adjusts to the zeitgeber
one with a determined stable phase angle, known as phase relationship (psi, ) (Pittendrigh,

1981) (Figure 1).

OSCILLATOR OSCILLATOR
Free running Entrained to T = 24

Oscillator AR

=24

Figure 1. Entrainment. In absence of external synchronizers, the oscillator period is under free-running
conditions. In this example with a period (t) of 25 hours. However, the oscillator can be entrained by a
zejtgeber (such as light-dark cycle) to a period of 24 h (T.= 24). Then, T changes to t™* and becomes equal
to T, establishing a unique phase relationship ({)) between the oscillator and the zeitgeber. Modified

from Pittendrigh, 1981.

Nevertheless, a zeitgeber not only entrains the rhythm by controlling its phase, it also can
influence the rhythm manifestation with or without a relationship to the process of
entrainment (Aschof et al., 1982; Mrosovsky, 1999). As a result, the overt rhythm overrides the
endogenous signals from the pacemaker generating a reactive response that the organism is
not able to predict (Marques & Waterhouse, 1994; Minors & Waterhouse, 1989; Rietveld et
al., 1993). This phenomenon is called masking and forms part of the circadian system, since it
complements clock control, helping individuals for example to specialize as nocturnals or
diurnals (Aschoff & von Goetz, 1988; Mrosovsky, 1999). To difference this masked response

from the endogenous rhythm, it will suffice with eliminating the exogenous cyclical stimulus.



1.2. THE CIRCADIAN TIMING SYSTEM IN MAMMALS

The circadian timing system (CS) is an ensemble of elements composed by a hierarchically
organized network of structures whose main pacemaker, in mammals, is located in the
suprachiasmatic nuclei (SCN) of the hypothalamus. The CS is constituted of three components:
input pathways, oscillatory machinery, including the suprachiasmatic nucleus and peripheral

oscillators, and output pathways (Garaulet & Madrid, 2010) (Figure 2).
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Figure 2. Organization of the circadian system and its components: inputs, central pacemaker and
peripheral oscillators, output pathways and several overt rhythms. Modified from Garaulet, M., &
Madrid, J. A. (2009). Chronobiology, genetics and metabolic syndrome. Current opinion in lipidology,
20(2), 127-134.

The central pacemaker receives information from external cues or zeitgebers through input
pathways adjusting its activity. Thus, the synchronized activity of the main clock generates a
circadian signal that, by output pathways, communicates with peripheral oscillators to settle
their rhythms. At the same time, these rhythms may have a feedback effect on the CS,

modifying its activity.



1.2.1. INPUT PATHWAYS

Input pathways are responsible of carrying information from zeitgebers, both photic and non-
photic, to the central pacemaker in order to maintain clock synchronization (Morin & Allen,
2006). The start point of this pathway begins with light perception in the retina. While most of
the retinal ganglion cells are involved in visual processing, there is a small subpopulation,
known as intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs), which contains a pigment
that is especially photosensitive to light between 460-480 nm called melanopsin (Berson et al.,
2002; Brainard et al.,, 2001; Provencio et al., 2000), and whose axons constitute the

retinohypothalamic tract that project information to the SCN (Hattar et al., 2002) (Figure 3).

Figure 3. Schematic cellular organization of the mammalian retina. It consists of several types of cells:
the classical photoreceptors, cones (1) and rods (2); horizontal cells (3), responsible of lateral
connections between rods and cones; bipolar cells (4), which transmit light information from rods and
cones to retinal ganglion cells (6), amacrine cells (5), in charge of lateral connections between bipolar
cells and ganglion cells, and ipRGCs (7), a subpopulation of retinal cells that contain melanopsin.

Modified from Wilkinson-Berka, (2004).

Melanopsin consists of an opsin protein linked to a chromophore which is a specific form of
vitamin A called 11-cis-retinal (Hankins et al., 2008; Panda et al., 2005). Its phototransduction
pathway has several differences with classical photoreceptors channels. It starts when light
reaches the ipRGCs, converting 11-cis-retinal into all-trans-retinal, then activation of a G

protein produces phospholipase C activation (Fain et al., 2010). From here, phototransduction



path remains unclear, but it is known that involves proteinkinase C through transient receptor

potential channels (Yau & Hardie, 2009).

Notwithstanding, ipRGCs not only receive light information, but also interacts with rods and
cones (Peirson & Foster, 2006). Intracellular recording from ipRGCs have shown that the short-
wavelength (S) cones attenuate the light responses of ipRGCs, while inputs from the rods,
medium (M) and long (L) wavelength cones provide an excitatory input (Dacey et al., 2005).
However, according to the phototransduction model developed by Rea et al., (2005), it
depends on the color of the light source (Rea et al., 2012; Rea et al., 2005). The S cone bipolar
gives a bivalent depolarizing ON (blue) and hyperpolarizing OFF (yellow) response to light
(Dacey, 1996). In the proposed model, the S cone bipolar is a giant bistratified bipolar
exhibiting b-ON versus y-OFF spectral opponency but not spatial opponency (Mariani, 1983).
When the S cone bipolar is stimulated with short- wavelength radiation, it contributes to the
excitatory depolarizing response of the ipRGC through a bipolar/ RGC synapse in the proximal
ON layer of the IPL (Belenky et al., 2003). However, with long-wavelength radiation, the S cone
bipolar cannot directly influence the ipRGC through the ON layer of the IPL because the ipRGC
is a depolarizing ON RGC and cannot interpret a hyperpolarizing OFF signal from bipolar cells
(Masland, 2001). The ecological explanation for this interaction remains unclear, but may

relate to twilight detection (Roenneberg & Foster, 1997).

Light information perceived by ipRGCs is transmitted to the SCN through the
retinohypothalamic tract (Berson et al., 2002; Gooley et al., 2003; Hattar et al., 2002) using
glutamate and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) as neurotransmitters
(Hannibal, 2002), but they also project its axons to other locations with a very important
function, such as the olivary pretectal nucleus, which is involved in pupil light reflex regulation
(Baver et al., 2008; Chen et al., 2011; Hattar et al., 2002), the ventral lateral geniculate nucleus
and the intergeniculate leaflet, which contributes to circadian photoentrainment, as well
though the geniculohypothalamic tract, using GABA and neuropeptide Y as neurotransmitters

(Harrington, 1997).

On the other hand, beyond light-dark cycle, there are other synchronizers that participate in
circadian adjustment, such as feeding cycles (Mendoza, 2007), physical exercise (Atkinson et
al., 2007), social contacts (Mistlberger & Skene, 2004) and scheduled sleep (Van Someren &
Riemersma-Van Der Lek, 2007). However, only the light-dark cycle has been demonstrated to
be a necessary and sufficient condition for circadian synchronization (Bonmati-Carrion et al.,

2014; Roenneberg et al., 2003; Roenneberg & Foster, 1997).



1.2.2. OSCILLATORY MACHINERY

The oscillatory machinery includes the central pacemaker, the SCN and peripheral oscillators
located in most tissues and cells (Stratmann & Schibler, 2006). Their rhythms are generated by
negative and positive transcriptional-translational feedback loops (Figure 4). In mammals, as
positive elements (transcriptional activators), the circadian locomotor output cycles kaput
(Clock) and brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (Bmall) are
responsible for the synthesis of two transcription factors that heterodimerize in the cytoplasm

and induce the expression of negative elements of the molecular clock.

CYTOPLASM

Figure 4. Simplified model of the mammalian molecular clock. The positive elements CLOCK and BMAL1
heteromerize in the cytoplasm, forming a protein complex. The heterodimer translocates to the nucleus
and binds on the promoter of certain genes (Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Rev-erba and many clock-
controlled genes (CCGs: Clock Controlled Genes), controlling its expression. The negative feedback
depends mainly on PER and CRY, which heteromerize in the cytoplasm, translocating to the nucleus and

inhibiting the transcription of CLOCK / BMAL1.

The negative loop is composed of (Ko & Takahashi, 2006) isoforms of Period (Per 1, 2, 3) and
Cryptochrome (Cry1 and Cry2), that translocate to the nucleus to inhibit the activity of Clock-

Bmall, a nuclear receptor subfamily 1 (Rev-Erba), which represses Bmall transcription by
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binding to Reverba/ROR response elements in its promoter region (Ueda et al., 2005), and a
new clock gene, known as Chrono, that acts as a transcriptional repressor of the negative

feedback loop (Goriki et al., 2014).

Variants of the central pacemaker use both orthologs (Per 1, 2, 3, Cryl, 2, Bmall, 2) and
paralogs genes, as neuronal PAS domain protein 2 (NPAS2) that can replace Clock. These
variants are able to coexist in the same organ, functioning in parallel (Hardeland, 2012).
Besides, the central nucleus is associated with several accessory tissue specific proteins, which
are also subjected to circadian rhythms and feed into the core oscillator. Among these
nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) (Ramsey et al., 2009), peroxisome
proliferator-activated receptor-y (PPARy) (Chen & Yang, 2014), sirtuin 1 (SIRT1) (Grimaldi et al.,
2009), AMP-activated protein kinase (AMPK) (Di Milia et al., 2013) and protein kinase Ca
(PKCa) (Bonmati-Carrion et al., 2014; Nam et al., 2014; Robles et al., 2010) can be mentioned,
since they connect oscillators with metabolic detection and mitochondria function, and are
modulated by melatonin as well (Hardeland, 2015). Their function as metabolic sensors is also
relevant to health, since they are related to metabolic syndrome and diabetes type 2, but they
are also important with regard to ageing (Hardeland, 2013), and prevention and suppression of
cancer (Chini et al, 2013; Fu et al., 2002; Jung et al., 2013; Mullenders et al., 2009; Yang et al.,
2009).

1.2.3. OUTPUT PATHWAYS

The output pathways of the central pacemaker are responsible for the coordination of
circadian rhythms between different functions and components of the organism. The SCN acts
as an orchestra conductor synchronizing the organism by neural or humoral efferences to
other brain regions or peripheral organs. Among humoral mediators, prokineticin-2 is able to
produce the locomotor activity rhythm (Zhou & Cheng, 2005), but the most important is
melatonin secretion during darkness (Moore, 1995); among neural efferences, the rhythmic
change in the parasympathetic/sympathetic balance (Buijs et al., 2003) is of considerable

importance.

The SCN neural connections also reach several hypothalamus zones: the dorsal and ventral
subparaventricular zone (dSPZ and vSPZ, respectively), dorsomedial hypothalamus (DMH) and
paraventricular nucleus (PVN) as well (Saper et al., 2005). The dSPZ is responsible for circadian
body temperature regulation by projections to the medial preoptic area (MPOQ) (Saper et al.,
2005). The vSPZ, on the contrary, sends the information to the DMH and is in charge of

controlling several circadian rhythms outputs: sleep-wake cycle through the ventrolateral
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preoptic area (VLPO), activity and feeding patters by connections with the lateral
hypothalamus (LHA) and the orexyigenic system (Abrahamson & Moore, 2001; Deboer et al.,
2004; Saper et al., 2001). Finally, SCN also regulates the secretion of a variety of hormones

such as corticoid, gonadotropin or thyrotropin (Buijs & Kalsbeek, 2001) among others.

Among the wide range of circadian rhythms, the most commonly used as marker ones are core
body temperature, motor activity, and cortisol and melatonin secretion patterns (Benloucif et
al., 2005; Bonmati-Carrion et al., 2013; Mormont et al., 2002; Touitou & Selmaoui, 2012; Van
Someren, 2000). Among these, the melatonin circadian rhythm is considered the gold standard
because its synthesis and release is directly controlled by the SCN (Van Someren & Nagtegaal,

2007).
1.2.3.1. MELATONIN (Arguelles-Prieto & Bonmati-Carrion, 2015)

Melatonin is a ubiquitous molecule present in all biological domains and it has been adopted
during evolution as a “darkness molecule”. It is an indolamine that, in mammals, is produced
and released by the pineal gland during night (although other tissues and organs are also
capable of producing it). Its secretion from the pineal gland indicates to our body the night is
about to come, and prepares it to sleep. But melatonin has a wide variety of functions in the

organism (for a review, see Guerrero et al., 2007).

It was isolated and identified for the very first time in 1958 (Lerner et al., 1958) in the bovine
pineal gland tissue. In 1965, Hoffman & Reiter (1965) observed that fluctuations in
reproductive capacity according to the season of the year could be related to the duration of
high melatonin plasma concentration (longer nights during winter, longer periods of high
melatonin concentration; shorter nights during summer, shorter periods of high melatonin
concentration). Since then, melatonin presence was discovered in practically all taxonomic
groups: bacteria, protozoa, plantae, fungi and members of all invertebrates groups. Due to the
fact that melatonin reacts with all reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS), it was thought than its main function was protection against oxidative stress. In fact,
melatonin levels are directly related to the total antioxidant capacity of the blood and it is
involved in the regulation of the activity of antioxidant enzymes, such as glutathione
peroxidase or glutathione synthesis. Besides, its ability to eliminate free radicals extends to its
secondary, tertiary and even quaternary metabolites, making it a very effective antioxidant at
low concentrations. This hypothesis has been proved in several species and results are

consistent (Reiter et al., 2000).
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Therefore, during the day, unicellular organisms would be subjected to a high ultraviolet
radiation, which would produce a rise of ROS and RNS levels and the direct photolysis of
melatonin. Therefore, during light phase, melatonin is depleted, and during dark phase the
maximum levels appears. Thus, it seems obvious why organisms adopted this molecule as a
night signal. In multi-cellular organisms, where internal cells do not receive direct light-dark
information, it was even more necessary to have a chemical signal of the night. Thereby, these
organisms adopted the already existing in unicellular ancestors, the melatonin circadian
rhythm. This is the reason why all species, no matter if they are diurnal or nocturnal, present
the melatonin peak during night phase. However, there are organisms, such as Escherichia coli
or Saccharomyces cerevisiae where melatonin does not undergo a circadian rhythm. In these
cases, melatonin probably lost this property, since circadian oscillation would not be an
adaptive advantage (Byeon & Back, 2016; Hardeland & Poeggeler, 2003; Rodriguez-Naranjo et
al., 2012).

In higher organisms, melatonin is produced by the pineal gland, formed by cells differentiated
from neurons that are able to produce a rhythmic signal (Arendt, 1994). Nevertheless, pineal
melatonin is only a proportion of the total amount produced by other tissues, such as
gastrointestinal tract, retina and lymphocytes (Szczepanik, 2007). However, in mammals, the
non-pineal melatonin does not undergo a circadian rhythm and neither is secreted to
bloodstream (Pandi-Perumal et al., 2006). Thus, it seems this melatonin is used at local level as
antioxidant or as tissue factor with other functions. Therefore, in mammals, the only

melatonin employed as a light-dark cycle signal is the one released by the pineal gland.

The melatonin biosynthetic pathway (Acufia-Castroviejo & Escames, 2006; Hardeland et al.,
2012) (Figure 5) starts taking the amino acid tryptophan (Trp) from the bloodstream. Trp is
hydroxylated in the mitochondria by Trp-hydroxylase. Most of the resulting 5-
hydroxytryptophan is converted to serotonin in the cytosol, through the intervention of a
decarboxylase enzyme. Once released by the neuron, norepinephrine binds to specific
receptors (specifically B-type adrenergic receptors) in the pinealocyte membrane. When
norepinephrine binds to these receptors, an intracellular cascade is triggered that ultimately
produces an increase in the activity of the enzyme serotonin N-acetyl transferase (NAT), which
Nacetyles serotonin to N-acetyl serotonin, the immediate precursor melatonin. N-
acetylserotonin undergoes rapid O-methylation thanks to the enzyme hydroxyindole-O-methyl
transferase, which generates N-acetyl-5-methoxytryptamine, better known as melatonin. Once
synthesized, it is released to the vascular system, being able to cross membranes and barriers,

such as the blood brain, reaching inside the cellular organelles (mitochondria, nucleus...).
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Melatonin is rapidly metabolized, mainly in the liver, being eliminated in the urine. Its most
important metabolite in humans is 6-sulfatoxymelatonin, being a good indicator of plasma

melatonin levels.
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Figure 5. Biosynthetic pathway of melatonin, including its molecullar structure and those for its

precursors.

The synthesis of this hormone in the pineal gland is directly controlled by the SCN, but also is
regulated by the light-dark cycle through the retinohypothalamic tract and ipRGCs, as already
mentioned. During the night, the SCN, through a sympathetic multisynaptic pathway that
relieves the paraventricular nucleus of the hypothalamus and the upper cervical ganglion,
releases norepinephrine and allows melatonin synthesis to be activated (Simonneaux &

Ribelayga, 2003).

There are several mechanisms of action of melatonin, although fundamentally they can be

summarized in four types (Dubocovich & Markowska, 2005):
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1. Melatonin can bind to plasma membrane receptors MT1 and MT2. The MT1 receptor
is present in all body tissues, while MT2 is more restricted. They are receptors coupled
to G protein in the membrane.

2. Due to its lipophilic nature, it can easily enter into the cell, reaching the nucleus, being
melatonin nuclear receptors those of the RZR / ROR type.

3. It can bind to receptors and cytosolic proteins such as calmodulin, PKC and MT3

(quinone reductase 2).

Regarding transduction signals, melatonin, in general, induces the following signaling pathways

when interacting with the different receptors (Dubocovich et al., 2003; Emet et al., 2016):

- MT1. Inhibition of adenylate cyclase activity (reduction of cAMP formation, activation of
protein kinase A and phosphorylation of CREB transcription factor) and activation of

phospholipase C.

- MT2. Production of phosphoinositides, inhibition of adenylate cyclase, and inhibition of the

guanylate cyclase pathway.

- MT3, or quinone reductase 2. It participates in the protective effect against oxidative stress of

melatonin, preventing the electron transfer reactions of quinones.

The involvement of these melatonin receptors on tumor proliferation is widely documented
(Cutando et al.,, 2012; Ekmekcioglu, 2006). Specifically, in melanoma, several studies
demonstrate the participation of MT1 and MT2 receptors in the antiproliferative effect of
melatonin on cultures of these tumor cells (Fischer et al., 2006; Slominski et al., 2005). In
general, MT1 receptors explain phase changes to a greater extent, while MT2, which have a
more restricted distribution, have been related with the modulation of the amplitude of
circadian rhythms and in the regulation of inflammatory responses and microcirculation. As for
the MT3 or quinone reductase 2 receptors, they participate in detoxification processes and are
expressed in liver, kidney, heart, skeletal muscle, lung, intestine, spleen and CNS, and their

participation in the regulation of inflammatory processes has been verified (Emet et al., 2016).

With regard to melatonin functions, its chronobiotic effects are especially important. As said
before, melatonin is released following a marked circadian rhythm, whose maximum peak
occurs during the dark phase of the day. When we expose to artificial lighting at night, the rise
of melatonin is delayed in time and also, the secretion of this hormone is lower (Lewy et al.,
1985; Pandi-Perumal et al., 2007; Touitou et al., 2017; Wright & Lack, 2001; Wright et al.,

2001). The magnitude of the delay and the decrease in secretion depend on the duration of
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exposure to light, as well as the spectral composition and intensity (Brainard et al., 2001;
Mclintyre et al., 1989; Rea et al., 2002; Rea et al , 2005). Similarly, light exposure during the
morning, causes advances, that can be greater when exposure to light occurs earlier. These
advances and delays cause phase changes in the secretion of melatonin, which in turn

produces alterations in the rhythm of sleep (Arendt & Skene, 2005).

But melatonin has other important functions as well (for a review, see Acufia-Castroviejo &
Escames, 2006; Hardeland et al., 2012). This hormone also has potent effects on the immune
system due to its immunomodulatory and anti-inflammatory properties. The ability of
melatonin to modulate the immune system seems to have been developed to regulate
immunological physiology throughout the year. As explained above, the duration of the
increase in melatonin levels is determined by seasonal changes in the length of the day, and
this provides a signal to distinguish the seasons of the year. Therefore, it is possible that this
signal was adopted by the immune system to adapt to the environmental conditions of the
different stations. Melatonin also seems to help reaching a balance between normal
inflammatory reactions and their excessive manifestation. On the one hand, this hormone
reduces injuries to organs and tissues caused by exaggerated inflammatory reactions, while on
the other hand, it does not inhibit the antiviral and antibacterial activity of leukocytes related
to inflammation. Both the antioxidant and the immunomodulatory function of this hormone
are related to another important effect: the antitumoral. This is not uncommon, since being an
antioxidant agent protects against oxidative damage, which can lead to the appearance of
tumors, and also prevents the suppression of the immune response, thus providing
immunological protection against the development of cancer. However, melatonin also has
antitumor effects per se. Melatonin, at physiological concentrations, can reduce the rate of cell
proliferation, while elevated concentrations tend to be cytostatic or cytotoxic in certain tumor
cell lines (Bonmati-Carrion et al., 2013). Melatonin can alter the cell balance from proliferation
to differentiation, thus avoiding the multiplication of tumor cells, and also, promoting
apoptosis of cancer cells. There are already several studies that show the beneficial effects of

melatonin treatment in patients with certain types of cancer.

Inhibition of melatonin secretion, since it also relates to certain metabolic functions, also has
effects at this level (Cipolla-Neto et al., 2014; Garaulet & Madrid, 2010; Reiter et al., 2012). It
has been related to the regulation of body mass, digestive efficiency, metabolic rate and
thermogenesis without chills in some species of mammals, and also improves the synthesis of
ATP in the heart (Escames et al., 2007; Rodriguez et al., 2007). In addition, melatonin promotes

the formation of brown adipose tissue that is responsible for burning a large amount of
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calories and reducing the deposits of white adipose tissue. Thus, the inhibition of melatonin by
light can lead to a series of metabolic disorders, including for example, obesity, type Il diabetes
or coronary heart diseas Finally, in the reproductive field, melatonin also has a small role, since
seasonal changes in this hormone regulate annual fluctuations in reproductive capacity in
some species. In this sense, melatonin acts as a progonadotropic hormone, favoring
reproduction in species such as lamb or deer; while in others, such as the hamster, it is
antigonadotropic, inhibiting the gonadal axis. In humans, it is believed that it would act in the

latter way(Brzezinski et al., 1987; Kauppila et al., 1987; Silman et al., 1979).

1.3.CIRCADIAN SYSTEM AND HEALTH

The circadian timing system not only generates circadian rhythms, but also is responsible for
maintaining a stable internal temporal order in the physiology of the organism, that is an
essential condition for good health (Waterhouse & DeCoursey, 2004). When a misalignment
between the different circadian rhythms or between the internal clock and external signals

occurs, a recently described syndrome known as “chronodisruption” (CD) appears.

1.3.1. CHRONODISRUPTION

Chronodisruption has been defined as an impairment of internal phasing relative to the
external, i.e. environmental changes, leading to several disorders (Erren & Reiter, 20093,
2013). This concept refers to a prolonged deterioration of the physiological, behavioral and
biochemical rhythms of the organism (Erren & Reiter, 2009b). This deterioration can be
reflected in a phase advance or delay, a fragmentation of the rhythms, a loss of rhythmicity or
the loss of the stable phase relationship between the different rhythms of an individual
(Garaulet & Madrid, 2010). Numerous studies have demonstrated the relation of these
alterations and several types of cancer (Ben-Shlomo & Kyriacou, 2010a; Hansen, 2001; Ortiz-
Tudela et al., 2012; Schernhammer et al., 2001; Schernhammer et al., 2003; Viswanathan et
al., 2007), as well as an increased risk of obesity and metabolic syndrome (Garaulet & Madrid,
2009; Knutsson & Bgggild, 2000). It has also been linked to the development of premature
aging due to the accumulation of oxidative damage (Ortiz-Tudela et al., 2012; Reiter et al.,
2000), and to the appearance of affective, cognitive and mood disorders (Cochrane et al.,
2012; Evans & Davidson, 2013). However, measuring chronodisruption is still an unresolved
challenge, since it implies quantifying the relationship between the different "times" (internal,
social and environmental) that determine the temporal order of our biological rhythms. In this

sense, Erren & Reiter (2013) have proposed the calculation of the degree of chronodisruption
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based on the comparison between internal time (sleep time), and the external one, obtained

from work schedules.
1.3.2. FACTORS INVOLVED IN CHRONODISRUPTION

Mainly, CD appears as a result of alterations in the inputs to the central pacemaker. The
invention of artificial lighting, approximately 150 years ago, and lifestyle in modern societies

have leaded to many alterations in the inputs to the biological clock:

- Light at night (LAN) and inadequate light exposure: as said before, melatonin secretion is
suppressed by light, and this is the main effect of inadequate exposure to light. However,
inadequate exposure to light has a wide variety of effects, such as locomotor activity
arrhythmicity and glucocorticoids and body temperature rhythms flattening (Fonken & Nelson,
2014). Exposure to LAN affects the transcription level of a substantial number of genes
associated with cell cycle progression, cell proliferation and tumorigenesis (Ben-Shlomo &
Kyriacou, 2010b; Bonmati-Carrion et al., 2014). Moreover, LAN not only disrupts the circadian
rhythm of melatonin, it alters other hormones release as well, such as leptin (Escribano et al.,
2014), whose disruption could be additionally aggravated by synchronizing cues applied at
non-usual times, as food intake (Stokkan et al., 2001). Nonetheless, LAN and inadequate light
exposure not only have effects on human beings, they also affect other species, influencing
migration, reproductive cycles and feeding (for reviews, see Erren & Reiter, 2009b; Navara &

Nelson, 2007).

- Jet lag and social jet lag: The International Classification of Sleep Disorders (ICSD-2) considers
jet lag as a Circadian Sleep disorder (CRSD) (American Academy of Sleep Disorders, 2005). It is
not only generated by travelling through several time zones, preventing us from adapting to
local time (Waterhouse et al., 2007), but also by the social schedules established by shift work
and leisure activities during the days off (Wittmann et al. , 2006). In addition, we do not adapt
in the same way when travelling from west to east than the other way around. Our circadian
system has greater flexibility to delay our rhythms than to advancing them (Kolla & Auger,
2011). Since our period tends to exceed 24 hours, an advance implies going against the natural
tendency of our circadian system. However, if we travel from east to west, we need to delay
our clock, so adaptation to the new situation is easier, but shifting our clock is not as fast in
both directions. Our internal clock can move later by about 2 hours per day, but it can move
earlier by only 1 to 1.5 hours (Eastman et al., 2005; Kolla & Auger, 2011). The more time zones
crossed, the longer it takes the circadian pacemaker to re-entrain and the longer-lasting and

more severe are the symptoms of jet lag (Kolla & Auger, 2011). The most common symptoms
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of jet lag in particular include: increased sleep latency, decreased REM sleep time the first
night after the trip and dizziness (Brown et al., 2009).

- Shift work: the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified shift work as a
possible human carcinogen (group 2A). In fact, several studies have proven the association
between shift work and colorectal cancer (Schernhammer et al., 2003), breast cancer (Hansen,
2001; Schernhammer et al., 2001), prostate cancer (Haim & Portnov, 2013) and endometrial

cancer (Viswanathan et al., 2007).

1.2.3.1. CHRONODISRUPTION AFTER DAYLIGHT SAVING TIME TRANSITIONS

One particular situation that produces chronodisruption and, recently, has been matter of
discussion are the daylight saving time (DST) transitions, especially since in 2018, the European
Union made a public consultation to modify it. DST was firstly adopted in 1916 and was
originally created to save energy by making better use of natural light and, therefore, reducing
the use of artificial lighting during night time. Nevertheless, the efficiency of DST in this aspect
is still not clear, since energy and human lifestyles have substantially changed along time.
During the last years, several studies have investigated the effects of both DST transitions on
psychiatric illness (Shapiro et al., 1990), traffic accidents (Coren, 1996; Ferguson, Preusser et
al., 1995; Lambe & Cummings, 2000; Varughese & Allen, 2001) and even on cardiovascular
events (Manfredini et al., 2018; Tarquini et al., 2019), all of them with unclear results.
However, only a very few have studied the effects of DST on sleep parameters with a variety of
results. Most of them found March DST transition on the north hemisphere results more
disruptive than the October one (Lahti et al., 2006; Lahti et al., 2006; Tonetti et al., 2013) but

the effects seems to be chronotype dependent (Kantermann et al., 2007; Lahti et al., 2008).

1.3.3. CIRCADIAN HEALTHY LIGHT

To counteract the detrimental effects of chronodisruption especially on mood, sleep and
cognitive performance, scheduled bright light exposure constitutes a powerful measurement.
To be effective, light therapy intensities of at least 1000 lux at the eye level have been
described to be necessary (Aries, 2005; Van Bommel, 2006). However, to maintain
synchronization at least 100 luxes at the eye level have been proven to suffice (Gronfier et al.,
2007). In fact, it has been described that light during the day increases melatonin nocturnal
secretion (Hashimoto et al., 1997) and protects against the detrimental effects of nocturnal
light exposure (Hébert et al., 2002). Unfortunately, it is true that people spend most of their
time indoors and this light intensity is not available in most office, homes and industrial areas

(Aries, 2005; Martinez-Nicolas et al., 2011; Van Bommel, 2006).
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The circadian system is particularly sensitive to light between 460-480 nm, and it is true that
blue radiation is associated with high levels of luminous energy that can have toxic effects and
cause injuries in the eye (Godley et al., 2005; Nakanishi-Ueda et al., 2013; Shang et al., 2014).
However, synchronization by diurnal light (with a high blue component) can be achieved with
only one hour if bright light (Martinez-Nicolas et al., 2011). In the same way this spectrum
band should be elude during night (Brainard et al., 2008; R. Reiter et al., 2011; Reiter et al.,
2012) in order to avoid suppressing melatonin secretion leading to the appearance of
chronodisruption (Rahman et al., 2011; Sasseville & Hébert, 2010). Therefore, more recently,
emphasis is made in contrast in light exposure between day and night as an important factor

for maintain circadian health (Bonmati-Carrion et al., 2014; Martinez-Nicolas et al., 2011).

Nevertheless, not only intensity and spectrum need to be considered to obtain a healthy light.
Spatial distribution, timing and duration of exposure, as well as previous photic history are also
important variables to take into account, since the lower part of the retina shows greater
sensitivity for circadian regulation than the upper part of the retina, light given at different
times of the day will result in either phase advances or delays, and the higher the duration of

the exposure, the higher the impact on circadian system (Rea et al., 2002).

Thus, a circadian healthy light and in practical terms, should modify its spectrum and intensity
throughout the day. There are two procedures to do that: filtering the 460-480 nm band of the
spectrum during the night, or generate different light patterns depending on the time of the
day by modulating intensity and spectrum, using for example, red, green and blue LED sources

(Bonmati-Carrion et al., 2014).
1.4. MEASURING THE IMPACT OF LIGHT ON THE CIRCADIAN SYSTEM

As said before (section 1.2.1.), light is the main zeitgeber to adjust the circadian system, and
when inadequate, light exposure can also have detrimental effects on this system. Thus, it
becomes essential to deep in our knowledge of the magnitude of these effects by
implementing objective measurements including also light physical properties. During last

years, several advances have been achieved in this direction.
1.4.1. SCORING LIGHT ACCORDING TO PHYSICAL CHARACTERISTICS

Since the circadian system sensitivity to light depends on its spectral distribution, it seems
obvious that the first attempt to evaluate light impact implies to measure its spectrum and
intensity. In this sense, several studies have developed models and functions to estimate the

activation of ipRGCs and even expected melatonin suppression based on intensity and spectral
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distribution of a light source. Brainard et al. (2001) and (Thapan et al., 2001), proved for the
first time that melatonin secretion was suppressed by blue light by exposing health volunteers

to monochromatic lights of different wavelengths and different intensities.

Based on these estimations, Rea et al., (2005) developed a mathematical model of circadian
sensitivity according to the neuroanatomy and electrophysiology of ipRGCs and traditional
photoreceptors, including for the first time, the influence of spectral opponency. This model
has been subsequently improved and modified in several experiments (Rea & Figueiro, 2018;
Rea et al., 2010) giving rise to two metrics: the circadian stimulus (CS), which is equivalent to
nocturnal melatonin suppression in percentage, and circadian light (CLa), a scale measured in
terms of spectrally weighted flux per unit area (Rea & Figueiro, 2018; Rea et al., 2010).
Circadian light assumes that all known photopigments contribute to the spectral sensitivity of
circadian system but it depends on the spectral opponency mechanism. If a light source is
“cold” or “blue” (blue-yellow > 0) the cones response is added to the ipRGCs response, but if a
light source is “warm” or “yellow” (b-y <= 0) only the ipRGCs are responding (for more details,
see section 1.2.1.). Moreover, this model has also been employed to predict melatonin
suppression with encouraging results (Nagare et al., 2019a, 2019b), helping to advance in

circadian sensitivity investigation.

Other perspective in this direction is to estimate the different photoreceptors activation
directly from a spectral power distribution of a light source. In this way, Lucas et al., (2014)
developed a software toolbox that allows to insert a determined spectrum in irradiance units
and obtain the theoretical lux of activation of L-cones, M-cones, S-cones, rods and ipRGCs,
based on the sensitivity curves of each of them. Some vyears later, this toolbox was
standardized and unified by CIE S 026/E:2018 (2018) to make lighting units conversion easier.
However, in spite of the utility of this software, it is not extent of limitations, since it does not

consider interactions between photoreceptors.

Other mathematical models have been designed by filtering a band of the spectrum. The one
developed by Falchi et al. (2011) proposed to completely eliminate outdoor emissions of light
at wavelengths shorter than 540 nm and, in cases where accurate color perception was
needed, at least protect the band between 440-540 nm. Nevertheless, this model was

designed to limit light pollution but not to evaluate light effects on the circadian system.
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1.4.2. BIOLOGICAL MARKERS OF LIGHT IMPACT ON THE CIRCADIAN SYSTEM

A circadian rhythm that is especially reliable, depends directly from the central pacemaker and
is an objective measurement and easy to assess is known as a marker rhythm, and is used to
characterize a subject’s circadian phase (Touitou & Haus, 1992). Among them, melatonin or
cortisol secretion rhythms, and core body temperature are the most employed. Core body
temperature (CBT) circadian rhythm has been widely described (Krduchi, 2002; Waterhouse et
al., 2005) and its originated by a balance between heat production and heat loss. In this way,
minimum levels of CBT manifests during nighttime while during the day the maximum levels
are reached. Cortisol secretion also follow a circadian pattern peaking in the morning at the
usual awakening time and keeping a stable phase relationship with melatonin (De Weerth et
al.,, 2003). Melatonin onset under dim light condition, as said before (section 1.2.3.1.), is
considered as the “gold standard” to assess the circadian phase but to assess the light impact

on them, melatonin suppression needs to be determined.

1.4.2.1. MELATONIN DETERMINATION

Melatonin levels can be determined both in saliva and plasma, and its metabolite 6-
sulfatoxymelatonin, in urine (Hofstra & de Weerd, 2008). Although melatonin concentration is
approximately three times lower in saliva than in plasma, its determination procedure in the
first case is more comfortable and less invasive for volunteers, since it does not require blood
extraction. The timing at which melatonin levels start increasing during the evening (melatonin
onset) is the most frequently used variable as circadian phase marker (Lewy et al., 1999; Lewy
& Sack, 1989). Since melatonin is highly sensitive to light, the determination procedure of this
parameter must be performed under dim light conditions, so it is known as dim light melatonin
onset protocol (DLMO) (Bonmati-Carrion et al., 2013; Lewy et al., 1999; Lewy & Sack, 1989;
Pandi-Perumal et al., 2007; Sack et al., 1986). The DLMO generally appears between 2 and 3
hours before habitual bed time in individuals with a normal phase (Lewy et al., 1999) and it can
be measured from a partial melatonin profile (not over the entire 24 hours) (Hofstra & de
Weerd, 2008). Once the DLMO is determined, it results easier to assess the impact of a light
source on circadian rhythm by exposing a volunteer to the tested light at a moment when
melatonin secretion is high (according to their dim light melatonin profile) and obtaining saliva
samples with the desired frequency. However, melatonin determination is not extent of
limitation, as high variation between individuals have been widely described (Arendt et al.,

1979; Bouwmans et al., 2015; Follenius et al., 1995).
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1.4.2.2. PHASE RESPONSE CURVES TO LIGHT

A phase response curve (PRC) is a plot of phase shifts as a function of circadian phase of a
stimulus. Stimuli include different types of pulses: light, temperature, or drugs or chemicals.
PRC to light was first established by De Coursey in 1960 in a rodent, but since then, many PRCs
to light in human have been published (Duffy et al., 2007; Khalsa et al., 2003; Minors et al.,
1991; Riger et al., 2013; St Hilaire et al., 2012; Zeitzer et al., 2000). They exhibit delay phase
shifts in the early subjective night and advance phase shifts in the late subjective night
(Johnson, 1992). A phase shift in circadian rhythms means that your bedtime and wake-up
time will move earlier in the day (phase advance) or later in the day (phase delay) (Mansbach,
2019). When a PRC is plotted, the circadian time of the stimulus (the duration of the
endogenous period) is represented in the abscissa and it is essential to standardized time
scales of PRCs among different organisms. The circadian time zero (CTO0) is the breakpoint of
the PRC, i.e., the circadian time at which phase shifts change from delays to advances and vice
versa. The definition of the circadian time zero (CTO) has been the least standardized variable

of PRCs.

Among all PRCs to light, those measuring core temperature and melatonin phase shifts to light
are of especial importance. The one established by Khalsa et al. (2003) (Figure 6) used

melatonin as circadian phase marker in response to 6.7 h of bright light exposure as stimulus.

Phase Shift (h)

T T T T T T T T

6 9 12 15 18 219 0 3 6 9 12 15 18

Circadian Phase
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Figure 6. The phase response curve (PRC) to a bright light stimulus using melatonin midpoint as the
circadian phase marker and the minimum of core body temperature to establish the circadian time zero
(from Khalsa et al., 2003). Phase advances are indicated as positive values and delays as negative values.
Data points from circadian phases 6—18 are double plotted. The solid curve is a dual harmonic function

fitted through all of the data points for plasma melatonin.
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They plotted advances and delays against the timing of the center of the light exposure
relative to the melatonin midpoint on the pre-stimulus constant routine in dim light. However,
the breakpoint of this curve was established at the minimum of core body temperature,
assumed to occur 2 hours later. According to this PRC, phase delays would reach a maximum
of about 3 hours prior to the temperature minimum and phase advances at approximately 2

hours after.

Apart from the moment, intensity must also be considered. In this sense, Zeitzer et al. (2000)

(Figure 7) determined melatonin phase shifts in response to different light intensities.

IS
I

s
]

]
L)
1

'
-
I

Melatonin phase shift (hours)

I B AL T S
1 10 100 1000 10000

llluminance (lux)

Figure 7. Melatonin illuminance-response curve of the human circadian pacemaker (Zeitzer et al., 2003).
The shift in the phase of the melatonin rhythm, as assessed on the day following exposure to a 6.5 h
experimental light stimulus has been fitted with a four parameter logistic model using a non-linear least
squares analysis. Individual subjects are represented by black squares, the model by the continuous line,

and the 95% confidence intervals by the dotted lines.

According to their fit model, melatonin shifts would start saturating above 1000 lux of light
intensity, with a maximum delay of about 3 hours while low illuminances (below 15 lux)

evoked little phase shift
1.4.2.3. PUPILLOMETRY FOR PUPIL LIGHT REFLEX

Pupil light reflex is an easy measurement and has been proposed as useful tool evaluate the

impact of a light source on the circadian system. It light reflex represents the changes on pupil
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diameter in response to a light stimulus, and depending on the stimulus duration, the
dynamics of the response are slightly different (Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al.,

2014) whose main characteristics are shown in Figure 8.
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Figure 8. Example of a pupillographic recording in response to a 5-s bright white light stimulus in a
normal human subject. The response waveform during the constriction phase has two components.
When the light is turned on, there is a transient phase characterized by a short-latency, high-velocity
maximal change in pupil size. Thereafter, the pupil partly redilates, or escapes, to a state of partial pupil
constriction that represents the sustained phase of the pupil light reflex. When the light stimulus ends,
the pupil starts to recover its original size after a period (which does not always occur) in which some

degree of contraction persists after the light stimulus (from Bonmati-Carrion et al., 2014).

When the stimulus is turned on, there is a rapid and short-latency maximal pupil constriction
known as transient response. Then, the pupil diameter partially recover its previous size
(escape), reaching a steady state of partial constriction called sustained phase. When the light
stimulus is turned off, pupil starts getting back to its initial size through a period in which some
degree of contraction still appears (persistent response). If the light stimulus is shorter, some
steps of pupil response may not appear, such as the steady state equilibrium (sustained

response) (Bonmati-Carrion et al., 2014).

Pupil light reflex have been widely used to assess the ipRGCs response, since these cells
project their axons both to the olivary pretectal nucleus (Baver et al., 2008; Chen et al., 2011;

Gamlin et al., 1995; Trejo & Cicerone, 1984) and to the suprachiasmatic nucleus (Adhikari et
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al., 2016; Adhikari et al., 2015). Concretely, the first seconds after the stimulus is off have been
proven to be controlled by ipRGCs, although some contribution from rods seems to exist at
least during the first 1.7 seconds (Adhikari et al., 2016; Adhikari et al., 2015b; Bonmati-Carrion
et al., 2018, 2016; Feigl & Zele, 2014; Joyce et al., 2015; Markwell et al., 2010; McDougal &
Gamlin, 2010). To measure this response, it suffices with applying a light stimulus of just one
second after a period of darkness and record pupil response at least one minute (Park et al.,
2011), thus the whole assessment takes no more than 20 minutes and it does not require pupil

dilation.

1.4.3. AMBULATORY CIRCADIAN MONITORING (ACM)

To assess the light impact on circadian system, in the last years the multivariable recording of
marker rhythms in ambulatory conditions has been proposed (Kolodyazhniy et al., 2011; Ortiz-
Tudela et al., 2014; Ortiz-Tudela et al., 2010). These ambulatory circadian monitoring
procedures integrate a combination of variables, such as temperature, activity and body
position, which provide complementary information about circadian system functionality. The
peripheral skin temperature rhythm has been validated as a marker rhythm (Ortiz-Tudela et
al., 2010). It presents an inverse pattern to that from core body temperature, with high values
during nighttime and low values during the day, and the breakpoint coinciding with the
moment of awakening. High values of wrist skin temperature are associated with sleep and
rest period, while low values are related to activity (Sarabia et al., 2008). This marker rhythm is
driven by the suprachiasmatic nucleus and is the result of a balance between vasoconstriction
and vasodilation on peripheral skin blood vessels (Krduchi et al., 2005; Van Someren, 2004).
Other marker rhythm that constitutes a simple and non-invasive measurement is the activity-
rest cycle. It has been widely employed to indirectly evaluate the sleep-wake cycle, but since it
is a variable that responds to behavior demands, it is subjected to masking and artifacts
(Ancoli-Israel et al., 2003; Madrid-Navarro et al., 2018; Morgenthaler et al., 2017). Thus, its
combination with other variables would help to improve the study of circadian rhythms. The
activity-rest cycle is intimately linked with the body position variable. Body position itself has
rarely been employed for this purpose, but its combination with activity recording allows
identifying daily habits, and permits distinguishing when the subject is lying down or sitting
(Blazquez et al., 2012; Ortiz-Tudela et al., 2010). The simultaneous recording of these three
marker rhythms allows to accurately evaluate the sleep-wake rhythm status (Ortiz-Tudela,
2014; Ortiz-Tudela et al.,, 2014). In order to deep in our knowledge about circadian
entrainment, the incorporation of ambulatory light exposure recording has been recently

proposed to traditional ACM (Arguelles-Prieto et al., 2019; Madrid-Navarro et al.,, 2018).
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Simultaneous recording of light exposure with circadian marker rhythms monitoring allows to
better understand its synchronizing and disrupting effects. ACM constitutes a reliable, non-
invasive and accurate method to evaluate the circadian system status and the effects of light
on it, and it allows monitoring of large populations under free living conditions (Arguelles-

Prieto et al., 2019; Madrid-Navarro et al., 2018; Ortiz-Tudela et al., 2014).
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El principal objetivo de esta Tesis Doctoral fue investigar los efectos de la luz, tanto natural

como artificial, en el sistema circadiano humano. Para ello, se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

1.

Mejorar y validar las nuevas caracteristicas de Kronowise® para permitir el registro no
invasivo de luz visible y circadiana en condiciones de vida libre.

Desarrollar un algoritmo para diferenciar entre exposicién a luz natural y artificial, asi
como para calcular la fotoestimulacién circadiana y visible exactas.

Determinar la influencia de la temperatura de color correlacionada (CCT) de la luz en
dos marcadores circadianos: inhibicidn de melatonina y reflejo pupilar a la luz, en
voluntarios jévenes y ancianos.

Investigar la posible relacion entre la inhibiciéon de la secrecién de melatonina vy el
reflejo pupilar a la luz.

Desarrollar un método practico para evaluar fuentes de iluminacién artificial,
basandose no solo en su potencia espectral y la correspondiente estimulacion de los
fotorreceptores circadianos, sino también en la discriminacién cromatica, la
comodidad y los efectos sobre marcadores circadianos, como inhibicion de melatonina
y reflejo pupilar a la luz, en voluntarios sanos.

Explorar los efectos de una situacién cronodisruptiva, como los cambios horarios de
marzo y octubre, en la sincronizacion circadiana segun la curva de respuesta de fase a

la luz en condiciones de vida libre.
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3.1. CAPITULO EXPERIMENTAL 1:

DETERMINACION DE LA INTENSIDAD DE LUZ,
HORARIO Y TIPO DE LUZ VISIBLE Y CIRCADIANA A
PARTIR DE UN DISPOSITIVO DE MONITORIZACION

CIRCADIANA AMBULATORIA

Arguelles-Prieto R., Bonmati-Carrion M.A., Rol M.A., Madrid J.A.

Publicado en Frontiers in Physiology (2019) 10, 10.3389/fphys.2019.00822
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3.1. DETERMINACION DE LA INTENSIDAD, EL HORARIO Y EL TIPO DE LUZ
VISIBLE Y CIRCADIANA A PARTIR DE UN DISPOSITIVO DE
MONITORIZACION CIRCADIANA AMBULATORIA

RESUMEN

Durante las ultimas décadas, el modo de vida las sociedades modernas ha modificado
profundamente el ajuste temporal del sistema circadiano, principalmente debido al uso
inapropiado de iluminacién artificial y a la alta prevalencia del jet-lag social. Por lo tanto, se
hace necesario disefiar herramientas prdcticas y no invasivas para monitorizar ritmos
circadianos marcadores pero también su principal sincronizador, el ciclo de luz-oscuridad, en
condiciones de vida libre. El objetivo de este trabajo fue mejorar las capacidades del
dispositivo de monitorizacidén circadiana ambulatoria (ACM, Kronowise®) desarrollando un
algoritmo que permita determinar la intensidad de la luz, el horario y la estimulacion de luz
circadiana, diferenciando entre luz visible, luz circadiana, luz infrarroja, asi como discriminar
entre distintas fuentes de luz (natural, artificial con alto contenido infrarrojo, artificial con bajo

contenido infrarrojo) en voluntarios en condiciones de vida libre.

El dispositivo de ACM esta provisto de tres sensores de luz: i) un sensor de amplio espectro
(380-1100 nm); ii) un sensor infrarrojo (700-1100 nm) vy iii) un sensor equipado con un filtro
azul que mimetiza la curva de sensibilidad de la melanopsina y la curva de supresion de
melatonina por luz. Para calibrar del dispositivo de ACM, la luz solar y diferentes fuentes de luz
comerciales se midieron a cuatro distancias estandarizadas, tanto con un espectrorradidmetro
(SPR) como con el dispositivo de ACM. La herramienta desarrollada por CIE S 026/E:2018 se

utilizé para calcular la estimulacion melandpica a partir de los datos medidos por el SPR.

Aunque la correlacidn entre los datos brutos de iluminancia medidos con el ACM y el SPR eran
bastante fuertes tanto para el espectro completo (r = 0,946, p < 0,0001) como para el canal
circadiano (r = 0,902, p < 0,0001), se obtuvieron correlaciones aun mas fuertes (r = 0,997, p <
0,0001 y r = 0,998, p < 0,0001, respectivamente) cuando las luces se clasificaron en tres
grupos: natural, artificial con alto infrarrojo y artificial con bajo infrarrojo, y se aplicaron las

correspondientes correlaciones lineales.

Nuestros resultados muestran que el dispositivo de ACM provisto de los tres sensores de luz y
el algoritmo desarrollado en este estudio permiten una deteccién exacta del tipo, la intensidad

y el horario de luz tanto para luz visible como circadiana, junto con la monitorizacién
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simultanea de varios ritmos circadianos marcadores, que abren la posibilidad de explorar la
sincronizacién por luz en grandes grupo poblacionales mientras mantiene su modo de vida

habitual.

INTRODUCCION

Desde la aparicidon de la vida en la Tierra, la existencia de mecanismos celulares endégenos
que registraban el paso del tiempo ha permitido a los individuos anticiparse y adaptarse a
cambios ciclicos ambientales, garantizando que los procesos bioquimicos, fisiolégicos y
comportamentales ocurrieran diariamente en momentos apropiados y especificos de cada
especie, incluyendo el horario del ciclo de suefio-vigilia. Esta sincronizacidn interna a sefiales
ambientales es un requerimiento fundamental para la supervivencia de los seres vivos (Panda
et al, 2002). En mamiferos, el sistema circadiano consiste en una red de estructuras
jerdrquicamente organizadas impulsadas por un marcapasos central, que esta situado en el
nucleo suprasquiasmatico del hipotalamo, y es responsable de enviar sefales temporales
ritmicas a una gran variedad de érganos y tejidos (Garaulet & Madrid, 2010). En condiciones
normales, estos ritmos circadianos estdn sincronizados a un ciclo de 24 horas mediante
“zeitgebers” (literalmente, “dadores de tiempo”), de entre los cuales el mas potente es el ciclo
de luz-oscuridad (Roenneberg & Foster, 1997). Este “zeitgeber” sincroniza el sistema
circadiano mediante las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles de la retina
(ipRGCs), que contienen melanopsina, un fotopigmento sensible a luz de entre 460-480 nm

(Berson et al., 2002; Brainard et al., 2001).

A partir de la invencién de la luz eléctrica, hace aproximadamente 150 afos, los patrones de
exposicién a luz se han modificado y, por lo tanto, el ajuste temporal del sistema circadiano se
ha alterado profundamente (Bonmati-Carrion et al., 2014; Reiter et al., 2012). Los avances
tecnoldgicos en iluminacién, al igual que el estilo de vida de las sociedades modernas, que
implican iluminacidn durante la noche, pasar demasiado tiempo en interiores, trabajo a
turnos, actividades de ocio durante la noche, viajes alrededor del mundo y, especialmente, el
uso de iluminacién artificial inapropiada, han alterado nuestra fisiologia, dando lugar a una
gran variedad de afecciones de la salud de origen circadiano (Erren & Reiter, 2009; Navara &
Nelson, 2007; Pauley, 2004). Todos estos efectos se engloban en el concepto de
“cronodisrupcidon” (CD), definida como el estado temporal o crénico de desincronizacion
interna, ya sea entre los diferentes ritmos circadianos o entre componentes circadianos

endogenos y exdgenos (Erren & Reiter, 2009).
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Para evaluar el impacto de la iluminacidon en el sistema circadiano, se hace necesario
desarrollar herramientas nuevas, practicas y no invasivas para detectar patrones de luz-
oscuridad que sean cronodisruptivos y permitir asi el tratamiento de pacientes con
alteraciones circadianas. En los ultimos afios, muchos estudios se han centrado en la
monitorizacién ambulatoria de ritmos circadianos en humanos. Sin embargo, solo algunos de
ellos han evaluado la exposicidn a luz visible (Berger et al., 2010; Bonmati-Carrion et al., 2013;
Kolodyazhniy et al., 2011; Lemmer et al., 2016), y muy pocos incluyen la estimulacion
melandpica (Bierman et al., 2005; Cao et al., 2015; Figueiro et al., 2013). Por ello, nuestro
laboratorio propuso hace unos afios, por primera vez, el registro multivarible de distintas vias
de salida (tiempo en movimiento, aceleracién, temperatura distal de la piel y posicion
corporal) junto con la exposicién a luz en un Unico dispositivo de monitorizacidén circadiana
ambulatoria (ACM, denominado Kronowise®; Kronohealth SL; University of Murcia, Spain;
Madrid-Navarro et al., 2018) para evaluar globalmente el estado del sistema circadiano

humano en condiciones de vida libre (Bonmati-Carrion et al., 2013; Ortiz-Tudela et al., 2010).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue implementar validar las nuevas caracteristicas de la
ACM para permitir el registro no invasivo de luz visible y circadiana en condiciones de vida
libre. Para ello, en primer lugar, se seleccioné un filtro azul que mimetiza el espectro
melandpico; después, las medidas del SPR y del ACM se compararon para calibrar los sensores
de ACM vy finalmente, se desarrollaron algoritmos para diferenciar entre exposicion a luz

natural y artificial, asi como para calcular la fotoestimulacién visible y circadiana exactas.
MATERIALES Y METODOS

1. Dispositivo de monitorizacion circadiana ambulatoria

Para llevar a cabo este estudio, se empled un dispositivo de monitorizacion circadiana
ambulatoria (ACM) desarrollado por nuestro grupo de investigacion: Kronowise® (Kronohealth

SL, Spain) (Figura 1).
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Figura 1. Dispositivo de ACM Kronowise®.

Kronowise® es un dispositivo de mufieca que proporciona informacion sobre diferentes

variables relacionadas con los ritmos circadianos, como muestra la Figura 2.
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Figura 2. Variables monitorizadas por Kronowise® exportadas por su software de programacion
(Kronoware 10.0) de un registro representativo. De arriba a abajo: temperatura de la mufieca (en ° C),
luz visible, luz azul filtrada, luz infrarroja, luz visible maxima (todo en lux), aceleracién integrada

(expresada en valores de g), tiempo en movimiento integrado (expresado como movimiento en
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intervalos de 30 segundos) e inclinacion del eje X en grados. El grafico de tiempo en movimiento esta
saturado porque, en condiciones naturales, nunca podria superar los 300 s - 10-1 / 30s. Las variables de

luz se cortan porque el dispositivo es lineal hasta 43000 lux y por encima se satura.

Su peso es de aproximadamente 60 g, su bateria tiene una duracién de 21 dias, e incluye los

siguientes sensores (Madrid-Navarro et al., 2018):

- Un sensor de temperatura, con una precisién de + 0,1 °C a 25 °C y una resolucién de
0,0635 °C.

- Un acelerémetro MEMS de tres ejes calibrado con una sensibilidad lineal e igual a lo
largo de los tres ejes, con un rango de + 2 g y una sensibilidad de 0,001 g. La frecuencia
de muestreo esta establecida por defecto a 10 Hz.

- Tres sensores de luz, en el frontal, determinan espectro total, infrarrojo y luz azul, con
un rango de entre 0,01 y 43000 lux, 16 bits de resolucidn, autoajuste interno segun el
nivel de luminancia, y supresién de parpadeo a 50/60 Hz. El sensor infrarrojo es
sensible a radiacion de 800 a 1700 nm, mientras que el detector de luz azul estd
equipado con un filtro Gaussiano que elimina toda la radiacion visible por debajo de
440 nm y por encima de 500 nm (Figura 3) pero deja pasar radiacién infrarroja.
Ademas, el tiempo de integracion para las medidas puede configurarse a 50, 100 y 400
ms, aunque si no se especifica, esta predeterminado a 100 ms (suficiente para filtrar el

ruido de parpadeo, tipico de [dmparas fluorescentes).
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Figura 3. Respuesta espectral relativa de los canales de espectro completo (linea negra) e infrarrojo
(linea roja) del sensor de luz visible de ACM Kronowise® proporcionado por el fabricante, en
comparacién con la curva normalizada de visidn fotdpica humana (linea discontinua azul, Vos 1978) y

visién escotdpica (linea punteada negra, CIE 1951).

39



La comunicacidn entre Kronowise® y un ordenador se establece utilizando el software
Kronoware 10.0 (Kronohealth SL, Spain) mediante un puerto USB para extraer los datos. Este
software permite la inspeccion visual de los datos antes de su analisis para eliminar posibles
artefactos, asi como el calculo de parametros circadianos y de suefio basicos. El coeficiente de
variacion intra-dispositivo es del 0,11 % e inter-dispositivo del 2,5 % para luz visible, mientras

que para luz azul son del 0,14 % y 3,14 % respectivamente.

2. Rendimiento fotométrico de los canales de luz

La sensibilidad de los sensores de luz de Kronowise® en el espectro de luz visible es muy similar
a la sensibilidad fotépica de la retina humana y, ademds, permanece estable a lo largo de

todos los canales humanos fotdpicos de luz (azul, verde o rojo, Figura 3).

El filtro azul fue seleccionado entre muchos otros para mimetizar la respuesta melandpica y la
respuesta inhibidora de la melatonina por luz. La Figura 4 representa la irradiancia espectral de

la luz del sol cuando se aplica el filtro medida con el SPR.
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Figura 4. Espectro de luz solar medido en irradiancia con el espectroradiometro (linea naranja). La linea
azul representa el espectro de luz solar medido con el filtro azul (también con el espectroradiémetro),
mientras que la linea verde corresponde a la curva de sensibilidad de ipRGCs segun el modelo de Enezi
et al. (2011), y la linea roja indica la curva de supresién de melatonina por luz segin el modelo de

Brainard et al. (2001).
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La respuesta direccional de los sensores de luz en un plano es muy similar a una curva
Gaussiana sin depender del angulo incidente, ya que mas del 80 % de la intensidad de luz
maxima se detecta en el rango central de 50°, y a medida que el angulo aumenta en ambas
direcciones, la sensibilidad cae drasticamente (Figura 5), lo que se asemeja a la curva de
sensibilidad de tres dimensiones del ojo humano a la luz incidente (Figueiro et al., 2013). Esto
se debe a que los sensores estan localizados en el centro de una ventana cubierta por un

cristal difusor de dpalo.
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Figura 5. Intensidad de la luz segln el angulo de medida para los tres canales de luz de Kronowise® de
una fuente de luz colocada a 50 cm del dispositivo. Los tres canales detectaron mas del 80% de la
intensidad maxima de la luz en un rango de 50°. La linea azul representa las medidas del canal
circadiano, la linea roja indica las del canal infrarrojo y la linea naranja corresponde a las medidas del

canal visible.

3. Evaluacidon de las fuentes de iluminacién

Los sensores de luz del ACM se calibraron con un espectrorradiémetro (SPR) visible-infrarrojo
cercano (Ocean Optics Inc, FL, USA) utilizado como dispositivo de referencia. Este SPR mide
gran variedad de parametros ademds de los empleados en este estudio: irradiancia e
iluminancia. Ademas, incorpora un corrector coseno (modelo CC-3, Ocean Optics Inc., FL, USA)

con un cristal opalino como difusor y un dngulo de medida de 180 °.
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La exposicion a luz en condiciones de laboratorio se realizé con una amplia variedad de fuentes
de iluminacidn artificiales comerciales, incluyendo (Figura 6): LED de 5700 K (LuciPanel Evo
from Lucibel SA, France), LED de 3000 K (LuciPanel Evo from Lucibel SA, France), LED dmbar
(Ingnialight Sacopa S.A.U., Spain) LED rojo-verde-azul (RGB, prototipo fabricado en la
Universidad de Murcia), LED rojo-verde-violeta (RGV, prototipo fabricado en la Universidad de
Murcia), vapor de mercurio (Luxten, Romania), incandescente (KDE Group, Spain), fluorescente
(ADEOQ, France) y luz del sol medida desde una ventana que daba al suroeste entre las 11 AM y

las 12:20 PM durante un dia parcialmente nublado.
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Figura 6. Espectros de luz visible normalizados de las nueve fuentes de luz diferentes utilizadas en este
estudio medidas con espectroradiémetro. La normalizacidon se ha realizado segun el pico maximo de

irradiancia. La banda infrarroja se resalta como un area roja y la banda ultravioleta en violeta.

Durante las medidas, la habitacién estaba completamente a oscuras con excepcion de la luz
que se estaba midiendo. Se seleccionaron cuatro distancias diferentes desde la fuente de luz

para medir: 54, 180, 237 y 480 cm.
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4. Desarrollo del algoritmo para monitorizacidon de la exposicidén a luz

Puesto que los sensores de luz de ACM son sensibles a la radiacién infrarroja (Figura 3) y las
fuentes de luz medidas presentaban espectros muy diferentes, incluyendo en algunos casos
una parte considerable de la banda infrarroja (IR) del espectro, se hace necesario considerar

esta radiacidn para ajustar las medidas a la luz visible y circadiana.

El algoritmo para el calculo de exposicién a luz visible y circadiana y la discriminacién de la

fuente de luz se desarrollé6 mediante el siguiente proceso:

(i) Para cada fuente de luz y cada distancia, las medidas de luz se realizaron
simultdaneamente con el SPR y el ACM. Cada punto se midié tres veces y se expresd
como la media de las tres medidas para cada dispositivo.

(i) Se calcularon las correlaciones entre las medidas de luz visible con SPR y ACM para
todas las fuentes de luz.

(iii) Entonces, se calcula la proporcion de infrarrojo versus espectro total de luz (IR/Full
ratio) a partir de los datos medidos por los sensores de luz visible e infrarroja del
ACM.

(iv) A continuacién, se diferenciaron tres grupos de fuentes de luz segun su ratio de
radiacion IR/Total, permitiendo clasificar fuentes de luz en las siguientes
categorias: luces artificiales con bajo contenido en IR, luces artificiales con alto
contenido en IR y luz solar.

(v) Para cada una de las tres categorias, se volvieron a realizar las correlaciones entre
las medidas de SPR y ACM.

(vi) Asi, para cualquier dispositivo de iluminacion, en primer lugar, la luz se clasifica
segun su ratio IR/Total en una de las tres categorias mencionadas previamente, y

luego, se aplica la ecuacion correcta de la correlacion para el calculo de la luz.

El mismo proceso se llevd a cabo para el calculo de la exposicidn a luz circadiana. Sin embargo,
en este caso, la activacion tedrica de las ipRGCs por la luz se obtuvo a partir de los datos
medidos por el SPR, aplicando la herramienta desarrollada por CIE S 026/E:2018 (2018).
Después, los lux melandpicos obtenidos se correlacionaron con las medidas del sensor de luz
circadiana del ACM. Por ultimo, se construyeron graficos de Bland-Altman para la luz visible y
circadiana medidas con el SPR y el ACM, antes y después de las correcciones de la radiacion

infrarroja, para investigar la posible existencia de un sesgo en las medidas.
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5. Analisis estadistico

Las correlaciones lineales y el algoritmo se calcularon utilizando R Core Team (2017). R: A
language and environment for statistical computing (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Los graficos de Bland—Altman se realizaron utilizando Microsoft Excel 2010

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, United States).

RESULTADOS

La validez de las medidas realizadas por los sensores de luz visible y circadiana del ACM se
compard con las medidas de iluminancia del SPR tanto en lux como en unidades logaritmicas
para todas luces empleadas en este estudio. El andlisis de la correlacién de las medidas de
iluminancia (en lux) entre SPR y ACM resulté fuerte (r = 0.946) y altamente significativa (p <
0,0001) con una pendiente de 0,558. Esta correlacidon se hizo incluso mas fuerte cuando se
llevo a cabo con la iluminancia en unidades logaritmicas (pendiente = 0,867, r = 0,996, p <

0,0001).

Tabla 1. Correlacion entre las medidas del espectroradiémetro y las de Kronowise® para luz visible y
circadiana segun el estandar CIE S 026, coeficiente r y valor p, y grados de libertad (DF) para todos los
tipos de luz en conjunto, para luces con IR bajo, para luces con IR alto, para el sol y para la luz visible y

circadiana recalculada.

Corralation Formula r coefficient p value DF
Spectroradiometar vs. Kronowisg® Visitla light Al lights ¥y = 0.558x 0.948 <0.0001 35
Al lights (LOG) y =0.867x 0.998 <0.0001 as

Low IR v = 0.664x 0.997 <0.0001 27

Low IR (LOG) y = 0.803x 0.997 =0.0001 27

High IR y=0272x 0.999 <0.0001 3

High IR (LOG) ¥ = 0.756x 0.952 =0.0005 3

Sun y=0207x 0.987 <0005 3

Sun {LOG) y =0.843x 0.209 =0.0001 3

Calcutated ¥ =0.9094x 0.997 <0.0001 a5

Calcutated (LOG) y=1.028x 0.998 <0.0001 as

Blue light Al lights ¥ =1.324x 0.902 <0.0001 as
Al lights (LOG) ¥ =1.029x 0.989 <0.0001 as

Low IR y=1.883x 0.999 <0.0001 27

Low IR (LOG) y=0110x 0.995 <0.0001 27

High IR y=0.310x 0.209 =0.0001 3

High IR (LOG) y=0.753x 0.992 <0.001 3

Sun y=0678x 0.991 =0.001 3

Sun {LOG) y =0.990x 0.999 <0.0001 3

Calcutated ¥ =0.80Tx 0.958 =0.0001 a5

Caloutated (LOG) y=1.020x 0.998 <0.0001 as

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las fuentes de luz con alto contenido infrarrojo no se
comportan de acuerdo con la ecuacién general. Para ello, se calculd el ratio IR/Total para todas

las luces (Tabla 2) y se obtuvieron tres grupos de fuentes de iluminacidn: artificiales con bajo
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contenido IR (IR/Total < 0,1), artificiales con alto contenido IR (IR/Total > 0,6) y luz solar (0,1 <
IR/Total < 0,6).

Table 2. Ratio luz infrarroja/Total (IR/Full) para las luces medidas a cuatro distancias diferentes (D1=54
cm, D2=180 cm, D3=237 cm y D4=480 cm). Se obtuvieron tres grupos de luces: iluminantes artificiales
con bajo contenido en IR (recuadro rojo), iluminantes artificiales con alto contenido en IR (recuadro

verde) y luz solar (recuadro lila).

IR/Full
Light DI D2 D3 D4 MEAN SEM
AGB LED 0013 0000 0012 0011 0014 0.00
AGV LED 0015 0013 0013 0013 0013 0.00
STO0KLED 0017 0014 0012 0008 0.013 0.002
J000KLED 0026 0021 0019 0019  0.021 0.002
Amber LED 0027 003 0032 0082 003 0.00
Marcuryvapor 0.025 0024 0026 0024 0025 0.001
Fluorescent  0.017 0019 0019 0022  0.010 0.001

|sun 0468 0472 0461 01668 0.167 0.002 |

lincandescent 0627 0632 0634 0644 0634 0.004 |

Cuando se considerd el ratio IR/Total para luz visible, tanto en lux como en log lux, y se empled
la ecuacion lineal correspondiente por grupos, las correlaciones entre SPR y Kronowise® para
todas las luces mejoraron considerablemente. Resultd ser mas fuerte y con una pendiente
cercana a 1 (pendiente = 0,994, r = 0,997, p < 0,0001 en lux y pendiente = 1,025, r = 0,998, p <
0,0001 en log lux) que cuando no se tuvo en cuenta el ratio IR/Total (pendiente = 0,558, r =

0,946, p < 0,0001 en lux y pendiente = 0,867, r = 0,996, p < 0,0001 en log lux) (Tabla 1).

El mismo proceso se empled para la luz circadiana detectada por el sensor de luz azul. Las
correlaciones entre los melanopic lux medidos con SPR (CIE S 026/E:2018, 2018) y las medidas
del ACM con el filtro azul fueron fuertes (pendiente = 1,324, r = 0,902 en lux y pendiente =
1,029, r = 0,989 en log lux) y significativas (p < 0,0001 en ambas unidades). De nuevo, la
interferencia del contenido en infrarrojo redujo ligeramente la precisién del calculo. Asi, las
correlaciones mejoraron cuando se tuvieron en cuenta las tres categorias de luz (pendiente =

0,997, r =0,998, p < 0,0001 en lux y pendiente = 1,020, r = 0,998, p < 0,0001 en log lux).

En cuando a la estabilidad del ACM segun el angulo incidente, el hecho de que los sensores de
luz estén cubiertos por un difusor permite que la deteccidn de luz sea de mds del 80 % del
maximo en un rango de 50° de cambio en el dngulo incidente, y un 50 % del maximo en un

rango de 70° (Figura 5).
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La Figura 7A muestra el grafico de Bland-Altman para las medidas de luz visible con SPR y ACM
antes de la correccién del contenido infrarrojo. Como se puede observar, los datos de
iluminancia del sensor de espectro total de Kronowise® tendian a sobreestimar la intensidad
de luz en comparacion con SPR. Este efecto era incluso mds pronunciado para aquellas luces
con alto contenido infrarrojo. La figura 7B representa el grafico de Bland-Altman para todas las
medidas de iluminancia de luz visible después de la correccién del contenido infrarrojo, y como

se puede ver, mejora considerablemente.
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Figura 7. Grafico de Bland-Altman que compara la intensidad de luz visible registrada por el
espectroradiédmetro y ACM. (A) Antes de la correccién por contenido infrarrojo. (B) Después de la

correccion por contenido infrarrojo. Los puntos anaranjados corresponden a la luz incandescente.

Lo mismo sucede con los graficos de Bland-Altman de luz circadiana tanto antes como después

de la correccion de infrarrojo (Figuras 8A, 8B).
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Figura 8. Grafico de Bland-Altman que compara la intensidad de luz circadiana segln el estandar CIE S
026, registrado por espectroradiometro y ACM. (A) Antes de la correccion por contenido infrarrojo. (B)
Después de la correccién por contenido infrarrojo. Los puntos naranjas corresponden a la luz

incandescente y los puntos azules a luces de bajo contenido de infrarrojos y luz solar.
DISCUSION

En este trabajo, hemos demostrado la capacidad espacial y espectral de un dispositivo de ACM
de mufeca provisto de tres sensores de luz que combina el registro simultaneo de espectro
total, luz infrarroja y luz azul, permitiendo no solo el registro del horario y la intensidad de la
exposicidon a luz visible y circadiana, sino también distinguir la fuente de luz y por lo tanto,

diferencia entre exposicidn a luz natural y artificial.

Debido al reciente descubrimiento de las ipRGCs y su funcidn en la fotorrecepcién circadiana

(Berson et al.,, 2002; Brainard et al., 2001), se hace necesario desarrollar herramientas
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practicas y no invasivas para diferenciar especificamente su estimulacién en condiciones de
vida libre (Heil & Mathis, 2002; Sarabia et al., 2008), y no considerar Unicamente la intensidad
de la luz cuando se estudia la sincronizacién del sistema circadiano a la luz y sus consecuencias

para la salud.

La integracion de multiples sensores en un Unico dispositivo para detectar varias sefiales de
salida del sistema circadiano como la actividad motora, la posicidon corporal y la temperatura
de la piel de la mufieca, en conjunto con la exposicién individual a luz visible y circadiana
facilitard el entendimiento, el diagnédstico y el tratamiento de aquellos problemas asociados

con la sincronizacidn circadiana, que estan aumentando en sociedades desarrolladas.

Para facilitar el uso del dispositivo de ACM en condiciones de vida libre, se ha disefiado para
ser llevado en la mufieca, descartando otros lugares mas cercanos a los ojos pero muchos mas
incbmodos para los sujetos. Aunque en un primer momento podria decirse que esta posicion
podria afectar la precisién de las medidas de luz, estudios previos han demostrado que las
diferencias en la exposicion activa a luz circadiana son sorprendentemente pequefias, menores
del 10 % de media cuando se comparan los datos al nivel de los ojos y al de la mufeca
(Figueiro et al., 2013). Por ello, la medida de exposicidn a luz en lugares distintos a los ojos

también constituye un método fiable cuando se evalla la exposicion a luz circadiana.

Para registrar luz visible (400-700 nm), se empled una combinacién de dos sensores en
Kronowise®, uno de ellos de espectro total desde los 400 a los 1100 nm y otro de luz infrarroja
(de 700 a 1100 nm). La combinacién de estas dos medidas permite, por un lado, distinguir si la
fuente de luz es natural o artificial y, por otro, si la luz proviene de fuentes de iluminacién con
alto o bajo contenido infrarrojo, o del sol, como en los espectros mostrados en la Figura 6. La
luz circadiana efectiva se detecta gracias a un filtro azul que cubre un segundo sensor de
espectro completo. El filtro seleccionado muestra un perfil de transmitancia de la luz solar que
coincide en gran medida tanto con la curva espectral de inhibicién de melatonina (Brainard et
al., 2001), como con el modelo de sensibilidad de melanopsinica de las ipRGCs (Enezi et al.,
2011), dejando pasar radiacién visible entre 380 y 590 nm, y radiacién por encima de 680 nm.
Por ello, la “dosis” de luz circadiana activa a la que un sujeto estd expuesto puede calcularse
sin interferencias de la combinacion de detectores verde y azul, como sucede con el dispositivo
Actiwatch Spectrum (Cao et al., 2015). Hasta la fecha, y hasta donde sabemos, solo existen dos
dispositivos ambulatorios para la deteccién de luz visible y circadiana: el Daysimeter (Bierman
et al., 2005) y Actiwatch Spectrum (Philips). EI Daysimeter, un dispositivo que se lleva en la

cabeza, ha sido disefiado especificamente para medir exposicion a luz, asi que su rendimiento
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en este campo resulta muy interesante; sin embargo, el dispositivo solo incluye un
acelerémetro y debe colocarse cerca de los ojos, limitando considerablemente su capacidad de
detectar estados de suefio y de vigilia. Ademds, y aunque su sensor de luz muestra una curva
de sensibilidad restringida al espectro fotdpico, presenta una caida significativa entre 550 y
600 nm, una banda a la que es ojo humano es sensible (Dartnall et al., 1983; Roorda &

Williams, 1999).

El segundo dispositivo, Actiwatch Spectrum, fue disefiado originalmente para detectar los
ritmos de suefo-vigilia (Kripke et al., 2010; Young et al., 2009), y mas tarde incorpord la
deteccidn de RGB. Esto consiste en tres sensores de luz de color en longitudes de onda largas
(~600-700 nm), medias (450-600 nm) y cortas (~400-550 nm), que corresponden a los
outputs espectrales R, G, B y en un output de banda ancha de “luz blanca” (W) (Cao et al.,
2015; Price et al., 2012). Sin embargo, su espectro de sensibilidad no coincide con el de la
retina humana. Muestra un patron bimodal, con un pico principal en longitudes de onda cortas
y otro pico secundarios en longitudes de onda largas. Por el contrario, en la banda de 570-600
nm, el dispositivo no es sensible practicamente. Esta banda, ademas de su sensibilidad para la
retina humana, es caracteristica de fuentes de iluminacién de descarga, como las lamparas
fluorescentes (Figueiro et al., 2013). Consecuentemente, las medidas fotométricas de estas
fuentes de iluminacidn tan comunes estardn sesgadas sistemdticamente con un este
dispositivo y la estimulacidn de luz circadiana debe deducirse indirectamente de los datos

registrados por los sensores verde y azul.

Este trabajo posee limitaciones, puesto que utilizamos un Unico dispositivo Kronowise® y una
sola fuente de luz al mismo tiempo, por lo que en futuras investigaciones deberia emplearse
una combinacion de diferentes fuentes de iluminacién natural y artificial para asemejarse a las

condiciones naturales.

El dispositivo de ACM presentado posee una combinacidn Unica de sensores para el registro
simultdneo de temperatura de la piel, posicion, movimiento (salidas circadianas), y exposicidn
a luz visible y circadiana (entradas circadianas). Estudios previos han demostrado que la
combinacion de temperatura de la piel, actimetria y posicion supone una evaluacién fiable del
estado del sistema circadiano, puesto que incluye variables con un componente enddgeno
(temperatura de la piel) pero también variables reactivas a las demandas comportamentales
(actividad motora y posicién corporal) (Bonmati-Carrion et al., 2013; Ortiz-Tudela et al., 2014,
2010). Considerando que el zeitgeber mas importante para la sincronizacién circadiana es el

ciclo de luz-oscuridad (Roenneberg et al., 2003; Roenneberg & Foster, 1997), su registro
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simultaneo con otras vias de salida parece proporcionar una evaluacion integral de la funcion
circadiana. En este sentido, Kronowise® puede constituir una herramienta util y comoda para
profundizar en el conocimiento de los efectos sincronizadores de la luz mientras los sujetos

mantienen su modo de vida habitual.
CONCLUSION

Nuestros resultados han demostrado la validez y sensibilidad del dispositivo de ACM
Kronowise® para evaluar la exposicion a luces de diferentes espectros. Ademads, nuestro
algoritmo es valido para calcular, directamente a partir de los datos de Kronowise®, la
exposicién a luz visible y circadiana, y distinguir entre diferentes tipos de luz, proporcionando

una historia individual de exposicidn a luz mucho mas detallada.

El uso de dispositivos calibrados de ACM como el empleado en este trabajo, combinando
monitorizacidon simultanea de ritmos circadianos y exposicion a luz visible y circadiana,
contribuird a avanzar en el entendimiento de los efectos de la luz en la sincronizacion del
sistema circadiano y su asociacion con la salud humana. Su naturaleza no invasiva y su facilidad

de uso posibilitaran la monitorizacién de grandes poblaciones en condiciones de vida libre.
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3.2. CAPITULO EXPERIMENTAL 2:

EFECTOS DE LA LUZ CON ALTO Y BAJO CONTENIDO
EN AZUL SOBRE MARCADORES CIRCADIANOS.
RELACION CON INHIBICION DE MELATONINA Y

REFLEJO PUPILAR A LA LUZ
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3.2. EFECTOS DE LA LUZ CON ALTO Y BAJO CONTENIDO EN AZUL SOBRE
MARCADORES CIRCADIANOS. RELACION CON INHIBICION DE
MELATONINA'Y REFLEJO PUPILAR A LA LUZ

RESUMEN

La via de entrada que lleva la sefal luminosa al sistema circadiano empieza en las células
ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs). Esta via de entrada, sin
embargo, no solo estd implicada en la sincronizacion del reloj central (nucleo
supraquiasmatico, SCN) sino que también es parcialmente responsable del reflejo pupilar a la
luz (PLR). De entre todas las vias de salida del sistema circadiano, la secreciéon de melatonina es
la mejor caracterizada. La sintesis de esta indolamina se suprime por accién de la luz,
especialmente de aquellas longitudes de onda entre 460 y 480 nm. El modo de vida de las
sociedades modernas ha dado lugar a la aparicién de la disfuncién circadiana o
cronodisrupcidn, que estd asociada con varios problemas de salud. La importancia de estas
circunstancias hace esencial entender los efectos del espectro y la intensidad de la luz en
marcadores circadianos. El principal objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la
temperatura de color de la luz en dos marcadores circadianos: inhibicién de melatonina y
reflejo pupilar a la luz en personas jovenes y ancianas. Ademads, también investigamos el
modelo tedrico de inhibicion de melatonina cuyas predicciones se ajusten mejor a nuestros
resultados. Para ello, dieciséis voluntarios jovenes y ocho ancianos fueron reclutados para
participar en este estudio, y dos luces experimentales de diferente temperatura de color
correlacionada (CCT) fueron empleadas (3000 K y 5700 K). La primera semana de estudio, los
voluntarios llevaron un dispositivo de monitorizacion circadiana ambulatoria (ACM):
Kronowise® para medir sus patrones habituales de exposiciéon a luz. Para llevar a cabo la
prueba de supresiéon de melatonina, se dio instrucciones a los participantes para seguir el
protocolo de inicio de melatonina bajo luz tenue (DLMO) en su propia casa. EL mismo dia de
las dos semanas siguientes, fueron sometidos al protocolo de inhibicion de melatonina en el
laboratorio, llevando a cabo un disefio cruzado y aleatorizado para cada tipo de luz. El
protocolo para medir el reflejo pupilar a la luz fue adaptado de Park et al. (2011), aplicando un
estimulo luminoso de 1 segundo. Las respuestas pupilares a los 6 segundos (6S-PIPR) y a los 30
segundos (30S-PIPR) después del estimulo fueron medidas, al igual que el diametro pupilar
minimo y la velocidad de contraccién. Nuestros resultados produjeron supresion de
melatonina significativa bajo ambas condiciones de luz en comparacién con la condicion de luz

tenue (41,7 %, p < 0,001, t de Student = 6,687, grados de libertad = 21 para la luz de 5700 K, y
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33,3 %, p < 0,005, t de Student = 3,852, grados de libertad = 21, para la luz de 3000 K), de
acuerdo con las predicciones de los modelos tedricos (47 % para la luz de 5700 Ky 44 % para la
luz de 3000 K). Ademas, la luz de 5700K produjo una mayor contracciéon en 6S-PIPR (82,8 %
para la luz de 5700 K vs. 87,5 % para la de 3000 K, p < 0,001, F = 18,123, grados de libertad =
22), y descubrimos que en los participantes ancianos, el didmetro minimo fue menor (59,1 %
vs. 68,5 % para los jovenes, p < 0,005, F = 12,157, grados de libertad = 1) y la velocidad de
contraccion, mas rapida (35,0 % vs. 26,3 % para los jovenes, p < 0,005, F = 12,683, grados de
libertad = 1) en comparacién con los jovenes. Nuestros resultados confirmaron que incluso la
luz con menor contenido en radiacidn azul produjo inhibicion de melatonina significativa. Por
otro lado, mayor contenido en luz azul produjo mayor contracciéon en la respuesta pupilar
después del estimulo luminoso que estd regulada por las ipRGCs. En conclusidon, ambas
técnicas son utiles para analizar el impacto de la luz en el sistema circadiano, ya que

proporcionan informacion diferente y complementaria.
INTRODUCCION

Desde la aparicion de la vida en la Tierra, los seres vivos han estado expuestos a continuas
fluctuaciones ambientales ciclicas. La rotacion de nuestro planeta sobre su propio eje da lugar
al ciclo diario de luz-oscuridad, mientras que la rotacién de la Tierra alrededor del Sol produce
la alternancia de las estaciones. Por lo tanto, a lo largo del tiempo, se ha visto favorecida la
existencia de mecanismos enddgenos que permitan a los seres vivos anticiparse a los cambios
ciclicos y coordinarse con su medio ambiente mediante ritmos que optimicen la actividad

fisioldgica, el metabolismo y el comportamiento: los ritmos circadianos (Bafio Otalora, 2013).

El sistema circadiano (CS) estd compuesto por una red de estructuras organizadas
jerdrquicamente cuyo principal marcapasos, en mamiferos, estd localizado en el nucleo
supraquiasmatico (SCN) del hipotdlamo (Madrid & Rol, 2006). EI CS consiste en: una
magquinaria oscilatoria que incluye el SCN (marcapasos principal) y osciladores periféricos,
situados en la mayoria de células y tejidos; vias de entrada que proporcionan informacién del
ciclo de luz-oscuridad, que es el principal sincronizador (zeitgeber) del reloj central; y vias de
salida, que son responsables de la coordinacién de los ritmos circadianos y de las diferentes
funciones y procesos del organismo (Garaulet & Madrid, 2010). El punto de inicio de las vias de
entrada es una pequefa subpoblacion de células ganglionares de la retina (ipRGCs) que
contienen un fotopigmento, llamando melanopsina, especialmente sensible a la luz azul entre
460 y 480 nm (Berson et al., 2002; Brainard et al., 2001). De entre todas las vias de salida que

emergen del reloj central, el ritmo de secrecién de melatonina pineal es el mejor conocido y
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caracterizado (Buijs et al., 2003), cuya secrecidn sigue un ritmo enddgeno regulado por
estimulaciéon noradrenérgica del SCN, con niveles maximos durante la noche y minimos
durante el dia (Reiter, 1991). Esta hormona también estd involucrada en la regulacidon
circadiana del suefio y actua como antioxidante (Schmidt et al., 2007). Sin embargo, su
secrecidon se inhibe por la luz, especialmente en el rango de 460-480 nm (Revell & Skene,
2007). Por lo tanto, en los ultimos afios, se han desarrollado algunos modelos tedricos para
estimar el nivel de su supresién y la activacién de las ipRGCs en funcion del espectro y la
intensidad de la luz (Lucas et al., 2014; Rea & Figueiro, 2018; Rea et al., 2010), recientemente
estandarizados por la Comision Internacional en lluminacion (CIE S 026/E:2018). Ademas, las
ipRGCs no solo envian informacidn al reloj central, también estdn involucradas en la regulacion
de la respuesta pupilar a la luz (Adhikari et al., 2015; Feigl & Zele, 2014; Gamlin et al., 2007;
Joyce et al., 2015; Tsujimura & Tokuda, 2011) a través de la activacién del nucleo pretectal

olivar (Chen et al., 2011; Hattar et al., 2002).

La generalizacion de la luz eléctrica, hace aproximadamente 150 afios, y el modo de vida de las
sociedades modernas conlleva modificaciones en el horario de exposicion a la luz, ademas de
una disminucién progresiva de la exposicién a luz brillante durante el dia, junto con un
aumento en la exposicién a luz artificial durante la noche. Esta situacién, debida, al menos en
parte, hacia la generalizacion de la vida nocturna, el trabajo a turnos y los vuelos
transmeridianos, ha dado lugar a una desincronizacidn crénica o desalineacion entre los ritmos
fisiolégicos internos y entre el tiempo externo y el interno, un fenémeno conocido como
cronodisrupcién (Erren & Reiter, 2009, 2013). Esta desincronizacion esta asociada a diversos
problemas de salud, como el sindrome metabdlico (Garaulet & Madrid, 2010; Reiter et al.,
2012), las enfermedades cardiovasculares (Knutsson & Bgggild, 2000), deficiencias cognitivas y
afectivas (Cho et al., 2000), una mayor incidencia de algunos tipos de cancer (Hansen, 2001;
Schernhammer et al., 2001) y envejecimiento prematuro (Kondratov, 2007) entre otros. La
cronodisrupciéon se manifiesta de varias maneras, incluyendo disminucion en la amplitud de los
ritmos, aumento de la fragmentacién, pérdida total de los propios ritmos y desfases entre el

SCN y los relojes periféricos (Bafio Otalora, 2013).

El sistema circadiano, como cualquier otro sistema en el organismo, estd sometido a un
proceso natural de envejecimiento y sus efectos se perciben a todos los niveles (Cajochen et
al., 2005; Myers & Badia, 1995), incluyendo la entrada de luz, ya que el envejecimiento reduce
la transmisidn del cristalino, especialmente para la luz azul ( Turner & Mainster, 2008) y, por lo

tanto, altera los niveles de melatonina (Touitou, 2001; Turner et al., 2010).
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La importancia de la cronodisrupcidn en la salud y el bienestar hace esencial profundizar en
nuestro conocimiento de los efectos de la intensidad y el espectro de la luz. Para evaluar estos
efectos durante la noche, es habitual evaluar tanto el retraso en la secrecion de melatonina
bajo condiciones de luz tenue como su inhibicion (Bonmati-Carrion et al., 2015, 2013; Lewy et
al., 1999; Lewy et al., 1980; Lewy & Sack, 1989; Voultsios et al., 1997). Mas recientemente, se
ha validado el reflejo pupilar en respuesta a la exposicidn a luz (PLR) como un nuevo marcador
de fotorrecepcion circadiana (Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al., 2018, 2016; Gamlin
et al., 2007; Ishikawa et al., 2012; Markwell et al., 2010). Sin embargo, la posible relacion entre

ambas técnicas aun no se ha estudiado en profundidad.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la temperatura de color
correlacionada (CCT) de la luz sobre la inhibicion de melatonina y el reflejo pupilar a la luz en
jévenes y ancianos. Ademas de evaluar la correspondencia de los resultados experimentales

con las predicciones de los modelos tedricos mas aceptados.

MATERIALES Y METODOS

1. Participantes

Se reclutaron voluntarios jovenes (dieciséis, 9 mujeres, 24 + 3,02 afios, media + SD) y ancianos
(ocho, 5 mujeres, 60 * 3,20 afios, media + SD). Este estudio fue aprobado por el Comité Etico
de la Universidad de Murcia en linea con los estandares establecidos por la Declaracién de
Helsinki. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado antes de su
participacioén. Los voluntarios no estaban tomando ninguna medicacién que pudiera influenciar
los resultados del estudio. Ademads, ninguno de ellos habia sufrido intervenciones quirurgicas
de la visién. Dos dias antes de cada sesidn experimental, se les pidié a los participantes que
evitaran bebidas con cafeina y que mantuvieran habitos regulares de suefio durante las tres
semanas de estudio. Todas las muestras de melatonina se obtuvieron durante el mes de

noviembre de 2017 y las medidas del reflejo pupilar a la luz durante diciembre de 2017.

2. Monitorizacion circadiana ambulatoria (ACM)

Los voluntarios llevaron un dispositivo de ACM, Kronowise® (Kronohealth SL, Murcia, Espaia),
en la mano no dominante para registrar sus patrones de exposicidon a luz durante la primera
semana de estudio. Kronowise® esta provisto con (Madrid-Navarro et al., 2018): i) un sensor
de temperatura, con una precisién de + 0,1°C a 25°C y una resolucion de 0,0635°C para

registrar la temperatura de la mufieca. ii) Un acelerémetro triaxial calibrado de tipo MEMS con
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una sensibilidad lineal a lo largo de los tres ejes (0,001 g) y un rango de + 2 g. iii) Y tres
sensores de luz, en el frente, para registrar luz visible, infrarroja y azul, con un rango de entre
0,01 and 43.000 lux, 16 bits de resolucidn, un autoajuste interno segun el nivel de iluminacién,
y supresion de parpadeo a 50/60 Hz. El sensor infrarrojo es sensible a radiacién de 800 a 1070
nm, mientras que el de luz azul estd equipado con un filtro Gaussiano que elimina toda la
radiacion visible por debajo de 440 nm y por encima de 500 nm (Arguelles-Prieto, Bonmati-
Carrion, Rol, & Madrid, 2019). La comunicacién con el dispositivo se establece via USB
mediante el software Kronoware 10.0 (Kronohealth SL, Murcia, Spain). Este software permite
la inspeccidn visual del registro antes del analisis para eliminar artefactos y él calculo de
pardmetros circadianos y de suefio bdsicos. La onda media diaria de la luz visible se calculd
para el total de los participantes y para los jévenes y los ancianos con una frecuencia de 10

minutos.

3. Fuentes de luz

Se utilizé un panel LED inteligente (modelo Inspire 48W Gdansk, Leroy Merlin S.L., Lille,
Francia). La temperatura de color correlacionada (CCT) se fijé en dos condiciones: a 3034 Ky a
5669 K, para investigar su efecto en la inhibicién de melatonina y el reflejo pupilar a la luz. El
espectro en ambas condiciones (Figura 1), asi como sus parametros de intensidad se midieron
con un espectrorradiometro visible-infrarrojo cercano modelo USB2000+ (Ocean Optics Inc.,

Florida, EEUU).
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Figura 1. Distribucién de la potencia espectral (irradiancia en pW/cm?) en las dos condiciones
experimentales de luz empleadas en este estudio. La linea azul representa la configuracion de 5700 K y

la linea naranja la de 3000 K de un panel LED (inspire 48W Gdansk, Leroy Merlin S.L., Lille, France).

La intensidad de la luz se ajustd para que fuera lo mds similar posible entre las dos condiciones
en iluminancia, irradiancia y flujo fotdnico (569 lux, 184 uW/cm?, 4,97-10 fotones/cm?/seg
para 5700 K vs. 581 lux, 181 uW/cm?, 5,18-10*® fotones/cm?/seg para 3000 K). Ademas, los
luxes melanépicos de Lucas et al. (2014), la luz circadiana (CLa) y el estimulo de circadiano (CS)
(Rea & Figueiro, 2018; Rea et al., 2010), asi como los luxes melandpicos de CIE S 026/E:2018 se
calcularon para comparar los resultados obtenidos experimentalmente con las predicciones de

los modelos tedricos de supresidon de melatonina.

4. Inhibicion de melatonina

Las pruebas de supresidn de melatonina se llevaron a cabo durante tres semanas consecutivas,
un dia a la semana y el mismo dia de la semana para cada voluntario. La primera semana, los
participantes recibieron instrucciones del protocolo a seguir para determinar el Dim Light
Melatonin Onset (DLMO) (Lewy et al., 1999; Lewy & Sack, 1989) en su propio domicilio (Figura
2A). Asi, los voluntarios debian permanecer sentados con luz tenue, proporcionada por una
ldmpara pequena situada lo mas lejos posible, tomando muestras de saliva en tubos Salivette
(SARSTEDT AG & Co. KG, Germany) cada 30 minutos, empezando a las 7 PM hasta una hora
después de su hora habitual de acostarse. Durante la toma de muestras de saliva, solo se les

permitia comer y beber si asi lo deseaban después de cada muestra, pero no durante los 15
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minutos previos. También estaba permitido leer o mantener una conversacion, pero no utilizar
dispositivos que emitieran luz, incluida la televisién. Se pidid a los participantes que
almacenaran las muestras en el frigorifico hasta el dia siguiente, cuando se llevaban al
laboratorio en bolsas con placas de hielo y se congelaban a -20°C. Las condiciones de luz a las
que los voluntarios estuvieron expuestos durante el protocolo de DLMO se controlaron

mediante el registro con los dispositivos Kronowise® (Kronohealth SL, Murcia, Espafia).

La segunda semana, se pidié a los voluntarios que acudieran al laboratorio el mismo dia de Ia
semana en que llevaron a cabo el protocolo de DLMO en casa, en grupos de ocho personas
(dos grupos de jovenes y un grupo de ancianos) y se expusieron a la luz segun el siguiente
protocolo (Figure 2B): exposicion a luz tenue durante 3 horas, encendido de la luz
experimental (3000 K o 5700 K) durante 2 horas, y exposicién a luz tenue de nuevo durante 1
hora para comprobar si la secrecién de melatonina se recuperaba después de la exposicién a la
luz y, en caso afirmativo, si la recuperacién era mas rapida después de la condicidon de 3000 K o
después de la de 5700 K. Este protocolo se repitid, de nuevo el mismo dia, en la tercera

semana con la otra luz experimental (las condiciones se aleatorizaron).

A)
S; S, S5 S, Sg S S, Sg S Sio Su S1, S
ULy
DIM LIGHT
7 PM 1 hour after
normal sleep time
B)
S, S, S3 S, Ss S S, Sg Se  Sip Su Si> Si3
AR IR I I I I I I I B R
DIM LIGHT EXPERIMENTAL LIGHT DIM LIGHT
<—— 3hours 2 hours ——>I<—1 hour—>

Figura 2. Protocolo de la prueba de inhibicidn de melatonina. A) Protocolo para determinar el DLMO. La
toma de muestras comenzo a las 7 PM y terminé una hora después de la hora habitual de acostarse. B)
Protocolo para determinar la inhibicion de melatonina bajo las dos luces experimentales, consistente en
3 horas de exposicidn a luz tenue, 2 horas de exposicion a luz experimental (3000 K 0 5700 K) y una hora
adicional de exposicién a luz tenue. En todos los casos, las muestras de saliva se tomaron cada 30

minutos.

63



De nuevo, se obtuvieron muestras de saliva mientras los participantes permanecian sentados,
cada 30 minutos, empezando a las 7 PM, 7:30 PM o 8 PM, dependiendo de la hora a la que
decian acostarse habitualmente (del Cuestionario de Cronotipos de Munich, Roenneberg et al.,
2003), hasta 6 horas después. Se les pidid no beber ni ingerir alimentos 15 minutos antes de
cada toma de muestras. Se les permitié hablar, leer, estudiar o jugar a juegos de mesa, pero no
utilizar teléfonos inteligentes ni otros dispositivos que emitieran luz. En caso de que
necesitaran utilizar el aseo, se les proporcionaban unas gafas naranjas (modelo G 140, Wed’ze,

de Decathlon, Villeneuve-d'Ascq, Francia) para bloquear la luz azul todo lo posible.

Las muestras de saliva se analizaron mediante radioinmunoensayo (Stockgrand Ltd.,
Universidad de Surrey, Guildford, Reino Unido). Los coeficientes de variacion intraensayo (CV)
para niveles bajos (media + SD, 5,1 pg/ml + 0,6 pg/ml), medios (28,9 pg/ml * 3,3 pg/ml) y altos
(57,4 pg/ml + 3,6 pg/ml) fueron de 11,8, 11,5 and 6,3 % respectivamente, y el limite de
deteccion de 0,8 pg/ml £ 0,4 pg/ml. Todas las muestras de cada individuo se midieron por

duplicado en un Unico ensayo.

A continuacién, se calculd el area bajo la curva (AUC) para las tres situaciones (luz tenue, 3000
K y 5700 K) durante el periodo en que la luz experimental permanecia encendida, y el
porcentaje de inhibicién considerando como referencia (0 % de inhibicién de melatonina) la luz
tenue. Se descartaron los datos de dos sujetos ancianos debido a valores anormales que

hacian sospechar de muestras contaminadas en dos de las tres condiciones.

5. Reflejo pupilar a la luz (PLR)

El PLR se midié utilizando un equipo comercial (ViewPoint EyeTracker, Arrington Research Inc.,
Scottsdale, EEUU). Este pupilémetro consiste en una serie de soportes ajustables para evitar
cualquier movimiento durante las medidas y un sistema de grabacidn, que consta de una
camara infrarroja para grabar en la oscuridad y su correspondiente software de seguimiento
que permite controlar la pupila del voluntario en todo momento y grabar su tamafio. Un
pequefio LED rojo se sitla detras de la cdmara como referencia visual para que el voluntario

fije la mirada (Bonmati-Carrion et al., 2016; Bonmati-Carrion et al., 2018).

El protocolo para presentar el estimulo luminoso se adaptd de Park et al. (2011) (Figura 3). El
participante llegaba al laboratorio entre las 9 AM y las 2 PM y permanecia sentado bajo
condiciones de luz tenue durante 5 minutos para permitir la adaptacién gradual de la pupila a
la oscuridad. Después, la luz se apagaba durante 10 minutos, y el Ultimo minuto comenzaba la

grabacion de la linea base de la pupila. Se pedia al participante que intentara no moverse o
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parpadear. La primera luz experimental se presentaba como un estimulo de tan solo 1
segundo después del minuto de grabacién de linea base, a continuacién, la grabacion
continuaba durante otro minuto para evaluar la respuesta pupilar post-iluminacién (PIPR).
Después, se permitia que el participante descansara durante 3 minutos en oscuridad, hasta
que el proceso se repetia de nuevo para la siguiente condicién experimental. Las dos

condiciones fueron aleatorizadas.

START RECORDING "
\1% 1" LIGHT STIMULUS
1|

>]

DIM LIGHT
<— 5 10' 1

Figura 3. Protocolo para el registro del reflejo pupilar a la luz. Después de 5 minutos bajo luz tenue y 10
minutos en oscuridad completa, se expuso a los sujetos a un pulso de luz de un segundo, seguido de
otro minuto adicional en oscuridad. El didametro pupilar se registré a una frecuencia de 100 Hz, desde el
ultimo minuto del periodo de oscuridad hasta un minuto después del pulso de luz. Las dos condiciones

experimentales fueron aleatorizadas.

Los parpadeos y otros artefactos se eliminaron utilizando el software PupiLlabWare®. A
continuacién, se calculd la respuesta post-iluminaciéon 6 segundos después del estimulo (6S-
PIPR) (Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al., 2018; Park et al., 2011), 30 segundos
después del estimulo (30S-PIPR) (Dacey et al., 2005; Markwell et al.,, 2010) y el didametro
minimo, asi como la velocidad de contraccidn, (dividiendo la diferencia del diametro pupilar de
la linea base con el didmetro minimo entre los segundos necesarios para llegar al didmetro

minimo).

6. Analisis estadistico

Se llevaron a cabo las pruebas de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos.
Para los datos de melatonina, se realizaron pruebas t de Student de una muestra para las dos
condiciones experimentales (3000 K y 5700 K) utilizando 0 % como valor de referencia de
inhibicién melatonina (condicion control de luz tenue). En el caso de los datos de reflejo
pupilar a la luz, se realizaron pruebas ANOVA de medidas repetidas con comparaciones post-
hoc de Bonferroni, estableciendo la edad como factor inter-sujeto. Para explorar la relacidn
entre inhibicién de melatonina y reflejo pupilar a la luz, se llevaron a cabo correlaciones de dos
variables. Todos los test estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics para Windows,

Version 23.0. (IBM Corp. Armonk, NY, EEUU).
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RESULTADOS

La figura 4 representa las ondas medias diarias de exposicion a luz para jévenes y ancianos.
Como se puede observar, en general, los ancianos se expusieron a intensidades de luz mas
altas, especialmente durante la mafana, donde alcanzaron aproximadamente 3500 luxes de
media. Durante las primeras horas de la tarde, las intensidades de luz fueron similares para los
dos grupos, de aproximadamente 700 lux, pero a ultima hora de la tarde, los ancianos también
se expusieron a mayores intensidades. Sin embargo, estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p = 0,210, t de Student = -1,423, grados de libertad = 20).

Mean light waveform Youngsters
e==E|ders

Light intensity (log lux)
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Figura 4. Ondas medias diarias de exposicion a luz (log lux) durante la primera semana de estudio para
jévenes (linea verde, n = 16) y ancianos (linea roja, n = 6) en condiciones ambulatorias. La exposicion a
luz fue registrada durante el mes de Noviembre de 2017 (7:45 hora de salida del sol, 17:53 hora de

puesta del sol).

La concentracién de melatonina en saliva se representa en la Figura 5. Ambas luces
experimentales provocaron inhibicion de la secrecion de melatonina con respecto a la
condicién de luz tenue (100%), al analizar el conjunto de los participantes (Figura 5A), aunque
el efecto tendié a ser mayor para la condiciéon de 5700 K que para la de 3000 K (Figura 6).
Cuando se consideraron por separado cada grupo de edad, los jévenes (Figura 5B) presentaron

mayor concentracion de melatonina en saliva que los ancianos (Figura 5C) bajo luz tenue,
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como era de esperar, aunque las diferencias no fueron significativas (p = 0,432, t de Student =
0,803, grados de libertad = 20). Ademas, la exposicién a ambos tipos de luz disminuyé la
concentracién de melatonina de forma similar y la secrecién se recuperd a la misma velocidad
en los ancianos. Sin embargo, en jovenes, la inhibicidn de melatonina de la luz de 5700 K
parecié ser mayor bajo que la de 3000 K, y aunque finalmente, los niveles se igualaron, la
recuperacion tras la luz de 3000 K fue mas rdpida. Tanto para todos los voluntarios en
conjunto, como para jévenes y ancianos, la variabilidad inter-sujeto en la secreciéon de

melatonina fue muy alta.
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Figura 5. (A) Curvas medias de concentracién de melatonina (pg/ml,) del total de los sujetos estudiados
(n=22), (B) de los jovenes (n = 16) y (C) de los ancianos (n = 6) bajo las tres condiciones de luz: luz tenue
(linea verde), 5700 K (linea azul) y 3000 K (linea roja). La linea naranja representa la intensidad de luz
media de los 22 sujetos en log lux, registrada durante el dia de la determinacién del DLMO en su
domicilio y que ilustra el cumplimiento del protocolo establecido. Todos los datos se expresan como

media + SEM.

No se observaron diferencias significativas en la hora del DLMO entre jévenes y ancianos
(20:54 % 00:50 hh:mm vs. 21:08 + 00:33 hh:mm, respectivamente; p = 0,544, t de Student =
0,617, grados de libertad = 20). Sin embargo, el porcentaje de inhibicion melatonina con
respecto a la condicion de luz tenue (0 %) (Figure 6A) fue mayor bajo 5700 K (41,7 %, p < 0,001,
t de Student = 6,687, grados de libertad = 21) que bajo 3000 K (33,3 %, p < 0,005, t de Student
= 3,852, grados de libertad = 21). Cuando jévenes y ancianos se analizaron por separado
(Figura 6B), de nuevo la luz de 3000 K produjo menor inhibicidn (26,9 %, p < 0,05, t de Student
= 2,489, grados de libertad = 15), que la de 5700 K (34,5 %, p < 0,001, t de Student = 4,639,
grados de libertad = 15). No obstante, en los ancianos, la inhibicion fue mayor que la
observada en jovenes bajo las dos condiciones experimentales: 50,4 % vs 26,88 % con 3000 K
(p < 0,01, t de Student = 4,298, grados de libertad = 5) and 61,0 % vs. 34,50 % con 5700 K (p <
0,001, t de Student = 8,220, grados de libertad = 5). No se encontraron diferencias

significativas entre las dos luces experimentales (Figura 6).
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Figura 6. (A) Porcentaje medio de inhibicion de melatonina (media + SEM) en comparacion con la
condicion de luz tenue calculado individualmente para cada sujeto (n = 22), y (B) para jévenes (n = 16) y
ancianos (n = 6) por separado. * indica p < 0,01 (prueba t de Student para una muestra, 0 % como valor

de referencia en la condiciéon de luz tenue).

Con respecto al reflejo pupilar en respuesta a un pulso de luz (Figura 7), el didmetro minimo
(Figura 7A) alcanzando en las dos condiciones de luz fue similar, tanto para el conjunto de los
sujetos como cuando se analizaron por separado jovenes y ancianos. Sin embargo, si que la
edad afecta a la respuesta en ambas condiciones, ya que el didmetro minimo fue menor en los
participantes ancianos (p < 0,01, F = 8,886, grados de libertad = 22 para la luz de 3000 K; p <
0,005, F =11,879, grados de libertad = 22 para la de 5700 K). En cuanto a la respuesta pupilar a
los 6 segundos post-iluminacion (6S-PIPR, Figura 7B), en general la luz de 5700 K produjo una
mayor contraccién que la de 3000 K (p < 0,001, F = 18,123, grados de libertad = 22), y también
en jovenes (p < 0,005, F = 12,136, grados de libertad = 22) y ancianos (p < 0,05, F = 7,566,
grados de libertad = 22), sin que hubiera diferencias en la respuesta en funcién de la edad (p <
0,08, F = 3,217, grados de libertad = 22). Con respecto a 30S-PIPR (Figura 7C), en general, la luz

de 3000 K parecié provocar un didmetro ligeramente menor en los tres grupos, aunque las
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diferencias no fueron significativas. La velocidad de contracciéon (Figura 7D), tendié a ser mas
rapida en la condicién de 3000 K que en la de 5700 K, aunque de nuevo, no se encontraron
diferencias significativas. No obstante, fue mas rapida en ancianos que en jévenes a 3000 K (p
< 0,05, F = 7,276, grados de libertad = 22) y bajo la de 5700 K (p < 0,01, F = 9,953, grados de
libertad = 22).
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Figura 7. (A) Didmetro minimo medio; (B), 6S-PIPR (respuesta pupilar a los 6 segundos post-
iluminacién); (C) 30S-PIPR (respuesta pupilar a los 30 segundos post-iluminacién) y (D) velocidad de
contraccién (% cambio en el didametro pupilar/segundo) bajo ambas condiciones experimentales (los
colores oscuros representan la luz de 3000 K y los colores claros la de 5700 K) para todos los voluntarios
(n = 24), para jovenes (n = 16) y para ancianos (n = 8). El reflejo pupilar a la luz (PLR) se expresa como
porcentaje del tamafio pupilar adaptado a la luz frente al tamafo pupilar adaptado a la oscuridad. *

indica p < 0,05 (ANOVA de medidas repetidas, con la edad como factor inter-sujeto y comparaciones

post-hoc de Bonferroni).

En cuanto a una hipotética relacién entre el PLR y la supresién de melatonina, no encontramos
correlaciones significativas (p > 0.05 en todos los casos) para ninguno de los parametros de

PLR analizados en este estudio.
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La Tabla 1 muestra la comparacién entre los resultados de inhibicion de melatonina y la 6S-
PIPR en respuesta a las dos fuentes de luz, asi como las predicciones de los modelos que
estimaban la fotorrecepcidn circadiana a través de la estimulacién de las ipRGCs y el
porcentaje de inhibicion de melatonina. Como se puede ver, la estimulacidon melandpica
producida por la luz de 3000 K es un 35.9 % mas baja que la inducida por la de 5700 K, de
acuerdo con los modelos de Lucas et al. (2014) y CIE S 026/E:2018. Sin embargo, en el conjunto
de los sujetos, las diferencias reales observadas en la inhibicidn de melatonina y en 6S-PIPR
fueron 8,4 % y 4,5 %, respectivamente. Estos resultados son mucho madas similares a las
predicciones del modelo de Rea & Figueiro, (2018); Rea et al., (2010), ya que estima en un
12,20 % la diferencia en el estimulo de luz circadiana y en un 3% % la diferencia en la inhibicidn

esperada de melatonina entre las condiciones de luz de 5700 Ky 3000 K.

Tabla 1. Porcentajes de inhibicion de melatonina y de contraccién pupilar (6S-PIPR) bajo las dos
condiciones experimentales de luz (5700 K y 3000 K), asi como la diferencia entre ellas. Predicciones de
activacion melandpica e inhibicién de melatonina seguin los modelos tedricos: Lucas et al., (2014), CIE S

026/E:2018, y Rea et al., (2010).

CIES
Melatonin 65-PIPR Lucas et al. 026/E:2018 Rea et al. Rea et al.
. . . T . (2014) a- . (2010, 2018) | (2010, 2018)
Participants Light % inhibition % Contraction R a-melanopic N N N
(n=22) (n=24) melanopic (lux) Circadian Melatonin %
(lux) light (lux) inhibition
All subjects 5700 K 41.7 16 509 460.73 688 47
3000 K 33.3 115 326 294.96 604 44
Difference 8.4 4.5 183 165.77 84 3
Youngsters 5700 K 34.5 14.5
3000 K 26.9 10
Difference 7.6 5.5
Elders 5700 K 61.0 20
3000 K 50.4 15
Difference 10.6 5

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la luz de alta temperatura de color estd asociada
con un leve incremento en la inhibicidn de melatonina y una mayor contraccién pupilar
independientemente de la edad de los sujetos. No obstante, sus efectos son mucho menores
de lo esperando segun las predicciones de los modelos tedricos de fotorrecepcion circadiana
basados en la estimulacidon de las ipRGCs pero acordes a lo esperado en inhibicidon de

melatonina segun el modelo de Rea & Figueiro (2018) y Rea et al. (2010). En la misma linea, no
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encontramos correlacién individual entre el grado de inhibicién de melatonina y los
pardmetros que cuantifican el PLR, lo que apunta a que proporcionan informacion
complementaria sobre el impacto de las fuentes de luz en el sistema circadiano y, por lo tanto,
deberian considerarse de forma conjunta a la hora de evaluar los efectos circadianos de una

fuente de luz.

En nuestro estudio, la reduccidn de la concentracién salivar de melatonina en respuesta a la
disminucién de la temperatura de color de 5700 K a 3000 K fue de un 8,4 % y la diferencia en la
contraccién pupilar de un 4,5 %. Sin embargo, con respecto a los modelo tedricos basados en
la estimulacién de las ipRGCs, el modelo de Lucas et al., (2014) predijo una gran diferencia en
la activaciéon melandpica (incrementando en 183 lux melandpicos desde 3000 K a 5700 K) entre
las dos fuentes de luz, y resultados similares se obtuvieron con el modelo de CIE S 026/E:2018
(aumentando en 165,77 lux melandpicos de 3000 K a 5700 K), que utiliza similares curvas de
sensibilidad de los fotorreceptores, pero estandarizando medidas y unidades de intensidad.
Esta aparente discrepancia entre los altos valores predichos de estimulacién melandpica y
nuestros marcadores circadianos sugiere que tanto la supresion de melatonina como la
contraccién pupilar, ademds de estar reguladas por las ipRGCs, también deben recibir algin
tipo de sefial fotorreceptores convencionales (conos y bastones) (Adhikari, et al., 2016; Rea et
al., 2010). Ademas, nuestros resultados de inhibicidn de melatonina son bastante similares a
los predichos por el indice de estimulacidn circadiana desarrollado por Rea & Figueiro, (2018) y
Rea et al. (2010), donde los valores de CLa y CS para las fuentes de luz empleadas en este
estudio se corresponderian con un valor aproximado de inhibicion de melatonina del 40 % y
una diferencia entre ellas de solo un 3 %, que es ligeramente inferior al 8,4 % obtenido en

nuestros experimentos.

Se han descrito valores similares a los nuestros de supresion de melatonina en funcion de la
temperatura de color, con exposicion de adolescentes y adultos a luces de 2700 K y 6500 K
durante una hora (Nagare et al., 2019b). En otro estudio, los mismos autores (Nagare et al.,
2019a) investigaron si la exposicion a una luz de 3000 K pero con una reduccidn en la radiacion
de 475-495 nm inhibiria la secrecion de melatonina en menor medida que una luz
convencional de 3000 K. Aunque encontraron un efecto significativo de la duracién de la
exposicién y de la intensidad de la luz (a mayor duracion e intensidad, mayor es la inhibicion
de melatonina), no observaron ningln efecto significativo del espectro modificado, lo que
concuerda con nuestros resultados entre las condiciones de 5700 K y 3000 K y puede deberse a
la influencia de la duraciéon de la exposicién (dos horas en nuestro caso) y el ratio de

estimulacién melandpica (similar en las dos condiciones). Otros autores han descrito
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resultados parecidos (Souman et al., 2018), donde de nuevo una reduccién del espectro de
emision entre 450-550 nm y con CCT similar (2700 K), no produjo una supresion significativa de
melatonina, a pesar de que las condiciones de luz de ese estudio fueron disefiadas en base a
las curvas de sensibilidad del modelo de Lucas et al., (2014), y por lo tanto, no incluian la

contribucion de los conos y los bastones.

Nuestros resultados también mostraron que la concentracion de melatonina es mas baja en
ancianos que en jovenes, como ya ha descrito previamente (Haimov et al., 1994; Iguchi et al.,
1982; Mishima et al., 2001; Sack et al., 1986; Sharma et al., 1989; Waldhauser et al., 1988). Sin
embargo, nuestros voluntarios ancianos no parecieron tener una sensibilidad reducida a la luz
de longitud de onda corta, al contrario que en otros estudios (Herljevic et al., 2005; Iguchi et
al., 1982; Mishima et al., 2001; Miinch et al., 2017) y como cabria esperar de la reduccion en la
transmisién del cristalino como consecuencia del envejecimiento (Turner & Mainster, 2008), lo
que podria deberse a diferencias en los tiempos de exposicién a la luz y a que la media de edad
de nuestros ancianos estaba en torno a los 60 afios, por lo que podria ocurrir que los signos
manifiestos de envejecimiento sean patentes a edades superiores. Ademas, como se muestra
en la Figura 4, los ancianos tienden a exponerse a intensidades de luz mds altas cuando hacen
su vida normal, especialmente durante la manana, una situacién que aumenta la secrecién
nocturna de melatonina (Hashimoto et al., 1997; Park & Tokura, 1999), y protege frente a la
posible inhibicién de melatonina por la luz nocturna (Hébert et al., 2002; Kozaki, Kubokawa et
al., 2016). No obstante, hay que tener en cuenta que la determinacion de melatonina presenta
una alta variabilidad intra e inter-sujeto (Arendt et al., 1979; Bouwmans et al., 2015; Follenius

et al., 1995) lo que también puede contribuir a la discrepancia entre estudios.

Las ipRGCs no solo transmiten la informacién luminica al reloj central del sistema circadiano,
sino que también estan implicadas en el reflejo pupilar a la luz, puesto que proyectan sus
axones al nucleo pretectal olivar (Chen et al., 2011; Clarke & Ikeda, 1985; Gamlin et al., 1995;
Hattar et al., 2002; Trejo & Cicerone, 1984). La contribucion especifica de las ipRGCs todavia es
un tema de debate, ya que muchos estudios han demostrado que regulan principalmente la
contraccion pupilar sostenida después de que se apague el estimulo luminoso (Adhikari et al.,
2015; Gamlin et al., 2007; Park et al., 2011), pero mas recientemente, se ha demostrado que
los bastones también contribuyen significativamente a la PIPR durante los primeros 1,7
segundos después de que se apague el estimulo (Adhikari et al., 2016). Lo mismo sucede con la
maxima contraccidon (didmetro minimo), que parece depender no solo de las ipRGCs, sino
también de los conos y los bastones (Joyce et al., 2015; Markwell et al., 2010). Incluso no

siendo capaces de atribuir el PLR Unicamente a las ipRGCs, otros autores que han empleado
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luces LED monocromaticas (Bonmati-Carrion et al., 2018) han observado que la luz azul, tanto
aislada (Adhikari et al.,, 2016; Markwell et al., 2010) como en combinacién con luz roja
(Bonmati-Carrion et al., (2018), produjo mayor contraccién pupilar, al igual que en nuestros
resultados, ya que la luz de 5700 K, con mas radiacién azul, produjo mayor contraccidn pupilar
en 6S-PIPR que la luz de 3000 K. Ademads, nuestros resultados también concuerdan con el
estudio realizado por Adhikari et al., (2015), que demostrd que la PIPR era independiente de la
edad, aunque nuestros participantes ancianos mostraron menor didametro minimo y velocidad
de contraccién mas rapida. De nuevo, esto puede deberse a que nuestros participantes
pudieron no ser lo suficientemente ancianos para presentar signos manifiestos de
envejecimiento descritos en otros estudios, a lo que puede sumarse la diferencia del momento
del dia en el que la prueba de PLR se lleva a cabo en los distintos estudios (Bonmati-Carrion et

al., 2016; Miinch et al., 2012; Rea et al., 2005).

De entre todas las medidas bioldgicas para evaluar los ritmos circadianos, la secreciéon de
melatonina es uno de los ritmos marcadores por excelencia (Bonmati-Carrion et al., 2013;
Lewy et al.,, 1999; Lewy et al., 1980; Lewy & Sack, 1989; Voultsios et al., 1997). Aunque la
concentraciéon de melatonina es mas baja en saliva que en plasma, el procedimiento de
medida en el primer caso es menos invasivo y mds comodo para los voluntarios puesto que no
requiere extraccion de sangre vy, por lo tanto, se acepta con mayor facilidad. Por otro lado, la
pupilometria para evaluar PLR es una técnica no invasiva que permite evaluar una fuente de
luz en aproximadamente 20 minutos y puede llevarse a cabo en horario diurno, lo que la hace
mas rapida, facil y cdmoda tanto para los voluntarios como para los investigadores (Adhikari et
al., 2016; Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al.,, 2016; Bonmati-Carrion et al., 2018;
Bouma, 1962; Park et al., 2011; Tsujimura et al., 2010). No obstante, y seglin nuestros datos,
no existe una correlacion significativa entre PLR e inhibicion de melatonina, al igual que en un
estudio previo (Yasukouchi et al., 2007), lo que apunta a que proporcionan informacion

complementarias y no sustitutiva una de otra.
CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que un aumento en la temperatura de
color de las fuentes de iluminacidn comerciales, producen un incremento en la inhibicidon de
melatonina y una mayor contraccion pupilar, independientemente de la edad de los sujetos.
No obstante, incluso la luz con menor contenido en radiacién azul llegd a inhibir la secrecién
de melatonina, subrayando la importancia de evitar la exposicion a luz nocturna. Igualmente,

una elevada emisiéon en la banda del azul produjo mayor contraccion en la respuesta pupilar, si

74



bien, su efecto es menor de lo esperado segun las predicciones de los modelos tedricos de
fotorrecepcion circadiana basados en la estimulacidn de las ipRGCs, probablemente porque los
conos y los bastones también contribuyen de forma no despreciable a la fotorrecepcion
circadiana. Por otro lado, la inhibicién de melatonina y el PLR no parecen correlacionados a
nivel individual, por lo que cada técnica proporciona informacién complementaria sobre el
impacto de las fuentes de luz en el sistema circadiano y deberian emplearse ambas para

evaluar dicho impacto.
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FUENTES DE ILUMINACION ARTIFICIAL BASADO EN
CARACTERISTICAS FiSICAS Y EN MARCADORES
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3.3. UN NUEVO METODO INTEGRAL PARA EVALUAR FUENTES DE
ILUMINACION ARTIFICIAL BASADO EN CARACTERISTICAS FiSICAS Y EN
MARCADORES BIOLOGICOS Y PSICOLOGICOS

RESUMEN

Hoy en dia, se sabe que el correcto funcionamiento del sistema circadiano, incluyendo el
mantenimiento del perfil de secrecién de melatonina, requiere tanto exposicion a luz brillante
durante el dia como oscuridad durante la noche. Sin embargo, pardmetros como la intensidad,
el espectro, el horario y la duracién de la exposicion a la luz tienen efectos sobre el sistema
circadiano. No obstante, solo recientemente hemos empezado a conocer los efectos dafinos
para la salud humana causados por la cronodisrupcién o el desajuste del orden temporal
interno. Ademas, el confort subjetivo también deberia ser una variable a tener en cuenta,
puesto que ya en 1941, se definieran niveles altos y bajos de iluminacidon a los cuales la luz era
considerada “agradable” para cada temperatura de color. El objetivo de este estudio fue
desarrollar un método practico para evaluar fuentes de iluminaciéon artificial, basandose no
solo en su potencia espectral y, por lo tanto, la correspondiente activacion de los
fotorreceptores circadianos, sino también en la discriminacién cromatica, el confort y los
efectos circadianos. El protocolo fue dividido en tres partes: la primera consistié en un analisis
fisico de las fuentes de luz, donde el espectro y la intensidad en irradiancia se midieron con un
espectrorradidmetro. Se emplearon las siguientes fuentes de luz: LED de 5700 K, LED de 3000
K, LED ambar, cuatro configuraciones diferentes de LEDs monocromaticos rojo-verde-azul
(RGB) y cuatro configuraciones de rojo-verde-violeta (RGV) generadas con un prototipo del
Laboratorio de Cronobiologia, lampara de vapor de mercurio, ldmpara incandescente y
lampara fluorescente. Se utilizaron 8 cartas Munsell de colores estandar (7.5R 6/4, 5Y 6/4, 5GY
6/8,2.5G 6/6, 10BG 6/4, 5PB 6/8, 2.5P 6/8, 10P 6/8) para realizar la segunda parte del método:
los test subjetivos y de discriminacidn cromatica, donde un voluntario tenia que permanecer
sentado en una habitacion completamente blanca identificando las cartas de color bajo las
diferentes fuentes de luz. También se requeria que respondiera a un cuestionario sobre el
confort que le producia la luz y el momento del dia preferido para su uso. El ultimo paso
consistio en medir el efecto de la fuente de luz sobre dos marcadores circadianos: la inhibicion
de melatonina y el reflejo pupilar a la luz, empleando para ello los protocolos utilizados en el
capitulo 2. Nuestros resultados demuestran que el método propuesto en este estudio es una
herramienta adecuada para evaluar los efectos de cualquier fuente de iluminacién en el

sistema circadiano, puesto que aborda la valoracidn desde tres perspectivas diferentes que

87



son complementarias e interdependientes, y ademas considera tanto variables objetivas como

subjetivas.

INTRODUCCION

El sistema circadiano permite a los organismos ajustar sus variables fisiolégicas anticipandose
diariamente a los cambios ambientales. En mamiferos, este sistema consiste en una red de
estructuras jerdrquicamente organizadas cuyo reloj principal se localiza en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotidlamo (Garaulet & Madrid, 2010). Este reloj central no
funciona con una cadencia exacta de 24 horas y, en ausencia de sefiales externas, tiende a
retrasarse. Las senales temporales ambientales que sincronizan el sistema circadiano se
conocen como zeitgebers (literalmente, “dadores de tiempo”), entre los cuales, el mas

importante es el ciclo diario de luz-oscuridad (Roenneberg et al., 2003).

La informacién proporcionada por los zeitbegers llega al reloj principal a través de la retina,
donde se encuentran los primeros fotorreceptores, conos y bastones, aunque no son los
Unicos. En el afio 2002, se descubrié una pequefia subpoblacidon de células ganglionares de la
retina que contenian un fotopigmento sensible a la luz de entre 460-480 nm, llamado
melanopsina. Los axones de estas células, llamadas células ganglionares de la retina
intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs), constituyen el tracto retinohipotaldmico, que envia la
informacidn al NSQ (Berson et al., 2002; Brainard et al., 2001). Una vez que se recibe esta
informacion, el NSQ, a través de distintas vias de salida, tanto neurales como humorales,
transmite la sefial temporal al resto del organismo. Sin embargo, las ipRGCs no solo transmiten
informacidn luminica al reloj central, sino que también contribuyen a regular la respuesta
pupilar a la luz (PLR), que es una medida objetiva y no invasiva de la fotorrecepcion circadiana
y va ha sido utilizada en numerosos estudios para investigar la regulacién circadiana y la
activacion melandpica (Adhikari et al., 2016; Adhikari et al., 2015; Adhikari et al., 2015;
Bonmati-Carrion et al., 2018; Joyce et al., 2015). Las vias de salida desde el NSQ son capaces de
generar varios ritmos manifiestos como la temperatura distal, el ritmo de suefio-vigilia o la
secrecién de melatonina. La melatonina es una hormona liberada por la glandula pineal, cuya
secrecion esta controlada por el NSQ y la accidn inhibidora de la luz. Esta hormona presenta un
ritmo de secrecién con niveles mdaximos durante la noche, decayendo a concentraciones
practicamente indetectables durante el dia y numerosos estudios han demostrado que su
ritmo de secrecién es un marcador adecuado para evaluar la fase circadiana (Bonmati-Carrion

et al., 2013; Lewy et al., 1999; Lewy & Sack, 1989; Voultsios et al., 1997).
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Con la invencién de la luz eléctrica, hace aproximadamente 150 afios, el ciclo natural de luz-
oscuridad y, por lo tanto, la organizacién temporal del sistema circadiano se han visto
profundamente alterados (Erren & Reiter, 2009b; Haim & Portnov, 2013). Este hecho, en
combinacién con una exposicion insuficiente a luz diurna y algunos habitos de las sociedades
modernas, como el trabajo a turnos, el ocio nocturno y los viajes transmeridianos, puede
originar una gran variedad de efectos fisiolégicos negativos (Madrid & Rol, 2006; Pauley,
2004). Todas estas alteraciones se engloban en un concepto relativamente nuevo:
cronodisrupcion (CD), definido como el estado crénico o temporal de desincronizacidn, ya sea
entre los diferentes ritmos circadianos o entre el tiempo interno y el externo (Erren & Reiter,
2009a, 2013). Las principales consecuencias de la CD en la salud humana incluyen sindrome
metabdlico (Garaulet & Madrid, 2010; Reiter, Tan, Korkmaz, & Ma, 2012), enfermedades
cardiovasculares (Knutsson & Bgggild, 2000), alteraciones cognitivas (Cho, Ennaceur, Cole, &
Suh, 2000), trastornos afectivos, envejecimiento prematuro (Fonken, Aubrecht, Meléndez-
Fernandez, Weil, & Nelson, 2013; Navara & Nelson, 2007) y aumento de la incidencia en
algunos tipos de céncer (Hansen, 2001; Schernhammer, Speizer, Walter, Hunter, & Colditz,

2001).

Teniendo en cuenta todas estas evidencias, parece obvio que la iluminacién artificial
inadecuada y la disminucién de la exposicion a luz diurna modifican la sincronizacion
circadiana, aunque las sociedades modernas no parecen dispuestas a renunciar a los
beneficios que proporciona la iluminacién eléctrica. Sin embargo, otros pardmetros como la
intensidad, el espectro y el momento y la duracién de la exposicion a la luz también tienen
efectos en el sistema circadiano (Rea, Figueiro, & Bullough, 2002). Ademas, el confort subjetivo
gue proporciona un determinado tipo de luz también es una variable a considerar a la hora de
evaluar una fuente luminosa. Ya, en 1941, Kruithof A. (1941) definié niveles maximos y
minimos de iluminacidon entre los cuales la luz se consideraba “placentera” para cada
temperatura correlacionada de color (CCT). Asi, para una temperatura de 3000 K, una
intensidad de luz superior a los 500 luxes o inferior a los 100 luxes se percibe como
“antinatural”. Por lo tanto, resulta necesario disponer de nuevos métodos y herramientas que
permitan evaluar los efectos de la luz artificial en marcadores circadianos sin renunciar a un
adecuado confort y constancia de color, definida esta ultima como la invariabilidad en los
colores percibidos bajo cambios en la composicién espectral del iluminante (Craven & Foster,

1992).
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El método desarrollado estd dividido en tres partes (Figura 1). La primera consiste en un
analisis fisico y espectral de la fuente de iluminacién. La segunda en un test subjetivo de
confort y constancia del color. Y el ultimo paso engloba las pruebas bioldgicas para medir

marcadores circadianos.
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Figura 1. Esquema del procedimiento utilizado para la evaluacion circadiana de la luz como diurna o
nocturna. Una vez que se obtiene la distribucion espectral de la fuente de luz, se filtra utilizando una
funcién numérica que imita el espectro de absorcion de la melanopsina; entonces, la relacién entre el
area bajo la curva de luz filtrada y la luz de espectro completo se usa como un indice de luz circadiana
(A). En una segunda etapa, se determina la aceptabilidad de cada tipo de luz como luz diurna o nocturna
(B), asi como la capacidad de los sujetos para discriminar los colores bajo cada fuente de luz (C).
Finalmente, el efecto de la luz en el sistema circadiano se evalla utilizando la pupilometria y la

inhibicidn de la secrecidn de melatonina como marcadores bioldgicos circadianos (D).

1. ANALISIS FISICO DE LAS FUENTES DE LUZ

Los espectros y las intensidades en irradiancia de las fuentes de luz se midieron con un
espectrorradiometro (USB2000*, Ocean Optics, Florida, USA) en una cdmara totalmente blanca

y aislada de luces externas. Los datos se procesaron y analizaron utilizando el correspondiente
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software de espectroscopia (Ocean Optics, Florida, USA). Los espectros se analizaron en

intervalos de 1 nm y se normalizaron a partir de la maxima irradiancia.

Para determinar la energia emitida por cada fuente de luz en la banda de sensibilidad de las
ipRGCs, se calculd la luz transmitida a través de un filtro numérico que, precisamente,
mimetiza esta sensibilidad espectral (Rea et al., 2012). A continuacién, se normalizé el
espectro de transmision y se calculd el area bajo la curva (AUC) tanto para el espectro total
como para el filtrado. Después, se calculd el ratio entre la irradiancia filtrada y la total (FILTER
AUC / TOTAL AUC) para estimar la proporcion de luz circadiana en comparacion con la energia

total emitida por cada luz (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis de los parametros fisicos de cada luz utilizada en este estudio. La primera columna
indica el tipo de luz. La segunda columna representa el area bajo la curva de la luz filtrada (circadiana). El
tercero corresponde al porcentaje del area bajo la curva para la luz filtrada en comparacion con el area
bajo la curva de todo el espectro visible. La ultima columna muestra los valores de lux melanopic (Lucas

et al., 2014) emitidos por cada luz.

LIGHT Filtered circadian light Filtered circadian light /
(AUC) Total light (%)

DL1 32.34 52.93
DL2 32.03 63.03
DL3 28.74 71.45
DL4 34.81 68.03
NL1 14.33 29.24
NL2 17.34 32.94
NL3 19.63 37.55
NL4 10.84 27.51
3000K 33.71 23.53
5700K 40.64 42.57
AMBER LED 2.70 3.19
MERCURY VAPOR 3.06 20.81
FLUORESCENT 12.76 42.11
INCANDESCENT 17.60 15.33

Las luces empleadas incluyeron: LED de 5700 K (LuciPanel Evo de Lucibel SA, Francia), LED de
3000 K (LuciPanel Evo de Lucibel SA, Francia), LED ambar (Ignialight Sacopa S.A.U., Espafia),
cuatro configuraciones diferentes de LEDs monocromaticos rojo-verde-azul (RGB) y cuatro
configuraciones de rojo-verde-violeta (RGV) generadas con un prototipo del Laboratorio de
Cronobiologia (Cronolab) compuestos de tiras de LED (Ingebat, Valencia, Espafia), [dmpara de
vapor de mercurio (Luxten, Rumania), ldmpara incandescente (KDE Group, Espafia), y una

bombilla fluorescente (ADEO, Francia).
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Figura 2. Espectros visibles normalizados de aquellas luces utilizadas en este estudio. A) Espectros de
luces comerciales utilizados en el analisis fisico y pruebas biolégicas. B) Espectros de luces diurnas o DL
(RGB) vy luces nocturnas o NL (RGV) de las luces utilizadas en las pruebas de constancia de color y

confort.

Las cuatro configuraciones de RGB se definieron como luces de dia, ya que producen luces

blancas enriquecidas en azul de forma similar a la luz del sol. Por el contrario, las cuatro
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configuraciones de RGV se clasificaron como luces de dia porque la luz azul fue sustituida por

la violeta.

2. CONSTANCIA DEL COLOR Y TESTS SUBJETIVOS

El Comité Internacional en lluminacién (CIE) elabord el informe técnico 177:2007 “Color
Rendering of White LED Sources”, en el que no recomienda el uso del Indice de Reproduccién
Cromadtica (CIE) para evaluar la reproducibilidad de fuentes de luz monocromaticas y LED
blancas. Por lo tanto, en este estudio, se emplearon las ocho cartas de color Munsell que se
utilizan para calcular dicho indice, para llevar a cabo un test de constancia del color en

voluntarios sanos.
- Participantes

Para participar en este estudio se reclutaron once voluntarios sanos (6 hombres y 5 mujeres,
edad 27 * 1 afios). Este experimento fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de
Murcia y es conforme a los estdndares establecidos por la Declaracion de Helsinki. Los
voluntarios firmaron un consentimiento informado antes de su participacién y se les

descartaron alteraciones de la vision en color a través del test de Ishihara.
- Fuentes de iluminacién

Se emplearon las cuatro luces LED RGB y las cuatro RGV descritas en el apartado de anlisis
fisico de este estudio para llevar a cabo el test de constancia del color. Ademas, se utilizé una
luz LED blanca como luz control. Estas luces consistieron en tiras de 5 metros que contenian
300 bombillas de 12 V cada una (Ingebat, Valencia, Espafia). Sus correspondientes espectros
estan representados en la Figura 2 mientras que sus parametros de intensidad se muestran en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Valores de intensidad de la luz en irradiancia (mW/m?2), iluminancia (lux) y flujo foténico
(photon/cm?/s) de todas las luces empleadas en los test de confort y constancia del color (DL para las

luces diurnas y NL para las nocturnas).

LIGHT | IRRADIANCE (mW/m?) | ILLUMINANCE (lux) | PHOTON FLUX (photons/cm?/s)
DL1 3097 460 7.20E+12
DL2 2921 500 8.10E+12
DL3 3700 470 9.90E+12
DL4 3900 730 1.10E+13
NL1 315 49 6.00E+11
NL2 313 54 6.10E+11
NL3 342 66 8.60E+11
NL4 598 128 1.24E+12

- Pruebas de constancia del color y comodidad

El test de constancia del color se llevé a cabo en una habitacién completamente blanca, de
forma que ningun color interfiriera con la reflexion de la luz. Para realizar esta prueba, un
voluntario permanecia sentado dentro de la habitacidn blanca mirando a la pared del fondo
expuesto a la luz control LED blanca. En esta posicidn, se le proporcionaban las introducciones
para el experimento y el cuestionario que debia completar. Después de leer las instrucciones,
se le mostraban 8 cartas de color Munsell, correspondientes a los siguientes colores estandar:
7.5R 6/4, 5Y 6/4, 5GY 6/8, 2.5G 6/6, 10BG 6/4, 5PB 6/8, 2.5P 6/8, 10P 6/8. A cada una de las
cartas, los investigadores le asignaban un nombre descriptivo y permitiendo a los voluntarios
memorizar la asociacién nombre-color durante 5 minutos. A continuacidén, se colocaba al
voluntario un antifaz negro y se apagaba la luz, permaneciendo en oscuridad completa durante
5 minutos. Entonces, se encendia la primera luz experimental y se pedia al voluntario que se
retirara el antifaz, dejando que se adaptara a la luz durante unos segundos. Después, se le
volvian a mostrar de nuevo 8 cartas de color, dandole 10 segundos por carta para identificar el
color. El orden de las cartas se aleatorizé y podian repetirse para el mismo participante.
Finalmente, se le pedia que respondiera unas cuantas preguntas sobre el confort subjetivo que
producia cada luz, del 1 (muy incomoda) al 5 (muy cémoda) y el momento del dia (dia o noche)
preferido para utilizar cada una de las luces, correspondiendo el 1 a la noche y el 5 al dia.

Después, se pedia al voluntario que volviera a colocarse el antifaz y se apagaba la luz durante
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otros 5 minutos, repitiéndose el proceso para cada una de las luces experimentales. A lo largo
de todo el procedimiento, la luz control (LED blanco) volviéd a encenderse una vez como luz

experimental para verificar la fiabilidad de las respuestas.

A continuacion, los datos de discriminacién cromdtica se analizaron calculando la tasa de
aciertos (numero de colores identificados correctamente / nimero total de respuestas) para
cada luz. Ademas, la tasa de aciertos se calculé también agrupando las luces en luces de dia o
luces de noche. El nivel de coherencia con la luz control (LED blanco) se fijé en el 75 % de
aciertos, es decir, si un voluntario erraba mas del 25 % de los nombres de los colores bajo la luz

LED blanca, el participante no se consideraba valido.

Se llevd a cabo el mismo proceso para los parametros de confort (1-Muy incémoda a 5-Muy

comoda) y momento preferido (1-Uso durante la noche a 5- Uso durante el dia).

- Analisis estadistico

Se realizaron pruebas t de Student de muestras relacionadas para cada uno de los pardmetros

y cada una de las luces, utilizando SPSS 15.0, utilizando el LED blanco como luz control.

3. MARCADORES BIOLOGICOS CIRCADIANOS

Estas pruebas incluyeron determinacion de inhibicion de melatonina y reflejo pupilar a la luz,
para confirmar en marcadores bioldgicos circadianos la activacion tedrica de las ipRGCs y la
influencia de la intensidad de luz que se obtuvieron en el primer apartado de este método.
Para llevarlas a cabo, se emplearon las luces LED de 3000 K y 5700 K representadas en la Figura
2, con intensidades de 581 y 569 lux, respectivamente (la irradiancia fue de 1.81-10°y de
1.84-10° uW/cm?, y los flujos fotdnicos 5.25-10® y 5.05-10® fotones/cm?/seg,

respectivamente).
- Inhibicidon de melatonina

La secrecidon de melatonina es altamente sensible a la accién inhibidora de la luz,
especialmente, de la luz azul, por lo que es necesario medirla durante la noche y bajo
condiciones muy controladas (Follenius et al.,, 1995; Kennaway, 2019). Para ello, se
recolectaron muestras de saliva en tubos Salivette© (SARSTEDT AG & Co. KG, Germany), cada
30 minutos, el mismo dia de la semana de 7 PM hasta una hora después de la hora habitual de
acostarse de los voluntarios. Se dieron instrucciones a los participantes para seguir el
protocolo de inicio de melatonina bajo condiciones de luz tenue (DLMO) (Lewy & Sack, 1989)

en sus propias casas para evaluar la fase circadiana y el perfil original de secrecién de
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melatonina. En las siguientes sesiones los participantes llegaban al laboratorio 5 horas antes
de su hora habitual de acostarse para probar las luces experimentales siguiendo el protocolo
descrito en el Capitulo 2. Las muestras de saliva fueron analizadas mediante
radioinmunoensayo (Stockgrand Ltd., Universidad de Surrey, Guildford, Reino Unido). Los
coeficientes de variacidn intraensayo (CV) para el grupo bajo (media + SD, 5,1 pg/ml £ 0,6
pg/ml), medio (28,9 pg/ml + 3,3 pg/ml) y alto (57,4 pg/ml + 3,6 pg/ml) fueron 11,8, 11,5 and
6,3 % respectivamente, y el limite de deteccion fue 0,8 pg/ml £ 0,4 pg/ml. Todas las muestras

de cada individuo se midieron por duplicado en un Unico ensayo.
- Reflejo pupilar a la luz (PLR).

El PLR se evalud utilizando un pupildémetro comercial (ViewPointEyeTracker, Arrington
Research Inc., Scottsdale, USA). Este equipo consiste en soportes ajustables para mantener la
cabeza fija y asi evitar cualquier movimiento durante las medidas. El sistema de grabacion
consiste en una camara infrarroja para grabar en oscuridad y su correspondiente software de
seguimiento, que permite controlar la pupila del participante en todo momento y grabar su
tamafio. Una pequefia luz LED roja situada detras de la cdmara sirve como punto visual para
gue el voluntario mantuviera la mirada fija. En esta investigacién, se estudido el PLR
contralateral, de forma que solo se graba el ojo izquierdo mientras que el estimulo luminoso
se aplicaba en el derecho. El protocolo para la presentacion de la luz fue adaptado de Park et

al. (2011) (Capitulo 2).

El archivo de texto generado por ViewPoint fue procesado utilizando el software
PupilabWare© (Cronolab, University of Murcia), que permite eliminar parpadeos y otros
artefactos. Luego, se calculé la respuesta pupilar post-iluminacién a los 6 segundos después
del estimulo (6S-PIPR), a los 30 segundos después del estimulo (30S-PIPR) y el diametro
minimo (Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al., 2018; Park et al., 2011).

EJEMPLO DE APLICACION

ANALISIS FiSICO DE LAS FUENTES DE ILUMINACION

La Figura 2 muestra los espectros de todas las fuentes de luz evaluadas en este estudio. Las
luces de dia (DL) de la 1 a la 4 fueron generadas mediante una combinacién de LEDs
monocromaticos rojo, verde y azul a distintas intensidades, siendo DL1 la mas equilibrada en
términos de proporcidn de las tres luces monocromaticas, lo que puede convertirla en una

fuente de luz util para tareas que requieran una correcta discriminacién cromatica. En el caso
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de las luces de noche (NL), consistieron en una combinacién de LEDs monocromaticos rojo,
verde y violeta. NL4 fue la luz mas cdlida debido a su alta proporcidn en luz roja y su bajo
porcentaje de luz violeta. Esto parecid convertirla en la mejor candidata para uso nocturno

debido a la ausencia de luz azul y el alto contenido en luz roja.

En cuanto a las ldmparas comerciales, se midieron tres tipos de LED (ambar, 3000 K y 5700 K),
una ldmpara de vapor de mercurio, otra incandescente y otra fluorescente. EIl LED dmbar
pareci6 ser la luz mas apropiada para utilizarse durante la noche por su espectro, debido al
bajisimo contenido en luz azul. Algo similar ocurrié con la luz incandescente, ya que emitia
bajos niveles de energia en las partes azul y verde del espectro y una gran cantidad de

radiacion en la zona infrarroja.

Cuando se considerd el area bajo la curva (AUC) del espectro filtrado a través de un filtro
numérico que mimetizaba la sensibilidad de las melanopsinas para calcular la proporcion de
energia emitida en comparacién con el AUC del espectro total (Tabla 1), se encontré que el
LED ambar emitia el porcentaje mas bajo de energia en la banda de sensibilidad circadiana
(3,19 %), seguido de la ldmpara de vapor de mercurio (20,81 %), del LED de 3000 K (23,53 %) y
de las luces de noche (29,24 %, 32,94 %, 37,55 % y 27,51 % de la 1 a la 4). Toda las luces de dia
estaban por encima del 52,93 % (DL1), siendo DL3 la de mayor porcentaje entre todas ellas

(71,45 %).

CONSTANCIA DEL COLOR Y TESTS SUBJETIVOS

La prueba de constancia del color y las pruebas subjetivas se llevaron a cabo con todas las
luces de dia y de noche. La tasa de aciertos (Figura 3) fue mayor del 50 % para todas las luces y,
sorprendentemente, superior para las luces de noche que para las de dia. El porcentaje de
aciertos mas alto se obtuvo bajo la luz NL4 (84,09 % + 6,55 %), siendo similar al de la luz
control (LED blanco) (82,95 % * 3,48 %). Se encontraron diferencias significativas de la luz
control con la DL3, que obtuvo una tasa de aciertos del 57,95 % + 7,20 % (p < 0,005, t = -4,282)
y con la NL2, con una tasa de aciertos del 69,32 % + 6,61 % (p < 0,05, t = -2,292), siendo ambos
los porcentajes de aciertos mas bajos. Ademas, cuando se agruparon las luces en "de dia" y
"de noche" y se calculd la tasa media de aciertos, fue mucho mas alta para las luces de dia que

para la luz control (69,32 % + 3,24 %, p < 0,005, t =3,860).
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Figura 3. A) Tasa media de aciertos (+ SEM) para la prueba de constancia de color segun el tipo de luz

para total de 11 sujetos. B) Tasa media de aciertos (* SEM) para las configuraciones de luces diurnas

(DL1 a DL4), de luces nocturnas (NL1 a NL4) y de la luz blanca como control. * indica p <0,05 (prueba t de

Student para muestras relacionadas frente a la luz control), ** indica p <0,005 (prueba t de Student para

muestras relacionadas frente a la luz control).

Los valores de confort (Figura 4) se encontraban entre el 1 (muy incdmoda) y el 5 (muy

comoda). Nuestros resultados confirmaron que la luz mas cémoda era la NL4, con una

puntuacion media de 4,36 + 0,20, que fue incluso mayor que la de la luz control (3,45 + 0,39).

No obstante, no se encontraron diferencias significativas con ninguna de las luces y tampoco

cuando se agruparon en luces de dia y de noche. Aunque, en general, las luces de noche

parecian ser percibidas como mas “agradables” por los participantes.
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Figura 4. A) Confort subjetivo promedio (+ SEM) de cada luz para el grupo de 11 sujetos (1 muy
incbmoda y 5 muy cdmoda). B) Confort subjetivo promedio (+ SEM) para los grupos de luces diurnas y

nocturnas. Ver leyenda de la figura 3 para mas detalles.

En cuanto al momento del dia preferido para utilizar cada luz, “noche” correspondia a la
puntuacion 1y “dia” ala 5 (Figura 5). La luz mas “nocturna” fue la NL2, con una puntuacién de
2,27 £ 0,36 en comparacion con la luz control (p < 0,05, t = -2,507), seguido de la NL1 (2,46 +
0,39, p<0,05,t=-2,358) y de la NL3 (2,55 + 0,28, p < 0,05, t = -2,292), mientras que la luz mas
“diurna” fue la DL1, con una puntuacién de 3,81 * 0,40, aunque las diferencias con la luz
control no fueron estadisticamente significativas. Cuando las luces se agruparon en diurnas y
nocturnas, las luces nocturnas eran las preferidas para utilizarse durante la noche en

comparacion con la luz control (2,59 + 0,18, p < 0,05, t = 2,326).
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Figura 5. A) Promedio del momento del dia preferido (+ SEM) para usar las diferentes luces (1 para la
noche y 5 para el dia) para los 11 sujetos. B) Promedio del momento del dia preferido (+ SEM) para los
grupos de luz diurna y nocturna (1 para la noche y 5 para el dia). * indica p <0,05 (t de Student para

muestras relacionadas frente a la luz control). Ver leyenda de la Figura 3 para mas detalles.

MARCADORES BIOLOGICOS CIRCADIANOS

- Inhibicidn de melatonina

Cuando un sujeto representativo estuvo expuesto a dos horas de luz brillante, la concentracion
de melatonina en saliva descendié hasta niveles similares tanto bajo la luz de 5700 K como
bajo la de 3000 K (Figura 6). Cuando se hizo la comparacion entre el drea bajo la curva de las
tres situaciones durante el periodo en que la luz estuvo encendida, la luz de 5700 K produjo un
AUC del 66,61 % en comparacion con la de luz tenue, mientras que el AUC de la luz de 3000 K
fue del 73.4 %. En términos de inhibicidn, esto significa que la luz de 5700 K produjo una
mayor inhibicion de melatonina que la de 3000 k. Ademds, durante el periodo de

recuperacion, cuando la luz estaba apagada de nuevo, el area bajo la curva en la condicién de
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5700 K fue del 59,1 % y en la de 3000 K del 65,7 % del area bajo la curva en la situacion de luz
tenue, indicando que la secrecion de melatonina se recuperd mas rapido después del estimulo

de la luz de 3000 K que después de la luz de 5700 K.
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Figura 6. Concentracion de melatonina (pg / ml) bajo luz tenue (linea gris) de un sujeto representativo

expuesto a 5700K LED durante 120 minutos (linea azul) y a 3000K (linea naranja).

- Reflejo pupilar ala luz

La Figura 7A representa el reflejo pupilar a la luz de un participante después de un pulso de luz
de un segundo tanto de 5700 K como de 3000 K a lo largo de dos minutos de grabacién. En
ambos casos, la rapida contracciéon pupilar (respuesta transitoria) se puede observar

claramente, asi como la respuesta persistente una vez que el estimulo ya se habia apagado.

Como se puede comprobar, el mayor cambio en el diametro pupilar (Figura 7B) se obtuvo bajo
el LED de 5700 K, alcanzando su minimo en el 76,8 % del didametro de la linea base. Ademas, la
6S-PIPR, que corresponde a la respuesta pupilar post-iluminacién regulada por las ipRGCs, fue
mayor (mayor didmetro, menor contraccién) bajo la luz de 5700 K en comparacién con la de
3000 K (94,6 % y 98,5 % de la linea base, respectivamente). Por lo tanto, el estimulo de 5700 K
produjo una mayor 6S-PIPR que el de 3000 K. En cuanto a la 30S-PIPR, sucedié algo similar,
pero en este caso, las diferencias fueron menores, llegando al 98,4 % de la linea base con la luz

de 5700 Ky al 99,4 % de la linea base con la de 3000 K.
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Figura 7. A) Reflejo pupilar a la luz de un sujeto expuesto a un pulso de 1 segundo de 3000K LED (linea
naranja) y 5700K LED (linea azul). La linea base promedio de la pupila se representa como 100%. B)
Didmetro minimo, 6S-PIPR y 30S-PIPR para el estimulo de luz LED de 3000K y para el estimulo de luz LED
de 5700K del mismo sujeto.

DISCUSION

El método descrito en este estudio pretende constituir una herramienta practica para evaluar
la adecuacion de cualquier fuente de luz para uso diurno o nocturno basandose en sus efectos

potenciales sobre los ritmos circadianos.

El primer paso consiste en un analisis fisico ya que la intensidad y el espectro son las
principales caracteristicas de una luz, en conjunto con el tiempo y duracion de la exposicién
gue también pueden afectar al sistema circadiano (Rea et al., 2012). Por lo tanto, una luz de

alta intensidad y con un contenido importante en la zona azul del espectro seria mas
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adecuada, a priori, para uso diurno, mientras que una lampara de baja intensidad y emision
reducida en la parte azul del espectro seria mds apropiada para uso nocturno. Sin embargo, las
pruebas bioldgicas son necesarias para validar la aceptacion, el confort y el impacto real sobre

el sistema circadiano en un usuario final.

Precisamente, en cuanto a las pruebas bioldgicas, la secrecién de melatonina es un ritmo

Ill

marcador, considerado como el “gold standard” para evaluar la fase del sistema circadiano
(Bonmati-Carrion et al., 2013; Lewy et al.,, 1999; Lewy et al.,, 1980; Lewy & Sack, 1989;
Voultsios et al., 1997). Aunque la concentracién de melatonina es inferior en saliva que en el
plasma, el muestreo en saliva es menos invasivo y mas cémodo para los voluntarios, y, por lo
tanto, se acepta mas facilmente. El reflejo pupilar a la luz es un proceso no invasivo que dura
tan solo unos veinte minutos. Esta prueba puede realizarse durante el dia, al contrario que la
determinacidon de melatonina, y también es mas rapido, mas barato e incluso mas cémodo
tanto para voluntarios como investigadores (Adhikari et al., 2016; Adhikari et al., 2015;
Bonmati-Carrion et al., 2018, 2016; Bouma, 1962; Park et al., 2011; Tsujimura et al., 2010). Sin
embargo, como se ha demostrado previamente (Capitulo 2), ambas técnicas pueden ser

complementarias, ya que proporcionan diferente informacion sobre el estado del sistema

circadiano y su principal via de entrada, las ipRGCs.

No obstante, no solo es necesario realizar analisis fisico y pruebas de marcadores bioldgicos
circadianos. Los seres humanos pasamos la mayor parte de nuestro tiempo expuestos a luz
artificial, puesto que el uso de iluminacion eléctrica estda muy extendido en lugares de trabajo,
durante actividades de ocio, en los hogares e incluso en exteriores durante la noche, por lo
tanto, una correcta discriminacion cromatica y la percepcion subjetiva en términos de confort
y momento preferido para utilizar una luz también son parametros que deben ser
considerados. Durante las ultimas décadas, muchos estudios han demostrado la relacidon entre
diferentes intensidades de luz y estado de alerta y somnolencia, pues a medida que aumenta
la intensidad de luz, también lo hace el estado de alerta (Badia et al., 1991; Cajochen et al.,
2000; Dawson & Campbell, 1991; Vandewalle et al., 2006). Pero mas recientemente, los
estudios se han centrado en los efectos de la luz de longitud de onda corta sobre la atencidn
(Cajochen et al., 2005; Lockley et al., 2006; Revell et al., 2006; Sahin & Figueiro, 2013;
Sasseville et al., 2015), que es precisamente el tipo de luz a la que el sistema circadiano es mas
sensible. Por otro lado, Canazei et al., (2017) también estudiaron los efectos de diferentes
espectros de luz sobre la atencién y encontraron que cuando la somnolencia es elevada
durante la noche, se puede producir un efecto de alerta de la luz incluso en ausencia de

longitudes de onda cortas. Sin embargo, segln sus resultados, las fuentes de luz con una
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reduccion en longitudes de onda cortas puede no ser aplicable en todos los lugares de trabajo,
puesto que obtuvieron tasas de acierto mds bajas en la discriminacién cromatica (Canazei et
al., 2017). Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de considerar la discriminacion
cromatica, la constancia de color y la percepcidon subjetiva cuando se evalta una fuente de luz,
especialmente, si es necesaria una buena visién en color, como por ejemplo cuando se
clasifican medicamentos o se ensamblan componentes de colores, como ocurre en las
unidades de cuidados intensivos. Aun asi, el concepto de constancia del color, definido como la
invariabilidad de las superficies de color percibidas bajo cambios en la composicién espectral
del iluminante (Craven & Foster, 1992), implica que el color es un atributo del objeto, pero
Logvinenko et al.,, (2015) observaron que sus voluntarios eran capaces de establecer una
correspondencia entre paletas de color y objetos bajo cambios en la iluminacién. Segun ellos,
esto no concuerda con la disparidad de metameros (el fendmeno por el que dos objetos de
colores similares bajo un iluminante, pueden no parecerse bajo un iluminante diferente), ya
que la capacidad de hacer esta asociacidn es una propiedad fundamental de la visién en color
de humanos. Por lo tanto, es necesaria una investigacién mas exhaustiva para indagar sobre de
qué color apareceria un objeto bajo un iluminante concreto. De cualquier forma,
tradicionalmente, el indice de Reproduccién Cromatica (CRI) y la temperatura de color
correlacionada (CCT) se han utilizado para medir la capacidad de una fuente de luz de
reproducir los colores de un objeto. No obstante, en los casos en los que estos parametros no
son fiables, como ocurre con los LED blancos y monocromaticos (CIE, 2007), la constancia del
color podria evaluarse mas facilmente como se ha propuesto en este trabajo, utilizando cartas
de color Munsell, de forma que los voluntarios tengan que identificarlas bajo las luces

experimentales.

Hasta donde conocemos, este estudio es el primero que ha propuesto una herramienta
practica e integral para evaluar los efectos de diferentes fuentes de iluminacidn en el sistema
circadiano desde las perspectivas fisica, subjetiva y biolégica. Bellia & Seraceni (2015)
propusieron un modelo basado en la funcién de eficiencia de Gall (Gall & Bieske, 2004) para
tener en cuenta la respuesta humana no lineal a la luz y, al mismo tiempo, simplificar el
modelo sugerido por Rea et al. (2012) considerando la luz circadiana como una funcién de la
iluminancia corneal. Sin embargo, este modelo es una aproximacién para estimar la respuesta
humana a estimulos luminosos, puesto que no miden directamente ningin marcador
bioldgico, como puede ser la melatonina o su supresidn por luz, mientras que la consistencia
de nuestro trabajo radica, precisamente, en las pruebas bioldgicas para confirmar el andlisis

fisico de las fuentes de luz. Por otro lado, Falchi et al., (2011) propusieron un modelo que
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implicaba la eliminacidn total de la emisién de luz en longitudes de onda menores de 540 nm
en exteriores. No obstante, este modelo se desarrollé para limitar la contaminacion luminica
del cielo nocturno, no para evaluar los efectos sobre el sistema circadiano. Ademads, en casos
donde es totalmente necesario tener una correcta percepcion del color, este modelo establece
el rango de 440 a 540 nm, que se corresponde con el maximo de la sensibilidad de la vision
escotdpica del ojo humano, como banda protegida. Este rango es adecuado para preservar la
visibilidad del cielo nocturno (Falchi et al., 2011), pero a la hora de considerar los efectos sobre
el sistema circadiano, es fundamental tener en cuenta las curvas de sensibilidad espectral de
los fotorreceptores, especialmente de las células melanopsinicas, que son particularmente
sensibles a la luz de entre 460-480 nm (Rea et al., 2012), asi como la curva de supresién de
melatonina, cuyo maximo se sitia en 464 nm (Brainard et al.,, 2001). Puesto que la salud
humana es un tema de preocupacién creciente, la percepcion subjetiva y otras herramientas
para evaluar los efectos reales sobre marcadores circadianos deberian ser incluidas en

cualquier evaluacion de fuentes de iluminacion.
CONCLUSION

El método propuesto en este trabajo es una herramienta adecuada para evaluar los efectos de
cualquier fuente de luz sobre el sistema circadiano, puesto que enfoca la valoracién desde tres
perspectivas diferentes que son complementarias e interdependientes, y ademas, considera

tanto variables objetivas como subjetivas.
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3.4. EFECTOS DEL CAMBIO HORARIO SOBRE LOS RITMOS CIRCADIANOS
HUMANOS Y LA CURVA DE RESPUESTA DE FASE A LA LUZ

RESUMEN

Varios estudios han investigado la relacién del cambio horario (DST) con las alteraciones del
suefio, las enfermedades psiquiatricas, los problemas cardiovasculares y el comportamiento.
Sin embargo, muy pocos han monitorizado a los participantes mientras mantenian su estilo de
vida habitual antes y después de los cambios de hora. Teniendo en cuenta que las transiciones
DST modifican el comportamiento humano vy, por lo tanto, sus patrones de exposicidn a la luz,
el objetivo de este estudio fue investigar esa relacidn considerando también el suefio y la curva
de respuesta de fase humana a la luz. Para hacer eso, se reclutaron ocho adultos sanos para
controlar su actividad, temperatura, suefio y exposicién a la luz utilizando un dispositivo de
monitorizacion circadiana ambulatoria: Kronowise®. El registro de datos comenzdé una semana
antes de cada transicién DST y termind una semana después. A continuacion, se utilizé el
software Kronoware 10.0 para obtener los siguientes parametros: la hora central del periodo
de tiempo de las cinco horas de maxima temperatura de la mufeca (M5) y de las cinco horas
de minimo tiempo en movimiento (L5), asi como el inicio del sueio, el final del suefio, la
duracion del suefo y la intensidad de luz. La hora de M5 de la temperatura de la mufieca se
empleé como tiempo circadiano 0 h, y las ondas medias diarias de intensidad de luz se
calcularon y filtraron usando la curva de sensibilidad de secrecion de melatonina a la luz.
Después de eso, el equilibrio entre los avances y los retrasos de la curva de respuesta de fase a
la luz se calculd individualmente antes y después de ambas transiciones DST. Para evaluar la
desincronizacion interna, se compard la hora de M5 de temperatura de la mufieca y L5 de
tiempo en movimiento. Nuestros resultados mostraron que después de la transicién de marzo
no hubo diferencias significativas en los pardmetros del suefio, pero después del cambio de
octubre, los participantes se despertaron mas de una hora mas tarde que antes (p <0,005, t = -
5,132, DF = 7), y durmieron 1,09 horas mas (p <0,05, t = -3,017, DF = 7). Ademas, la hora de M5
tendié a avanzar después del cambio horario de marzo, a diferencia de la transicién de
octubre, donde la hora de M5 tendié a retrasarse en 0,42 horas, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Sobre el efecto de la exposicion a la luz en la fase
circadiana calculada a partir de las curvas de respuesta de fase, antes de la transicién de
primavera, el area bajo la curva de los avances de fase ascendié a una cantidad de 246 + 37
(unidades arbitrarias), mientras que después del cambio de tiempo aumentaron con un total

de 276 * 42 (unidades arbitrarias) (p = 0,6, t = -0,464, DF = 7). Lo mismo ocurrié con los
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retrasos de fase, antes del horario de verano ascendieron a 410 + 64 (unidades arbitrarias), y
luego aumentaron a 465 + 59 (unidades arbitrarias), aunque las diferencias no fueron
significativas (p = 0,5, t = -0,635, DF = 7). Por el contrario, durante el cambio de otofio, lo mas
notable fue la disminucidn en los avances de fase después del cambio horario en comparacion
con la semana anterior, de 302 + 57 (unidades arbitrarias) a 231 + 59 (unidades arbitrarias). Sin
embargo, las diferencias no fueron significativas (p = 0,3, t = 1,094, DF = 7). Con respecto a la
desincronizacién interna, el cambio de marzo produjo una desincronizacién mds alta que la
transicién de octubre, especialmente a lo largo de la hora de L5 del tiempo en movimiento.
Estos resultados muestran que durante ambas transiciones, la exposiciéon a la luz de la mafiana
(en la zona de avance de fase) es la mas influenciada por la nueva hora local, probablemente
porque durante la tarde y la noche, el uso de iluminacion artificial es predominante
independientemente del cambio de hora. Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio que
monitoriza la exposicidn personal a la luz en participantes en condiciones naturales antes y
después de los cambios horarios. Nuestros resultados reflejan que la transicién de marzo actua
como un avance de fase y la adaptacion es mas dificil que la transicion de octubre, ya que
representa un retraso de fase, que es la tendencia natural del marcapasos central circadiano.
Ademas, nuestros hallazgos reflejan la gran influencia de la iluminacién artificial en los cambios

de fase.
INTRODUCCION

El cambio de hora se refiere a la practica de adelantar los relojes una hora durante la
primavera y desplazarlos hacia atras durante el otofio. En un primer momento, fue adoptado
por Alemania en 1916 y, a medida que continud la | Guerra Mundial, el resto de Europa lo
aplicé. Hoy en dia, aproximadamente 1.600 millones de personas experimentan el cambio de
hora (Aries & Newsham, 2008; Kantermann et al., 2007) y recientemente, ha sido un tema de
debate desde que, en 2018, la Unién Europea realizé una consulta publica para modificarlo. El
cambio de hora se cred originalmente para ahorrar energia al cambiar los patrones de
actividad humana para hacer un mejor uso de la luz natural, reduciendo la cantidad de
iluminacidn eléctrica necesaria durante la noche. Sin embargo, este aspecto sigue siendo
controvertido, ya que el uso de energia y los patrones de comportamiento humano han
cambiado considerablemente desde la primera introduccién del cambio de hora (Aries &

Newsham, 2008).

Por otra parte, varios estudios han investigado los efectos perjudiciales del cambio horario en

la salud (Harrison, 2013). En este sentido, varios estudios encontraron una relacion entre los
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cambios circadianos provocados por las transiciones de hora y los eventos cardiovasculares,
aunque con efectos moderados (Manfredini et al., 2018; Tarquini et al., 2019). La relacidn
entre el horario de verano y los accidentes de trafico también se ha estudiado con
conclusiones inconsistentes (Coren, 1996; Ferguson et al., 1995; Lambe & Cummings, 2000;
Varughese & Allen, 2001) y ningun efecto del cambio horario sobre enfermedades
psiquidtricas (Shapiro et al., 1990). Sin embargo, pocos estudios se han centrado en los efectos
del cambio de hora en el suefio, encontrando resincronizacion de los tiempos de vigilia
después de cinco dias (Monk & Folkard, 1976), después de una semana o incluso ajuste
instantaneo para la hora de acostarse (Monk & Aplin, 1980), con una reduccidon en la duracion
del suefio de aproximadamente una hora después del cambio de primavera para los

cronotipos matutinos y vespertinos (Lahti et al., 2006a; Lahti et al., 2006b).

Mas recientemente, muy pocos estudios han monitoreado actigraficamente a sujetos sanos
antes y después de cada transicion, y pusieron de manifiesto un deterioro mas fuerte de la
calidad del ciclo de suefio / vigilia después del cambio de primavera en comparacién con la
transicion de otofio (Tonetti et al., 2013). Sin embargo, al considerar el cronotipo sobre el
efecto sobre el suefio, se descubrié que la transicién de otofio era mds perturbadora para los
tipos matutinos y la transicion de primavera para los tardios (Kantermann et al., 2007; Lahti et

al., 2008).

Es ampliamente conocido que el impacto de la luz en el sistema circadiano induce cambios de
fase dependiendo del momento de exposicidon. Estos efectos dependientes del tiempo se
integran en una curva de respuesta de fase a la luz. Una curva de respuesta de fase (PRC)
representa el momento de una exposicion a la luz y el cambio de fase que ésta evoca en el
periodo de una oscilacién (Minors et al., 1991), y fue establecida por primera vez por De
Coursey en 1960. Segln esto, se producira un retraso de fase en nuestro suefio cuando la
exposicién a la luz aumente en la tarde y disminuya por la mafiana con respecto a nuestro
tiempo interno subjetivo, y viceversa (Meira e Cruz et al., 2019). Varias curvas de respuesta de
fase han sido publicadas en bibliografia previa. Una de las mas aceptadas fue desarrollada por
Khalsa et al., (2003). El punto donde la PRC cambia de la zona de retraso a la zona de avance se
conoce como fase circadiana Oh, y coincide aproximadamente con la hora del valor minimo de
la temperatura corporal, que generalmente ocurre a aproximadamente 2/3 del tiempo de

suefio (Gooley, 2008; Khalsa et al., 2003; Krauchi & Deboer, 2010).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que los cambios de hora modifican el comportamiento de los

seres humanos, sus patrones personales de exposicién a la iluminacidn, y, por lo tanto, el
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funcionamiento del sistema circadiano, el objetivo de este estudio fue explorar los efectos de
las transiciones DST en la sincronizacidn circadiana de acuerdo con la RPC en condiciones de la
vida real. Ademas, la grabacién simultanea multivariable permite evaluar las diferencias en la
sincronizaciéon entre diferentes ritmos de marcadores que podrian conducir a una

cronodisrupcién temporal.

MATERIALES Y METODOS

1. Participantes

Ocho adultos sanos (4 mujeres, 4 hombres) de 33 + 11 afos de edad fueron reclutados para
participar en este experimento. Ninguno de los voluntarios tomaba ningin medicamento que
pudiera influir en los resultados del estudio. Se les pidid que mantuvieran su estilo de vida
habitual, manteniendo el suefio lo mas regular posible. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de Murcia y estaba en linea con los estandares establecidos
por la Declaracidon de Helsinki. Los participantes dieron su consentimiento informado por
escrito antes de participar y completaron la versién corta del Cuestionario del Cronotipo de

Munich para evaluar su preferencia matutina o vespertina (Roenneberg et al., 2003).

2. Dispositivo de monitoreo circadiano ambulatorio (ACM)

Para llevar a cabo este estudio, y como en capitulos anteriores, se utilizé Kronowise®
(Kronohealth SL, Murcia, Espafia). Es un dispositivo de pulsera, con un peso de
aproximadamente 60 gramos, bateria de hasta 10 dias y almacenamiento de datos de hasta 3
semanas, permitiendo la extraccion de datos a través de una conexién USB. Incluye varios

sensores (Madrid-Navarro et al., 2018):

- Un sensor de temperatura, con una precision de £ 0.1 ° Ca 25 ° Cy una resolucién de

0.0635 ° C.

- Un acelerémetro MEMS calibrado triaxial con una sensibilidad lineal e igual a lo largo
de los tres ejes, con un rango de + 2 gy una sensibilidad de 0.001 g. La frecuencia de

muestreo predeterminada se establecio en 10 Hz.

-Tres sensores de luz (Arguelles-Prieto et al., 2019) para determinar el espectro
completo, la luz infrarroja y la luz azul, con un rango de entre 0.01 y 43,000 lux, 16 bits
de resolucidn y supresion de parpadeo a 50/60 Hz. El sensor infrarrojo es sensible a la

radiacion de 800 a 1070 nm, mientras que el detector de luz azul estd equipado con un
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filtro gaussiano, que elimina toda la radiacién visible por debajo de 440 y mas de 500
nm, pero deja pasar la radiacidon infrarroja. El tiempo de integracién para las

mediciones se puede configurar a 50 ms, 100 ms y 400 ms.

La comunicacién con una computadora se estableci6 mediante el software Kronoware 10.0
(Kronohealth SL, Murcia, Espafia) a través un puerto USB. Este software permite la inspeccion
visual de los datos para eliminar posibles artefactos y el calculo de los pardmetros bdsicos

circadianos y de suefio.

3. Registros de monitorizacién circadiana ambulatoria (ACM)

Los participantes llevaron Kronowise® entre cuatro dias antes y una semana después del
cambio de marzo, y una semana antes y una semana después del cambio de octubre. Se les
indicd que se lo quitaran solo por razones de higiene o para recargar la bateria. El registro se
dividiéd en dos partes a la hora exacta de los cambios de hora (2 PM en marzo y 3 PM en
octubre), y cada una de ellas se analizd por separado. La hora local no se modificé en las
grabaciones antes y después de las transiciones DST para permitir la comparacién entre ellas.
Para ambas situaciones, Kronoware 10.0 (Kronohealth SL, Murcia, Espafia) proporcioné
directamente las horas de inicio y final del suefio, duracién del suefio, L5 y M5, utilizando

algoritmos descritos anteriormente (Ortiz-Tudela et al., 2010).
4. Cdlculos

Un resumen de los cdlculos realizados en este estudio se representa en la Figura 1. Los datos
brutos de ACM se procesan y analizan para obtener pardmetros circadianos y exposicidon
promedio a la luz. Después de eso, la sensibilidad circadiana a la luz se estima mediante la
curva de respuesta de fase de melatonina (Zeitzer et al., 2000) y la exposicidn individual a la
luz, y finalmente, la curva de respuesta de fase (Khalsa et al., 2003) a la luz se aplica para

obtener las respuesta de fase circadiana a la luz personal.
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Figura 1. Esquema de los calculos realizados para este estudio con el fin de analizar la exposicion a la luz
y los pardmetros circadianos y obtener las curvas de respuesta de fase. Una vez que se descargan los
datos brutos del dispositivo ACM (A), el software Kronoware © calcula las ondas medias para la
temperatura de la mufieca, el tiempo en movimiento y la exposicion a la luz y sus parametros
circadianos basicos, incluido la hora de L5 y M5. Por otro lado, se analizan los datos de exposicion a la
luz y se aplica la curva de respuesta de fase de melatonina (Zeitzer et al., 2000) para delimitar la
sensibilidad circadiana a la luz considerando la intensida. Luego, se aplica la curva de respuesta de fase a

la luz (Khalsa et al., 2003) para obtener la respuesta de fase circadiana a la luz personalizada

Para ello en primer lugar, se realizaron comparaciones de los pardmetros de suefio promedio
(inicio del suefio, final del suefio y duracién del suefio) antes y después de cada cambio de
hora. Luego, se analizaron los datos de exposicidn a la luz. Primero, se calculd la exposicion
media a la luz cada 30 segundos en unidades logaritmicas y se compard la situacién antes y
después de cada cambio de hora. Después, se calculd la onda media de 24 h, cada 10 minutos,

en unidades logaritmicas, tanto antes como después del cambio de hora en marzo y octubre.
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La hora local de la exposicién a la luz de los participantes no se modificé después de las
transiciones. Para comparar estos datos con la luz solar, la intensidad media diaria de las ondas
medias de luz solar en Murcia (Espafia) durante marzo y octubre antes y después de los
cambios de hora también se calculd a partir de los datos proporcionados por “Solcast API,”

(2019).

Tradicionalmente, la fase circadiana 0 h se ha establecido al minimo de la temperatura
corporal central (CBT). Dado que la CBT y la temperatura distal de la piel siguen patrones
opuestos (Krauchi & Deboer, 2010; Sarabia et al., 2008), la fase circadiana 0 h se establecié en
la hora de M5 de la temperatura de la muieca, es decir, la hora central del periodo de 5 horas
consecutivas de maxima temperatura (Witting et al., 1990). Este pardmetro es proporcionado
por el software Kronoware (Kronohealth SL, Murcia, Espafia) a partir de los registros de

Kronowise® y se comparé antes y después de cada transicion.

Para calcular las curvas de respuesta de fase sin perder informacion de exposicién a la luz, la
onda media de luz cada 30 segundos también se calculé en unidades logaritmicas. Después, el
modelo logistico de 4 pardmetros de la curva de respuesta de fase de la melatonina segun la
intensidad de la luz (Zeitzer, Dijk, Kronauer, Brown, & Czeisler, 2000) se aplicé a la onda media
de luz como una forma de delimitar la sensibilidad del sistema circadiano a la luz. A
continuacién, la PRC de Khalsa et al., (2003) se aplicd a esta exposicion a la luz, centrando la
fase circadiana Oh en la hora de M5 de la temperatura de la mufeca de cada participante, de
modo que se obtuvieron zonas de retraso y avance individuales, y luego, se calculé la PRC
promedio antes y después de ambos cambios horarios. Para facilitar las comparaciones antes y
después de los cambios de hora, no se modificd la hora local de los datos de los registros de los
participantes. Para estimar la cantidad de zonas de retraso y avance, también se calculé el area
bajo la curva (AUC) de cada una de ellas. Para comparar la PRC de los participantes con el
patrdn solar, se realizd el mismo proceso con la intensidad de la luz solar antes y después de
los cambios de hora, centrando también la fase circadiana Oh de la PRC en la hora de M5 de la

temperatura de la mufieca de cada participante, y calculando el promedio para cada situacién.

Dado que nuestros participantes no fueron reclutados para este estudio dependiendo de su
cronotipo, se calculd una simulacidn tedrica de la PRC de luz solar para diferentes cronotipos
usando la escala de Munich (Roenneberg et al., 2003). Para eso, la hora circadiana 0 h de cada
PRC se cambio de acuerdo con cada puntuacién de Munich del 1 al 7 para simular un gradiente
de los cronotipos del matutino al vespertino. Luego, se calculé el AUC en cada situacidn (antes

y después de cada cambio de hora) y la diferencia entre los avances y los cambios de fase.
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El siguiente paso fue examinar la posible desincronizacion interna mediante la evaluacién de la
relacidon de fase diaria de los ritmos de tiempo en movimiento y temperatura de la muieca
(Ortiz-Tudela et al., 2016). Para ello, la hora de L5 del tiempo en movimiento, es decir, la media
del periodo de 5 horas con los valores minimos de actividad (Witting et al., 1990), se compard
con la hora del M5 de temperatura de la mufeca para cada participante y para cada dia
después de los cambios de hora. Estos dos parametros fueron proporcionados directamente
por el software Kronoware (Kronohealth SL, Murcia, Espafia). Ambos parametros se

compararon con sus respectivos pardmetros promedio de los dias previos a las transiciones.

5. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas t de Student de muestras relacionadas para comparar la hora de M5 de
temperatura de la mufieca antes y después de las transiciones. Las pruebas t de Student para
muestras relacionadas también se aplicaron para comparar los pardmetros del suefio antes y
después de las transiciones. Pruebas ANOVA de medidas repetidas con comparaciones post-
hoc de Bonferroni y tipo de luz y fase como factores inter-sujeto se realizaron para comparar
antes y después de ambas situaciones. Se realizaron correlaciones entre los avances y los
retrasos de fase en todas las condiciones, y el cronotipo de Munich. La comparacién entre la
hora de M5 para la temperatura de la mufieca y la hora de L5 para el tiempo en movimiento
durante los dias posteriores al cambio se realizd mediante una prueba ANOVA de medidas
repetidas, con comparaciones post-hoc de Bonferroni. Todas las pruebas estadisticas se
realizaron con SPSS Statistics para Windows, versién 23.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EE.

uu.).

RESULTADOS

La exposicién media a la luz personal antes y después del cambio de marzo se representa en la
Figura 2, con valores altos durante el dia y bajos durante la noche, como era de esperar.
Después del cambio de primavera, la luz se encendio varias veces durante varios dias durante
la noche. La exposicidn personal a la luz para la transicion de otofio se muestra en la Figura 3.
En este caso, se puede apreciar mas claramente que los participantes tendieron a encender y

apagar las luces mas tarde en comparacion con la semana anterior al cambio de horario.
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Figura 2. Exposicidn diaria media a la luz en unidades log lux (+ SEM) para todos los participantes (n = 8)
antes y después de la transicion de marzo. Las bandas grises indican el periodo de oscuridad para cada
dia de la semana antes del cambio. La hora local no se modificé en la semana posterior al horario de

verano para facilitar las comparaciones.
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Figura 3. Exposicidn diaria media a la luz en unidades log lux (+ SEM) para todos los participantes (n = 8)
antes y después de la transicion de octubre. Las bandas grises indican el periodo de oscuridad para cada
dia de la semana antes del cambio. La hora local no se modificé en la semana posterior al cambio para

facilitar las comparaciones.

La Figura 4 muestra la onda media de la exposicidn personal a la luz, incluida la luz solar antes
y después de las transiciones de marzo (A) y octubre (B), asi como los horarios promedio de
suefio en todas las situaciones. Como se puede observar, la duracidn del suefio antes y
después de la transicion del horario de verano de marzo no fue significativamente diferente (p
=0,3,t=0,969, DF = 7), al igual que la hora de inicio del suefio (p=0,6,t=0,491,DF =7 ) yla
hora del final del suefio (p = 0,6, t = -0,407, DF = 7). Sin embargo, en octubre, el inicio del
suefio tendid a ocurrir mas tarde que antes del cambio de hora, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas (p = 0,1, t = -1,699, DF = 7). No obstante, en octubre, en

el caso del final del suefio, los participantes se despertaron a las 7,59 h antes del cambio de
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horario y a las 9,27 h después de la transicién en promedio (p <0,005, t = -5,132, DF = 7). Lo
mismo ocurrié con la duracion del suefio, ya que los participantes dormian mads después del
cambio horario que antes (6,67 horas antes del horario de verano y 7,76 horas después del
horario de verano, p <0,05, t = -3,017, DF = 7). Sobre la exposicién a la luz, en general, durante
la transicion de marzo, los participantes tendian a exponerse a intensidades de luz similares
antes y después del cambio de horario, aunque el patron de luz se desplazé hacia la derecha.
Sin embargo, en octubre, después de la transicion, las personas tendieron a exponerse a la luz

mas tarde durante las mafianas en comparacién con la situacién antes del cambio.
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Figura 4. Ondas medias de 24 horas de exposicion a la luz de los participantes (n = 8) y luz solar en el
mismo periodo antes y después de cada transicion en unidades log lux. A) para marzo y B) para octubre.
Las lineas azules indican la exposicion a la luz de los participantes antes del cambio de hora y las lineas
rojas después del cambio de hora. Las lineas punteadas representan la intensidad de la luz solar, y las
barras horizontales indican el periodo de suefio promedio (n = 8) antes de las transiciones (azul) y

después (rojo). Los datos se expresan como media + SEM.
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El balance entre los avances de fase y los retrasos segun el cronotipo para el cambio de marzo
se representa en la Figura 5. Como se puede observar, antes del cambio de marzo, el equilibrio
entre los avances de fase y los retrasos se produjo aproximadamente a las 4:00 h. Por lo tanto,
las personas matutinas, cuando solo estan expuestas a la luz del sol, retrasarian su reloj,
mientras que las personas vespertinas avanzarian su sistema circadiano. Después del horario
de verano, el equilibrio se retrasé a las 5:00 h, haciendo que este cambio de horario sea aln

mas dificil para los matutinos en caso de que solo estuvieran expuestos a la luz solar.
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Figura 5. Modelo de cambios de fase de acuerdo con la curva de respuesta de fase (Khalsa et al., 2003)
(n = 8) a la luz natural antes (A) y después (B) del cambio de primavera, segun el cronotipo (MCTQ). Ver

la seccién de materiales y métodos para mas detalles.

Para personalizar la curva de respuesta de fase a la luz, se usd la hora de M5 de temperatura
de la mufieca (WT) como fase circadiana Oh. Antes de la transicién de marzo, el M5 aparecié a
las 4,43 + 0,48 h (media + SEM), sin embargo, durante la semana posterior, se adelantd hasta

las 4,11 + 0,37 h (media + SEM). Lo contrario ocurrié durante el cambio de otofio, la hora de
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M5 fue de 4,94 + 0,25 h (media £ SEM) pero después del cambio, se retrasoé hasta las 5,36 +

0,43 h (media + SEM). Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Con respecto al impacto de la exposicion personal a la luz considerando la curva de respuesta
de fase a la luz, en marzo (Figura 6), como se puede observar, antes del cambio de hora (Figura
6A), los sujetos comenzaron la exposicion a la luz aproximadamente a las 8:00 h, cuando la luz
solar inducia su maximo avance de fase. Durante la mafana, el avance de fase maximo
alcanzado por los participantes fue de aproximadamente 0,60 horas. Sin embargo, durante las
tardes, los retrasos de fase no fueron superiores a 0,45 horas, pero después de la puesta del
sol (aproximadamente a las 19:30 h), la exposicidn de los participantes a la luz en la zona de
retraso de fase continud hasta la 1:00 h. Segun la PRC de la luz solar, si no hubiera influencia
de la iluminacion artificial, los avances de fase alcanzarian un mdaximo de aproximadamente
1,45 horas y los retrasos de fase de aproximadamente 1,80 horas. Por otro lado, después de la
transicion de marzo (Figura 6B), la intensidad de la luz durante la mafiana produjo avances de
fase similares a los de antes, pero en este caso, la exposicion a la luz artificial comenzd una
hora antes (7:00 h), ya que el sol ain no habia salido. Con respecto a los retrasos de fase,
ocurria algo similar a la situacion anterior, con exposicion a la luz en la zona de retraso de fase
después del atardecer, pero en este caso, los retrasos de fase alcanzaron un maximo de casi 1

horay las luces se apagaron antes de las 00:00 h.
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Figura 6. Areas medias bajo la curva del avance y retraso de fase (n = 8) en unidades arbitrarias antes (A)
y después (B) de la transicion del horario de verano (DST) de marzo en funcién de la exposicién personal
a la luz (en verde) o personal luz solar (en azul) centrando la fase circadiana 0 h en la hora de M5 de la
temperatura de la mufieca de cada participante. Ver la seccion de materiales y métodos para mas

detalles. Los datos se expresan como media + SEM.

La cantidad acumulada de luz recibida en la zona de avance o retraso de fase se puede
observar mas claramente en la Figura 7. Globalmente, el tipo de luz (personal o solar) y el
cambio de fase (avance o retraso) arrojaron diferencias estadisticamente significativas (p
<0,001, F = 46,186, DF = 1 para luz personal vs. luz solar, y p <0,01, F = 8,748, DF = 1 para
avances vs. retrasos). Antes de la transicion al horario de verano, el area bajo la curva en la
zona de avance de fase de la PRC de los participantes era mucho mas baja que en la PRC de la
luz del sol (246 + 37 unidades arbitrarias vs. 750 + 70, respectivamente; p <0,001, F = 26,202,
DF = 1), pero esta diferencia no fue tan marcada para el retraso de fase en la PRC de los
participantes frente a la PRC solar (410 + 64 unidades arb. Frente a 535 + 6 unidades arb.,
respectivamente; p <0,05, F = 6,287, DF = 1).
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Figura 7. Cambo de fase promedio acumulado (avances o retrasos) de acuerdo con la curva de respuesta
de fase (Khalsa et al., 2003) (n = 8) a la luz antes (azul) y después (rojo) de la transicion del horario de
verano centrando la fase circadiana Oh a la hora de M5 de la temperatura de la mufieca de cada
participante (n = 8), ya sea para luz personal o luz solar. Los datos se expresan como area media debajo

de la curva £ SEM. * p <0,05 (medidas repetidas ANOVA, Bonferroni comparaciones post hoc).

Después del cambio de hora, las diferencias en los avances de fase entre la luz personal y la luz
solar disminuyeron ligeramente (276 + 42 unidades arb. para luz personal frente a 653 + 94
unidades arb. para luz solar) pero aun asi fueron significativas (p <0,05, F = 5,173, DF = 1).
Acerca de los retrasos de fase después del cambio, para la luz solar casi duplicaron los de la luz
personal (993 + 108 vs 465 + 59 unidades arb., respectivamente, p = 0,001, F = 14,935, DF = 1).
Después del cambio, un aumento de los retrasos de fase en comparacion con los avances de
fase para la luz solar también fue estadisticamente significativo (p <0,05, F = 10,551, DF = 1).
Ademas, para la luz solar, los retrasos de fase aumentaron después del cambio de primavera

en comparacién con antes (p <0,05, F = 5,462).

En cuanto a cudndo se produce el equilibrio entre los avances de fase y los retrasos,
dependiendo del cronotipo para el cambio de octubre (Figura 8), si los participantes solo se

expusieran a la luz natural, la transicién del horario de verano seria mas facil para los tipos
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matutinos que para los vespertinos, ya que el tiempo de equilibrio avanza de casi 5:00 a casi 4:

00 h.
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Figura 8. Modelado de los cambios de fase de acuerdo con la curva de respuesta de fase (Khalsa et al.,
2003) (n = 8) a la luz natural antes (A) y después (B) de la transiciéon del horario de verano segun el

cronotipo (MCTQ). Vea la seccidon de materiales y métodos para mas detalles.

En cuanto a las curvas de respuesta de fase a la luz en octubre (Figura 9), ocurrié lo contrario
gue en marzo. Antes de la transicion (Figura 9A), los sujetos comenzaron la exposicién a la luz
a las 8:00 h, un poco antes del amanecer, alcanzando avances de fase mdaximos de
aproximadamente 0,80 horas y retrasos de fase de 0,50 horas. La puesta de sol ocurrid
aproximadamente a las 19:30 h, pero la exposicidn de los participantes a la luz en la zona de
retraso de fase continud, ya que las luces se apagaron a la 1:00 h. Por el contrario, después de
la transicion DST (Figura 9B), la exposicidén a la luz comenzd casi a las 9:00 h, alcanzando un

avance maximo de aproximadamente 0,70 y un retraso maximo de aproximadamente 0,40 h.
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Segln la PRC de la luz solar, el sol saldria a las 7:30 h y se pondria a las 19:00 h, pero la

exposicién a la luz de los participantes duré hasta las 2:00 h (sin cambiar la hora local).
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Figura 9. Areas medias bajo la curva del avance y retraso de fase (n = 8) en unidades arbitrarias antes (A)
y después (B) del cambio horario de octubre en funcién de la exposicidon personal a la luz (en verde) o
personal luz solar (en azul) centrando la fase circadiana 0 h en la hora de M5 de la temperatura de la
mufieca de cada participante. Ver la seccién de materiales y métodos para mas detalles. Los datos se

expresan como media + SEM.

La Figura 10 muestra los valores acumulativos de avance de fase y retraso de fase antes y
después de la transicion de octubre. Globalmente, los cambios de luz solar fueron mayores
que los generados por la luz personal (p <0,001, F = 37,418, DF = 1) y los avances de fase mas
altos que los retrasos (p <0,05, F = 6,241, DF = 1). El avance de fase antes del cambio fue mayor
para la luz solar que para el personal (p <0,001, F = 19,736, DF = 1), y lo mismo ocurrié después
del cambio (p <0,001, F = 35,881, DF = 1). Con respecto al retraso de fase, antes de la

transiciéon, también fue mayor para la luz solar que para la luz personal (533 + 54 vs. 326 + 37,
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p <0,01, F = 8,382, DF = 1), pero las diferencias después desaparecieron. Después del cambio
de otofio, los avances generados por la luz solar fueron mucho mas altos que los retrasos (p
<0,001, F = 24,376, DF = 1), y en comparacion con antes, también aumentaron (p <0,05, F =

7,029, DF = 1) mientras que los retrasos disminuyeron (p <0,05, F = 5,840, DF = 1).
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Figura 10. Desplazamiento de fase promedio acumulado (avances o retrasos) de acuerdo con la curva de
respuesta de fase (Khalsa et al., 2003) (n = 8) a la luz antes (azul) y después (rojo) transicién del horario
de verano de octubre centrando la fase circadiana Oh a tiempo de M5 de la temperatura de la mufieca
de cada participante (n = 8), ya sea para luz personal o luz solar. Los datos se expresan como area media
debajo de la curva * SEM. * indica p <0.05 (medidas repetidas ANOVA, comparaciones post hoc de

Bonferroni).

Para determinar la magnitud de la desincronizacion interna en el sistema circadiano, se
utilizaron dos marcadores circadianos de dos variables complementarias (temperatura de la

piel y actividad motora) (Figura 11).
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Figura 11. Hora de M5 para la temperatura de la mufieca (n = 8; linea roja) y L5 para el tiempo en
movimiento (n = 8; linea azul) después de la transicion al horario de verano (A) y después de la
transicidn al horario de inverno (B . Como referencia, el tiempo promedio de M5 para la temperatura de
la mufieca (punto rojo) y L5 para el tiempo en movimiento (punto azul) de los dias previos a las
transiciones estd incluido. Las lineas punteadas indican el objetivo del tiempo a alcanzar después de las
transiciones para ambas variables. Los datos se expresan como media + SEM. * indica p <0,05 (medidas

repetidas ANOVA, comparacion post-hoc de Bonferroni).

Después de la transicidon de primavera, especialmente, durante los primeros dias, parece surgir
un aumento en la desincronizacién. En marzo, la hora de L5 para el tiempo en movimiento
cambia después de la transicion. Inicialmente, parece ocurrir un retraso, pero 5 dias después
del horario de verano, el L5 avanza con respecto al punto de referencia (promedio de los dias
anteriores; p <0,05, F = -2,063, DF = 7) mientras que el primer dia después de la transicion se
retrasa en comparacién con los dias 3, 4y 5 (p <0,005, F = 3,369 vs. dia 3, p <0,05, F = 2,833 vs.
dia 4,y p <0,01, F= 3,075 vs. dia 5, DF = 7 en todos los casos). El ritmo de temperatura también
se retrasa inicialmente y progresivamente avanza desde el primer dia hasta el tercero (p <0,05,
F = 3,140, DF = 7) y cuarto (p <0,05, F = 3,183, DF = 7) después de la transicién de primavera,

pero se debe observar como hay una tendencia posterior al retraso en los dias 6 y 7. Las
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diferencias en el cambio entre L5 y M5 generan una desincronizacion interna que no parece
estar presente durante el cambio de horario de otofio, ya que ambos pardmetros
permanecieron juntos y a la misma hora mdas que durante el cambio de marzo (la leve
desalineacion durante los primeros dos primeros dias después del cambio no alcanzé

significacién estadistica).
DISCUSION

A menudo, se ha sugerido que la adaptaciéon a un DST es similar a la adaptacién a un vuelo
transmeridiano que implica un cambio de hora de una hora, siendo el comienzo del horario de
verano similar a un viaje hacia el este y el final del como un viaje hacia el oeste (Klein et al.,
1972), sin embargo, la situacion es muy diferente. Cuando viajamos una hora hacia el este,
nuestro tiempo interno debe experimentar un avance de una hora y el sol también sale una
hora antes, mientras que después de la transicion al horario de verano tenemos que avanzar
una hora nuestra fase, mientras que el sol continta saliendo al mismo tiempo. Este efecto
hace que una sincronizacion rdpida, que seria deseable, resulte mucho mds dificil de lograr.
Del mismo modo, el cambio de hora en octubre implica un retraso de fase de una hora,
mientras que el sol continda saliendo a la misma hora solar. Este hecho difiere de un viaje al
oeste porque hacia el oeste el sol sale mas tarde, lo que acompafia al retraso interno de la fase
circadiana. Ademas de recibir sefiales de luz natural en conflicto con nuestro proceso de
resincronizacion, debemos tener en cuenta que el marcapasos central circadiano tiene una
tendencia natural a retrasar su fase (Czeisler et al., 1999), por lo tanto, parece obvio que el
cambio de horario de octubre seria menos perjudicial, y la adaptacién a él seria mas facil que
la transicion de marzo. Segun estudios previos (Monk & Aplin, 1980; Monk & Folkard, 1976) y a
nuestros resultados, esta suposicion parece ser cierta, ya que la hora de M5 de temperatura
distal de la piel, de hecho, ocurri6 mas tarde después de la transicién de octubre y mas

temprano después del cambio de marzo.

Centrandonos en la transicién de marzo, el inicio del suefio, el final del suefio y la duracion del
suefio no arrojaron diferencias después del cambio de primavera en comparacién con la
situacién de antes. Estos resultados concuerdan con los de Nicholson & Stone (1978) y los de
Lahti et al., (2008) que no encontrd ningun efecto significativo en la eficiencia del suefo
durante el cambio de primavera, aunque otros autores (Lahti et al., 2006b) encontraron una
reduccion en la duracion del suefio. Este desajuste podria deberse al hecho de que nuestros
participantes ya dormian un nimero muy reducido de horas antes del horario de verano, por

lo que las diferencias con la situacién posterior serian mas dificiles de encontrar. Por otro lado,
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después del cambio de octubre, los participantes durmieron mas y su inicio y final de suefio
ocurrieron mas tarde en promedio que antes. Estos hallazgos estan en la misma linea que los
encontrados por Barnes & Wagner (2009) que encontraron una tendencia del retraso de fase a
aumentar la duracidn del suefio en 12.4 minutos mas que los dias sin cambio de fase. Mas
recientemente, Tonetti et al. (2013) realizaron un estudio actigrafico para explorar los efectos
de la transicién dentro y fuera del horario de verano en la calidad del ciclo de suefio / vigilia, y
descubrieron que el sistema circadiano humano se ajusta mas facilmente al cambio de otofio
que al de primavera. Como estudios previos han demostrado que la adaptacién a las
transiciones DST depende del cronotipo (Lahti et al., 2008; Lahti et al., 2006a; Lahti et al.,
2006b), nuestro estudio posee una limitacién, ya que nuestros participantes eran
principalmente cronotipos indefinidos y tardios. Para contrarrestar esta limitacion, se realizd
una simulacién de lo que ocurriria si los participantes de diferentes cronotipos (desde muy
matutinos hasta muy vespertinos) se expusieran solo a la luz del sol. Nuestros resultados
arrojaron que la transicion al horario de verano seria mas dificil para los cronotipos matutinos
ya que la luz del sol los obligaria a retrasar sus relojes una hora. Y sucedid lo contrario durante
el cambio de horario de otofio, donde los cronotipos matutinos tendrian que adelantar sus
relojes una hora. Estos resultados no estan en linea con los descritos por Lahti et al. (2008) and
Lahti et al., (2006b). Pero esta contradiccidon podria explicarse por la considerable influencia de
la iluminacion artificial, que no se ha considerado en nuestras simulaciones. Sobre las ondas
medias de exposicidn a la luz, teniendo en cuenta que el tiempo de exposicién de la luz de los
participantes no cambié después de cambio horario, durante ambas transiciones, los niveles
de intensidad de la luz fueron similares y se mantuvieron varias horas después del atardecer,
aunque en octubre, antes del cambio de horario, hubo mas horas de luz, lo cual tiene sentido

porque corresponde al horario de verano.

Con respecto a las curvas de respuesta de fase, hasta donde sabemos, éste es el primer
estudio que aplica una curva de respuesta de fase humana a la exposicion a la luz de los
participantes en condiciones naturales durante ambos cambios de hora. Nuestros resultados
ponen de manifiesto la importancia de considerar la influencia de la iluminacion artificial, ya
que hubo grandes diferencias en los cambios de fase entre la luz personal y la luz solar. Antes
del cambio de horario de marzo, se supone que la luz solar traerd una hora mas de luz a las
mafianas (Lahti et al., 2008; Meira e Cruz et al.,, 2019). Sin embargo, este hecho no se
materializd en absoluto en las PRC de nuestros participantes, ya que la intensidad de la luz
natural durante el invierno es menor que durante el verano y las personas pasan la mayor

parte del tiempo en interiores, por lo que la intensidad de la luz no es lo suficientemente alta
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como para aumentar los avances de fase. Por otro lado, se supone que la luz natural de la
tarde es mas alta y dura mads tiempo durante el verano en comparacion con el invierno, lo que
produce retrasos de fase mas altos. De hecho, esto se refleja tanto en los participantes como
en los PRC solares. Ademas, antes del horario de verano, la ausencia de luz natural se suple
mediante el uso de iluminacién artificial, manteniendo niveles similares de retraso de fase que
después del cambio de hora en la luz personal durante las noches. Después del horario de
verano, el sol se pone mas tarde y este hecho contribuye al aumento de los retrasos de fase de
la luz solar y también explica la tendencia de los retrasos de fase producidos por la iluminacidn
artificial a ascender, aunque las diferencias en este caso fueron mas bajas, probablemente
debido a la gran cantidad de tiempo pasado en interiores. Durante la transicién de otofio,
ocurre lo contrario para la luz del sol. Antes del cambio de tiempo, los avances de fase y los
retrasos de fase estaban casi equilibrados, pero la introduccién del horario de invierno trae
mas luz a las mafianas, aumentando los avances de fase y reduciendo los retrasos, ya que el sol
se pone antes. Sin embargo, nuevamente, este hecho no se materializd en la exposicion
personal a la luz, donde los niveles de retraso incluso aumentaron después del cambio de
tiempo en comparacién con los avances, y alcanzaron niveles similares a los de antes de la
transicion al horario de verano como consecuencia del aumento en el uso de iluminacién

artificial en las tardes que suministra la ausencia de luz natural.

Sobre la desincronizacién interna, nuestros resultados respaldan que la adaptacién a la
transicion de octubre es mas facil que el cambio de primavera. Después del cambio de marzo,
aparecié una desincronizacidn en ambos pardmetros, actividad motora y temperatura de la
piel de la mufieca, especialmente durante los primeros tres dias. El dia del cambio de horario
de primavera, ambos pardmetros sufrieron un retraso, pero parecieron sincronizarse entre
ellos y con el nuevo horario los primeros dias habiles después del cambio, adelantando su hora
hasta alcanzar el objetivo del horario de verano (1 hora antes). Sin embargo, cuando llegé el
fin de semana, volvieron a las horas anteriores al cambio de primavera. Esto parece reflejar el
hecho de que los participantes se obligaron a despertarse mas temprano debido al horario de
trabajo, pero su fisiologia no estaba realmente sincronizada con la nueva hora. Las diferencias
fueron mayores en la hora de L5 de tiempo en movimiento, ya que también hubo una
desalineacion entre la hora promedio de la semana anterior y el dia 5 después de la transicion,
porque el tiempo en movimiento es una variable que responde a las demandas de
comportamiento. Si bien las diferencias en M5 de la temperatura de la piel fueron menores
probablemente debido al hecho de que la temperatura es una variable endégena vy, por lo

tanto, mas estable. Centrandose en la transicion de octubre, ambos pardametros se
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mantuvieron unidos la mayor parte del tiempo y alcanzaron el objetivo del horario de invierno
en dos dias (tiempo en movimiento) y cuatro dias (temperatura de la mufieca), lo que respalda
el hecho de que la transicion de otofio es menos perjudicial y la adaptacién a es mas facil en
comparacién con la de primavera (Kantermann et al., 2007; Meira e Cruz et al., 2019; Tonetti
et al., 2013). El limite principal de este estudio fueron los factores no controlados como los
dias no laborables y el jet lag social. En cualquier caso, estos resultados reflejan que, a pesar de
las diferencias individuales, una semana después de la primavera, la adaptacidén de Ia
transicién al horario de verano no se completd, lo cual concuerda con estudios anteriores

(Valdez et al., 2003).
CONCLUSION

Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio que aplica una curva de respuesta de fase
monitorizando la exposicion a luz de los participantes siguiendo su estilo de vida habitual
durante ambas transiciones. La transicién al horario de verano aumenta la duracién de la luz
natural y la zona de retraso de fase de la luz solar. Sin embargo, esto no ocurre cuando se
aplica a personas vespertinas. Tiende a aumentar ambos cambios (avance y demoras) de la
curva de respuesta de fase y a disminuir la hora de M5 de temperatura de la piel y L5 de
tiempo en movimiento. De manera similar, la transicion fuera del horario de verano, reduce la
intensidad de la luz natural y, segin la luz del sol, actuaria como un retraso de fase. En
nuestros participantes (cronotipos indefinidos y tardios) aumenta lahora de M5 de
temperatura de la piel y L5 de tiempo en movimiento, asi como la duraciéon del suefio, y tiende
a disminuir los avances de fase y mantener los retrasos de fase, facilitando |la adaptacion a la
misma. Nuestros resultados reflejan la importancia del uso de la iluminacién artificial al

considerar los efectos del cambio de hora en el sistema circadiano humano.
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4. DISCUSION GENERAL
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The circadian timing system is the main responsible for the generation of daily rhythms in
mammals and is in charge of maintaining the internal temporal order and the synchronization
to external timing cues. The way of life in modern societies, that implies rotational shift work,
nocturnal leisure time and transmeridian flights is increasingly associated with an inadequate
exposure to light, which is the main zeitgeber to the circadian system. These conditions lead to
a misalignment between the internal temporal order and environmental time signals, giving
rise to the appearance of a phenomenon known as chronodisruption (CD) (Erren & Reiter,

20093, 2013).

Chronodisruption manifests as flattened and fragmented rhythms, loss of stability and
rhythmicity, and phase shifts between suprachiasmatic nuclei (SCN, the master clock) and
environmental cues. This impairment has been linked with a wide variety of pathologies, such
as cognitive and affective disorders, cardiovascular events, reproductive alterations, sleep
disorders, metabolic syndrome, premature aging and even several types of cancer (Erren &
Reiter, 2009b; Evans & Davidson, 2013; Garaulet & Madrid, 2009, 2010; Hansen, 2001; Pauley,
2004; Reiter et al., 2012; Schernhammer et al., 2001; Viswanathan et al., 2007).

To prevent these pathologies and to palliate CD effects on human health, it becomes essential
to deep in our knowledge of the relationship between zeitgebers or inputs to the SCN, and
output pathways and marker rhythms. This will help us to develop practical and non-invasive
tools, as well as therapeutic interventions, that will facilitate the restoration of synchronization
to the external environment and, therefore, the re-establishment of the internal temporal

order of the circadian system.

In this PhD Thesis, that was precisely the main objective: to establish a link between input and
output pathways to the SCN as an indirect form of measuring CD. As said before, the most
important zeitgeber is the light-dark cycle (Roenneberg et al., 2003; Roenneberg & Foster,
1997), and the circadian system is especially sensitive to that light between 460-480 nm
(Berson et al., 2002; Brainard et al., 2001; Hattar et al., 2002), so it seems obvious that
assessing input pathways should definitely involve measuring physical characteristics of a light
source. The most accurate and practical way to perform these measurements and connect
input and output pathways is to develop and improve an ambulatory circadian monitoring
device: Kronowise®. This is precisely the aim of Chapter 1. Up to our knowledge, this was the
first time blue light is monitored in conjunction with visible light and several marker rhythms
and circadian variables, such as activity, sleep and distal skin temperature, which has a stable

phase relationship with core body temperature (Krauchi & Deboer, 2010; Ortiz-Tudela et al.,
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2014; Ortiz-Tudela et al., 2010; Sarabia et al., 2008). Kronowise® is provided with three light
sensors of different sensitivity: visible light, infrared light (from 800 to 1070 nm) and a
circadian light sensor which is equipped with a blue filter matching the sensitivity curve of
ipRGCs, but validation was still needed. For that, we developed an algorithm to directly
calculate circadian light from Kronowise® recordings, using a spectroradiometer as a control
device, and according to the infrared (IR) content of a lighting, to differentiate among three
types of lights: artificial lights with high IR content (such as incandescent bulbs), artificial lights
with low IR content (such as RGB LEDs or fluorescent lamps) and sun light. Our results proved
the reliability of Kronowise® and our algorithm to accurately monitor visible and circadian light
exposure, discriminating among light types, and making our device a practical tool to evaluate
both inputs to the central pacemaker (light-dark cycle) and output pathways or marker

rhythms, on large populations under free-living conditions.

The start point of the input pathways are the melanopsin containing retinal ganglion cells
(ipRGCs). These cells not only project their axons to the SCN (Berson et al., 2002; Brainard et
al., 2001; Hattar et al., 2002) but also to the olivary pretectal nucleus (Baver et al., 2008; Chen
et al.,, 2011), which is responsible for regulation of pupil light reflex. According to previous
literature, ipRGCs controlled the first seconds of pupil response after the light stimulus is off
(Adhikari et al., 2016; Adhikari et al., 2015; Bonmati-Carrion et al., 2018, 2016; Gamlin et al.,
2007; Markwell et al., 2010; McDougal & Gamlin, 2010). Therefore, measuring the pupil light
reflex could provide information about the main input pathway to the circadian system: the
ipRGCs, so in Chapter 2, we aim to explore a possible link between pupil light reflex and the
“gold standard” of the output pathways or marker rhythms: melatonin secretion (Bonmati-
Carrion et al., 2013; Lewy et al., 1999; Lewy & Sack, 1989; Pandi-Perumal et al., 2007). Besides,
it is widely known that blue light suppress melatonin secretion (Brainard et al., 2008; Christian
Cajochen et al., 2005; Kozaki et al., 2016; Lewy et al., 1980; Smith & Eastman, 2009), and that
ageing process reduces the sensitivity to light of the human circadian system (Kondratov,
2007; Martinez-Nicolas et al., 2018; Turner & Mainster, 2008), thus, other objectives of this
chapter were to investigate the effects of different contents in blue light (different correlated
color temperatures) on melatonin secretion and pupil light reflex, but also whether these
effects were similar both on elders and youngsters. Our findings showed that both light
sources produced significant melatonin inhibition in comparison with the dim light condition
(control condition), although it was higher under 5700 K, but we did not find an effect of aging
in the experimental conditions, although under control condition, melatonin concentration

was lower in the elder group, as expected (Hardeland, 2012; Miinch et al., 2005; Sack et al.,

146



1986). Otherwise, our results proved higher contraction in pupil response under the more
bluish condition at response times controlled by ipRGCs. These findings support the
assumption that blue light have a greater effect on circadian rhythms, but they also expose the
fact that even warm CCTs, as 3000 K, still have enough blue radiation to suppress melatonin
secretion and, thus, affect circadian rhythms. Although we did not find any relation between
pupil light reflex parameters and melatonin inhibition, according to our results, both
techniques provide complementary information and, therefore, both should be employed

when exploring the circadian effects of a light source.

Since we had already studied the circadian inputs (light and ipRGCs) and the output pathways
(melatonin secretion), based on our results and the experience acquired during the
development of this PhD Thesis, we proposed a method to evaluate any light source according
to their physical characteristics, subjective variables and biological markers (Chapter 3). This
method, which is intellectually registered, consists of three steps: the first one is an analysis of
the spectrum and intensity, as well as the theoretical activation the light produces on each
population of photoreceptors (CIE S 026/E:2018; Lucas et al., 2014; Rea et al., 2002). Since light
between 460-480 nm is the one reaching the ipRGCS and the SCN (Berson et al., 2002;
Brainard et al., 2001, 2008; Hattar et al., 2002), obtaining the spectrum of a light source would
be the first inspection to do. After that, the second step consists of a color constancy test and a
questionnaire about light comfort and preferred time of use. Color constancy and good color
discrimination are also variables to take into account, especially in some workplaces such as
factories and hospitals (Canazei et al., 2017). Finally, the third part involves the determination
of biological tests. Here, we employed melatonin secretion and pupil light reflex since both of
them provide information about the status of the circadian system, their inputs and their
outputs. Melatonin secretion is the best known and characterized marker rhythm (Benloucif et
al.,, 2005; Lewy et al., 1999; Van Someren & Nagtegaal, 2007; Voultsios et al., 1997) and
sustained pupilloconstriction after light offset is mainly controlled by ipRGCs (Adhikari et al.,
2015; Bonmati-Carrion et al., 2018; Feigl & Zele, 2014; Joyce et al., 2015; Markwell et al., 2010;
McDougal & Gamlin, 2010) that transmit information both to the SCN and the ollivary
pretectal nucleus (Bonmati-Carrion et al., 2016; Clarke & lkeda, 1985; Gamlin et al., 1995). Our
results proved the validity of this method to assess the effects and suitability as a night light or
day light of any light source. Up to our knowledge, this is the first method that attempted to
evaluate a light source form an integrative perspective including both objective and subjective

variables, as well as physical and biological measurements.
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As a final chapter of this PhD Thesis, to put into practice the knowledge acquired, we decided
to perform a naturalistic experiment. To do that, we applied the ambulatory circadian
monitoring device to investigate marker rhythms in conditions that may alter the circadian
synchronization. Due to the fact that it is a recent matter of discussion, we selected the
daylight saving time (DST) transitions experienced by approximately 1.6 billion people
(Kantermann et al.,, 2007). Traditionally, transition into DST has been compared to a trip
eastwards and change out of DST to a trip westwards (Klein et al., 1972). However, reality is
very different, since when we travel one hour to the east, our internal time must experience
an advance of one hour and the sun also rises one hour earlier, while after DST transition we
have to advance one hour our phase, while the sun continues rising at the same time. And the
same occurs with autumn time change but in the opposite direction. Therefore, the main
objective of Chapter 4 was to explore the effects of DST transitions on human circadian
rhythms and phase response curve (PRC) to light. To do that, we aim to personalize as much as
possible the ACM recordings of light exposure and circadian rhythms, by centering the PRC at
the midtime of the five hours of maximal skin temperature (M5) (Witting et al., 1990) in all
situations. Our results showed that spring transition was more disruptive than the autumn
one, as previously described (Lahti et al., 2006, 2008; Manfredini et al., 2018; Monk & Aplin,
1980; Monk & Folkard, 1976; Tonetti et al., 2013), advancing the time of skin temperature and
activity rhythms and increasing the differences between them. Moreover, when morning
chronotypes were simulated using sun light exposure, our findings showed that even for them,
spring transition under sun light would force our system to delay its phase, making adaptation
more difficult for them. On the contrary, October transition tended to delay the timing of skin
temperature and activity rhythms and reduce the internal desynchronization in comparison
with March change, and delaying is the natural tendency of the human circadian system
(Czeisler et al., 1999). Our findings also exposed the importance of take into account the use of
artificial lighting. As said before, natural light intensity is higher during summer time and dusk
appears one hour later, so that it would be reasonable to expect higher phase delays. This fact
is not reflected in our participants’ personal exposure, where differences were minimal, due to
the high amount of time spent indoors under poor light intensities. And the same occurs for
phase advances, tending to increase as well but almost imperceptibly. After autumn transition,
however, the contrary occurs with sun light, advances increased and delays decreased due to
shorter days and larger nights during winter time. But results on personal light exposure
maintained similar levels both for phase advances and delays, since the absence of natural
light is supplied with the use of artificial lighting. Besides, this study proved the usefulness of

Kronowise® to be applied in a wide variety of situations and populations, and it will help us to
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understand mechanisms underlying chronodisruption and, consequently, to prevent it. Further
investigation focused on monitoring large populations that may be subjected to

chronodisruptive conditions in their daily routines would be helpful and welcome.

149



150



5. CONCLUSIONES
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1. Kronowise® constitutes a reliable and sensitive ACM device to assess light exposure of
different spectra.

2. The algorithm developed in this PhD Thesis has proved its validity to directly calculate
from Kronowise® data visible and circadian light exposure, as well as to discriminate
among different light types.

3. An increase in color temperature of commercial light sources produce an increase in
melatonin inhibition and a greater pupil contraction regardless of the age of subjects.

4. Melatonin inhibition and PLR are not correlated at individual level. Thus each
technique provides complementary information on the impact of light sources on
circadian markers and both should be employed in the evaluation of circadian effects
of a light.

5. The method developed in this PhD Thesis is an integrative tool to evaluate the
circadian effects of any light source, since it includes objective and subjective variables,
as well as physical and biological measurements.

6. March daylight saving time transition is more disruptive than the autumn one,
advancing and desynchronizing skin temperature and activity rhythms. October
transition, on the contrary, is comparable to a phase delay, and tended to delay those
rhythms and to maintain similar levels of advances and delays provoked by personal
light exposure. This fact makes transition into winter time easier, since delaying is the
natural tendency of the human circadian system.

7. People spend most of their time indoors using artificial lighting, and this is reflected in
the minimal differences on phase advances and delays before and after daylighting
saving time transitions. This fact should be considered when studying chronodisruptive

conditions and their effects, and when making decisions about them.
GENERAL CONCLUSIONS

Both natural and artificial lighting have an effect on the human circadian system, and this
latter constitutes an important variable to consider. Kronowise® light sensors and our
algorithm are useful tools to assess these effects under free living conditions and in
chronodisruptive situations, such as daylight saving time transitions. The development of
integrative and non-invasive protocols and measurements will help us to deep in

understanding of circadian adjustment and mechanisms involved in chronodisruption.
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OBIJETIVOS

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral fue investigar los efectos de la luz, tanto natural
como artificial, en el sistema circadiano humano. Para ello, se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

1 Mejorar y validar las nuevas caracteristicas de Kronowise® para permitir el registro no
invasivo de luz visible y circadiana en condiciones de vida libre.

2. Desarrollar un algoritmo para diferenciar entre exposicién a luz natural y artificial, asi
como para calcular la fotoestimulacién circadiana y visible exactas.

3. Determinar la influencia de la temperatura de color correlacionada (CCT) de la luz en
dos marcadores circadianos: inhibicidn de melatonina y reflejo pupilar a la luz, en
voluntarios jévenes y ancianos.

4. Investigar la posible relacidn entre la inhibicion de la secrecién de melatonina vy el
reflejo pupilar a la luz.

5. Desarrollar un método practico para evaluar fuentes de iluminacién artificial,
basandose no solo en su potencia espectral y la correspondiente estimulacion de los
fotorreceptores circadianos, sino también en la discriminacion cromatica, la
comodidad y los efectos sobre marcadores circadianos, como inhibicion de melatonina
y reflejo pupilar a la luz, en voluntarios sanos.

6. Explorar los efectos de una situacion cronodisruptiva, como los cambios horarios de
marzo y octubre, en la sincronizacion circadiana segun la curva de respuesta de fase a

la luz en condiciones de vida libre.

Capitulo 1. Determinacion de la intensidad, el horario y el tipo de luz visible y circadiana a
partir de un dispositivo de monitorizacion circadiana ambulatoria.

Durante las ultimas décadas, el modo de vida las sociedades modernas ha modificado
profundamente el ajuste temporal del sistema circadiano, principalmente debido al uso
inapropiado de iluminacion artificial y a la alta prevalencia del jet-lag social. Por lo tanto, se
hace necesario disefiar herramientas practicas y no invasivas para monitorizar ritmos
circadianos marcadores pero también su principal sincronizador, el ciclo de luz-oscuridad, en
condiciones de vida libre. El objetivo de este trabajo fue mejorar las capacidades del
dispositivo de monitorizacién circadiana ambulatoria (ACM, Kronowise®) desarrollando un
algoritmo que permita determinar la intensidad de la luz, el horario y la estimulacién de luz
circadiana, diferenciando entre luz visible, luz circadiana, luz infrarroja, asi como discriminar

entre distintas fuentes de luz (natural, artificial con alto contenido infrarrojo, artificial con bajo
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contenido infrarrojo) en voluntarios en condiciones de vida libre. El dispositivo de ACM esta
provisto de tres sensores de luz: i) un sensor de amplio espectro (380-1100 nm); ii) un sensor
infrarrojo (700-1100 nm) y iii) un sensor equipado con un filtro azul que mimetiza la curva de
sensibilidad de la melanopsina y la curva de supresién de melatonina por luz. Para calibrar del
dispositivo de ACM, la luz solar y diferentes fuentes de luz comerciales se midieron a cuatro
distancias estandarizadas, tanto con un espectrorradiémetro (SPR) como con el dispositivo de
ACM. La herramienta desarrollada por CIE S 026/E:2018 se utilizd para calcular la estimulacion
melandpica a partir de los datos medidos por el SPR. Aunque la correlacidn entre los datos
brutos de iluminancia medidos con el ACM y el SPR eran bastante fuertes tanto para el
espectro completo (r = 0,946, p < 0,0001) como para el canal circadiano (r = 0,902, p < 0,0001),
se obtuvieron correlaciones aun mas fuertes (r = 0,997, p < 0,0001 y r = 0,998, p < 0,0001,
respectivamente) cuando las luces se clasificaron en tres grupos: natural, artificial con alto
infrarrojo y artificial con bajo infrarrojo, y se aplicaron las correspondientes correlaciones
lineales. Nuestros resultados muestran que el dispositivo de ACM provisto de los tres sensores
de luz y el algoritmo desarrollado en este estudio permiten una deteccidn exacta del tipo, la
intensidad y el horario de luz tanto para luz visible como circadiana, junto con la
monitorizaciéon simultanea de varios ritmos circadianos marcadores, que abren la posibilidad
de explorar la sincronizacion por luz en grandes grupo poblacionales mientras mantiene su

modo de vida habitual.

Capitulo 2. Efectos de la luz con alto y bajo contenido en azul sobre marcadores circadianos.
Relacidn entre inhibicion de melatonina y reflejo pupilar a la luz.

La via de entrada que lleva la sefal luminosa al sistema circadiano empieza en las células
ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs). Esta via de entrada, sin
embargo, no solo estd implicada en la sincronizacion del reloj central (nucleo
supraquiasmatico, SCN) sino que también es parcialmente responsable del reflejo pupilar a la
luz (PLR). De entre todas las vias de salida del sistema circadiano, la secrecion de melatonina es
la mejor caracterizada. La sintesis de esta indolamina se suprime por acciéon de la luz,
especialmente de aquellas longitudes de onda entre 460 y 480 nm. El modo de vida de las
sociedades modernas ha dado lugar a la aparicion de la disfunciéon circadiana o
cronodisrupcién, que esta asociada con varios problemas de salud. La importancia de estas
circunstancias hace esencial entender los efectos del espectro y la intensidad de la luz en
marcadores circadianos. El principal objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la
temperatura de color de la luz en dos marcadores circadianos: inhibicién de melatonina y

reflejo pupilar a la luz en personas jovenes y ancianas. Ademas, también investigamos el
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modelo tedrico de inhibicion de melatonina cuyas predicciones se ajusten mejor a nuestros
resultados. Para ello, dieciséis voluntarios jovenes y ocho ancianos fueron reclutados para
participar en este estudio, y dos luces experimentales de diferente temperatura de color
correlacionada (CCT) fueron empleadas (3000 K y 5700 K). La primera semana de estudio, los
voluntarios llevaron un dispositivo de monitorizacién circadiana ambulatoria (ACM):
Kronowise® para medir sus patrones habituales de exposicion a luz. Para llevar a cabo la
prueba de supresidon de melatonina, se dio instrucciones a los participantes para seguir el
protocolo de inicio de melatonina bajo luz tenue (DLMO) en su propia casa. EL mismo dia de
las dos semanas siguientes, fueron sometidos al protocolo de inhibicion de melatonina en el
laboratorio, llevando a cabo un disefo cruzado y aleatorizado para cada tipo de luz. El
protocolo para medir el reflejo pupilar a la luz fue adaptado de Park et al. (2011), aplicando un
estimulo luminoso de 1 segundo. Las respuestas pupilares a los 6 segundos (6S-PIPR) y a los 30
segundos (30S-PIPR) después del estimulo fueron medidas, al igual que el diametro pupilar
minimo y la velocidad de contraccién. Nuestros resultados produjeron supresion de
melatonina significativa bajo ambas condiciones de luz en comparacién con la condicion de luz
tenue (41,7 %, p < 0,001, t de Student = 6,687, grados de libertad = 21 para la luz de 5700 K, y
33,3 %, p < 0,005, t de Student = 3,852, grados de libertad = 21, para la luz de 3000 K), de
acuerdo con las predicciones de los modelos tedricos (47 % para la luz de 5700 Ky 44 % para la
luz de 3000 K). Ademas, la luz de 5700K produjo una mayor contracciéon en 6S-PIPR (82,8 %
para la luz de 5700 K vs. 87,5 % para la de 3000 K, p < 0,001, F = 18,123, grados de libertad =
22), y descubrimos que en los participantes ancianos, el didmetro minimo fue menor (59,1 %
vs. 68,5 % para los jovenes, p < 0,005, F = 12,157, grados de libertad = 1) y la velocidad de
contraccion, mas rapida (35,0 % vs. 26,3 % para los jovenes, p < 0,005, F = 12,683, grados de
libertad = 1) en comparacion con los jovenes. Nuestros resultados confirmaron que incluso la
luz con menor contenido en radiacién azul produjo inhibicién de melatonina significativa. Por
otro lado, mayor contenido en luz azul produjo mayor contraccidn en la respuesta pupilar
después del estimulo luminoso que estd regulada por las ipRGCs. En conclusién, ambas
técnicas son utiles para analizar el impacto de la luz en el sistema circadiano, ya que

proporcionan informacion diferente y complementaria.

Capitulo 3. Un nuevo método integral para evaluar fuentes de iluminacién artificial basado
en caracteristicas fisicas y en marcadores bioldgicos y psicolégicos.

Hoy en dia, se sabe que el correcto funcionamiento del sistema circadiano, incluyendo el
mantenimiento del perfil de secrecidon de melatonina, requiere tanto exposicidn a luz brillante

durante el dia como oscuridad durante la noche. Sin embargo, pardmetros como la intensidad,
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el espectro, el horario y la duracién de la exposicion a la luz tienen efectos sobre el sistema
circadiano. No obstante, solo recientemente hemos empezado a conocer los efectos dafiinos
para la salud humana causados por la cronodisrupcidon o el desajuste del orden temporal
interno. Ademas, el confort subjetivo también deberia ser una variable a tener en cuenta,
puesto que ya en 1941, se definieran niveles altos y bajos de iluminacidon a los cuales la luz era
considerada “agradable” para cada temperatura de color. El objetivo de este estudio fue
desarrollar un método practico para evaluar fuentes de iluminacién artificial, basandose no
solo en su potencia espectral y, por lo tanto, la correspondiente activacion de los
fotorreceptores circadianos, sino también en la discriminacion cromatica, el confort y los
efectos circadianos. El protocolo fue dividido en tres partes: la primera consistié en un analisis
fisico de las fuentes de luz, donde el espectro y la intensidad en irradiancia se midieron con un
espectrorradidmetro. Se emplearon las siguientes fuentes de luz: LED de 5700 K, LED de 3000
K, LED ambar, cuatro configuraciones diferentes de LEDs monocromaticos rojo-verde-azul
(RGB) y cuatro configuraciones de rojo-verde-violeta (RGV) generadas con un prototipo del
Laboratorio de Cronobiologia, ldmpara de vapor de mercurio, ldmpara incandescente vy
lampara fluorescente. Se utilizaron 8 cartas Munsell de colores estandar (7.5R 6/4, 5Y 6/4, 5GY
6/8,2.5G 6/6, 10BG 6/4, 5PB 6/8, 2.5P 6/8, 10P 6/8) para realizar la segunda parte del método:
los test subjetivos y de discriminacidon cromatica, donde un voluntario tenia que permanecer
sentado en una habitacion completamente blanca identificando las cartas de color bajo las
diferentes fuentes de luz. También se requeria que respondiera a un cuestionario sobre el
confort que le producia la luz y el momento del dia preferido para su uso. El ultimo paso
consistié en medir el efecto de la fuente de luz sobre dos marcadores circadianos: la inhibicion
de melatonina y el reflejo pupilar a la luz, empleando para ello los protocolos utilizados en el
capitulo 2. Nuestros resultados demuestran que el método propuesto en este estudio es una
herramienta adecuada para evaluar los efectos de cualquier fuente de iluminacién en el
sistema circadiano, puesto que aborda la valoracidon desde tres perspectivas diferentes que
son complementarias e interdependientes, y ademas considera tanto variables objetivas como

subjetivas.

Capitulo 4. Efectos del cambio horario sobre los ritmos circadianos humanos y la curva de
respuesta de fase a la luz.

Varios estudios han investigado la relacién del cambio horario (DST) con las alteraciones del
suefio, las enfermedades psiquiatricas, los problemas cardiovasculares y el comportamiento.
Sin embargo, muy pocos han monitorizado a los participantes mientras mantenian su estilo de

vida habitual antes y después de los cambios de hora. Teniendo en cuenta que las transiciones
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DST modifican el comportamiento humano y, por lo tanto, sus patrones de exposicidn a la luz,
el objetivo de este estudio fue investigar esa relacidn considerando también el suefio y la curva
de respuesta de fase humana a la luz. Para hacer eso, se reclutaron ocho adultos sanos para
controlar su actividad, temperatura, suefio y exposicion a la luz utilizando un dispositivo de
monitorizacién circadiana ambulatoria: Kronowise®. El registro de datos comenzd una semana
antes de cada transicion DST y termind una semana después. A continuacion, se utilizé el
software Kronoware 10.0 para obtener los siguientes pardmetros: la hora central del periodo
de tiempo de las cinco horas de maxima temperatura de la muneca (M5) y de las cinco horas
de minimo tiempo en movimiento (L5), asi como el inicio del suefio, el final del suefio, la
duracion del suefio y la intensidad de luz. La hora de M5 de la temperatura de la mufieca se
empleé como tiempo circadiano 0 h, y las ondas medias diarias de intensidad de luz se
calcularon vy filtraron usando la curva de sensibilidad de secrecién de melatonina a la luz.
Después de eso, el equilibrio entre los avances y los retrasos de la curva de respuesta de fase a
la luz se calculd individualmente antes y después de ambas transiciones DST. Para evaluar la
desincronizacion interna, se compard la hora de M5 de temperatura de la mufieca y L5 de
tiempo en movimiento. Nuestros resultados mostraron que después de la transicién de marzo
no hubo diferencias significativas en los pardmetros del suefio, pero después del cambio de
octubre, los participantes se despertaron mas de una hora mas tarde que antes (p <0,005, t = -
5,132, DF = 7), y durmieron 1,09 horas mas (p <0,05, t = -3,017, DF = 7). Ademas, la hora de M5
tendié a avanzar después del cambio horario de marzo, a diferencia de la transicién de
octubre, donde la hora de M5 tendié a retrasarse en 0,42 horas, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Sobre el efecto de la exposicion a la luz en la fase
circadiana calculada a partir de las curvas de respuesta de fase, antes de la transicidon de
primavera, el area bajo la curva de los avances de fase ascendié a una cantidad de 246 + 37
(unidades arbitrarias), mientras que después del cambio de tiempo aumentaron con un total
de 276 + 42 (unidades arbitrarias) (p = 0,6, t = -0,464, DF = 7). Lo mismo ocurrié con los
retrasos de fase, antes del horario de verano ascendieron a 410 + 64 (unidades arbitrarias), y
luego aumentaron a 465 + 59 (unidades arbitrarias), aunque las diferencias no fueron
significativas (p = 0,5, t = -0,635, DF = 7). Por el contrario, durante el cambio de otofio, lo mas
notable fue la disminucidn en los avances de fase después del cambio horario en comparacion
con la semana anterior, de 302 + 57 (unidades arbitrarias) a 231 + 59 (unidades arbitrarias). Sin
embargo, las diferencias no fueron significativas (p = 0,3, t = 1,094, DF = 7). Con respecto a la
desincronizacion interna, el cambio de marzo produjo una desincronizacion mas alta que la
transicion de octubre, especialmente a lo largo de la hora de L5 del tiempo en movimiento.

Estos resultados muestran que durante ambas transiciones, la exposicion a la luz de la mafiana

195



(en la zona de avance de fase) es la mas influenciada por la nueva hora local, probablemente

porque durante la tarde y la noche, el uso de iluminacién artificial es predominante

independientemente del cambio de hora. Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio que

monitoriza la exposicidon personal a la luz en participantes en condiciones naturales antes y

después de los cambios horarios. Nuestros resultados reflejan que la transicién de marzo actua

como un avance de fase y la adaptacion es mas dificil que la transicion de octubre, ya que

representa un retraso de fase, que es la tendencia natural del marcapasos central circadiano.

Ademas, nuestros hallazgos reflejan la gran influencia de la iluminacién artificial en los cambios

de fase.

CONCLUSIONES

1.

Kronowise® es un dispositivo de monitorizacidon circadiana ambulatoria preciso y
sensible para evaluar la exposicién a luz de diferentes espectros.

El algoritmo desarrollado en esta Tesis Doctoral ha demostrado su validez para calcular
directamente a partir de los datos de Kronowise® la exposicion a luz visible y
circadiana, asi como para discriminar diferentes tipos de luz.

Un aumento en la temperatura de color de fuentes de iluminacién comerciales
produce un aumento en la inhibicién de melatonina y una mayor contraccién pupilar
independientemente de la edad de los sujetos.

La inhibicion de melatonina y el reflejo pupilar a la luz no se correlacionan a nivel
individual. Por lo tanto, cada una de estas técnicas proporciona informacion
complementaria sobre el impacto de las fuentes de luz en marcadores circadianos, y
ambas deberian ser empleadas cuando se estudien los efectos circadianos de una luz.
El método de evaluacién desarrollado en esta Tesis Doctoral constituye una
herramienta integral para evaluar los efectos circadianos de cualquier fuente de luz, ya
que incluye variables objetivas y subjetivas, asi como medidas fisicas y bioldgicas.

El cambio horario de marzo produce mayores alteraciones que el de otofio, avanzando
y desincronizando los ritmos de temperatura de la piel y de actividad. EI cambio
horario de octubre, por el contrario, es comparable a un retraso de fase, y tiende a
retrasar dichos ritmos y a mantener niveles similares en los avances y retrasos
provocados por la exposicion personal a luz. Este hecho hace que la adaptacién al
horario de invierno sea mas facil, ya que el retraso es la tendencia natural del sistema

circadiano humano.

196



7. Los seres humanos pasan la mayor parte de su tiempo en interiores, utilizando luz
artificial, y esto se refleja en las minimas diferencias que aparecen en los avances y
retrasos antes y después de los cambios horarios. Este hecho deberia ser tenido en
cuenta cuando se estudien situaciones que produzcan cronodisrupcion y sus efectos, y

se tomen decisiones con respecto a ellas.

CONCLUSIONES GENERALES

Tanto la luz natural como la iluminacién artificial tienen efectos sobre el sistema circadiano
humanos, y esta ultima es constituye una importante variable a considerar. Los sensores de luz
de Kronowise® y nuestro algoritmo son herramientas Utiles para evaluar estos efectos en
condiciones de vida libre y en situaciones que puedan producir cronodisrupcién, como los
cambios horarios. El desarrollo de protocolos y medidas integrales y no invasivos nos ayudara
a profundizar en el entendimiento de la sincronizacién circadiana y los mecanismos implicados

en la cronodisrupcion.
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OBJECTIVES

The main objective of this Doctoral Thesis was to investigate the effects of light, both natural
and artificial, on the human circadian system. To do that, the following specific objectives were

established:

1. To improve and validate new features of Kronowise® to allow the non-invasive
recording of full visible and circadian light under free-living conditions.

2. To develop an algorithm to differentiate between natural and artificial light exposure
as well as to calculate the precise full visible and circadian photostimulation.

3. To determine the influence of light correlated color temperature (CCT) on two
circadian markers: melatonin inhibition and pupillary light reflex in young and aged
people.

4. To explore the possible relationship between inhibition of melatonin secretion and
pupil light reflex.

5. To develop a practical method to evaluate artificial lighting sources, based not only on
their spectral power and thus, the corresponding activation of circadian
photoreceptors, but also on chromatic discrimination, comfort and effects on circadian
markers, such as melatonin inhibition and pupil light reflex on healthy volunteers.

6. To investigate the effects of a chronodisruptive situation, as March and October
daylight saving time transitions, on circadian synchronization, in accordance to the

phase response curve to light under real life conditions.

Chapter 1. Determining light intensity, timing and type of visible and circadian light from an

ambulatory circadian monitoring device

During last decades, the way of life in modern societies has deeply modified the temporal
adjustment of the circadian system, mainly due to the inappropriate use of artificial lighting
and the high prevalence of social jet-lag. Therefore, it becomes necessary to design non-
invasive and practical tools to monitor circadian marker rhythms but also its main
synchronizer, the light-dark cycle under free-living conditions. The aim of this work was to
improve the ambulatory circadian monitoring device (ACM, Kronowise®) capabilities by
developing an algorithm that allows to determine light intensity, timing and circadian light
stimulation by differentiating between full visible, infrared and circadian light, as well as to
discriminate between different light sources (natural and artificial with low and high infrared

composition) in subjects under free living conditions.
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The ACM device is provided with three light sensors: i) a wide-spectrum sensor (380-1100 nm);
ii) an infrared sensor (700-1100 nm) and iii) a sensor equipped with a blue filter that mimics
the sensitivity curve of the melanopsin photopigment and the melatonin light suppression
curve. To calibrate the ACM device, different commercial light sources and sunlight were
measured at four different standardized distances with both a spectroradiometer (SPR) and
the ACM device. CIE S 026/E:2018 toolbox software was used to calculate the melanopic
stimulation from data recorded by SPR. Although correlation between raw data of luminance
measured by ACM and SPR was strong for both full spectrum (r = 0.946, p < 0.0001) and
circadian channel (r=0.902, p < 0.0001), even stronger correlations were obtained when light
sources were clustered in three groups: natural, infrared-rich artificial light and infrared-poor
artificial light, and their corresponding linear correlations with SPR were considered (r = 0.997,

p<0.0001 and r=0.998, p < 0.0001, respectively).

Our results show that the ACM device provided with three light sensors and the algorithm
developed here allow an accurate detection of light type, intensity and timing for full visible
and circadian light, with simultaneous monitoring of several circadian marker rhythms that will
open the possibility to explore light synchronization in population groups while they maintain

their normal lifestyle.

Chapter 2. Effects of high and low blue light content on circadian markers. Relation with

melatonin inhibition and pupil light reflex

The input pathway carrying the light signal to the circadian system starts at the intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs). This way is involved not only in the
synchronization of the central clock (suprachiasmatic nuclei, SCN) but also is in part
responsible of the pupil light reflex (PLR). Among output pathways of circadian system,
melatonin secretion is the best characterized. The synthesis of this indolamine is suppressed
by light, especially by those wavelengths between 460 and 480 nm. Lifestyle in modern
societies has leaded to the emergence of circadian dysfunction or chronodisruption that is
associated with several health issues. The importance of these circumstances makes essential
to understand the effects of light intensity and spectra on circadian markers. The main
objective of this work was to determine the influence of light color temperature on two
circadian markers: melatonin inhibition and pupillary light reflex in young and aged people.
Furthermore, we aimed to investigate the best theoretical model that fits its prediction to our
results. To do that, 16 young and 8 elder volunteers were recruited to participate in this study,

and two lighting conditions of different correlated color temperature (CCT) were used (3000 K
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and 5700 K). The first week of the study, volunteers wore an ambulatory circadian monitoring
device (ACM): Kronowise® to measure their usual light exposure patterns. To perform the
melatonin suppression test, participants were instructed to follow a dim light melatonin onset
protocol at home. The same day of the two following weeks they were subjected to the
melatonin inhibition protocol at the laboratory performing a crossed and randomized design
for each type of light. The protocol to measure pupil light reflex (PLR) was adapted from Park
et al. (2011), providing a light stimulus of 1 second. Post illumination pupil responses 6 seconds
(6S-PIPR) and 30 seconds (30S-PIPR) after stimulus were measured, as well as minimum pupil
diameter and velocity of contraction. Our results yielded significant melatonin suppression
under both lighting conditions in comparison with the dim light one (41.7 %, p < 0.001,
Student’s t = 6.687, DF = 21 for 5700 K light, and 33.3 %, p < 0.005, Student’s t = 3.852, DF = 21,
for 3000 K light). Besides, the 5700 K light produced a higher contraction in 6S-PIPR (82.8 % for
5700 K vs. 87.5 % for 3000 K, p < 0.001, F = 18.123, DF = 22), and we found that in elder
participant the minimum diameter was lower (59.1 % vs. 68.5 % for youngsters, p < 0.005, F =
12.157, DF = 1) and the velocity faster (35.0 % vs. 26.3 % for youngsters, p < 0.005, F = 12.683,
DF = 1) in comparison with youngsters. We confirmed that even the light condition with less
content in blue radiation produced significant melatonin suppression. On the other hand,
higher content in blue spectrum produced higher contraction in the PIPR regulated by ipRGCs.
In conclusion, both PLR and melatonin suppression can be useful techniques to analyze light

impact on circadian system since they provide different and complementary information.

Chapter 3. A new integrative method to evaluate artificial lighting sources based on physical

characteristics and biological and psychological markers

At present, it is well known a healthy circadian system, including maintaining the melatonin
secretion profile, demands both bright light exposure during the day and dark at night.
Nevertheless, parameters such as intensity, spectrum, timing and duration of exposure to light
have effects on the circadian system (Rea, Figueiro, & Bullough, 2002). However, we have only
recently begun to know the harmful effects for human health caused by chronodisruption or
internal order impairment. Moreover, subjective comfort is also a variable to consider since in
1941, it already was a matter of study. A. A. Kruithof (1941) defined high and low levels of
illumination at which light was considered “pleasing” for every correlated color temperature
(CCT). The objective of this study was to develop a practical method to evaluate artificial light
sources, based not only on their spectral power and thus, the corresponding activation of

circadian photoreceptors, but also chromatic discrimination, comfort and circadian effects. The
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protocol was divided in three steps: the first one consisted of a physical analysis of lighting
sources, were spectra and intensity in irradiance of light sources were measured with a
spectroradiometer. The following lights were employed: 5700K LED, 3000K LED, amber LED,
four different configurations of red-green-blue (RGB) LEDs and four configurations of red-
green-violet (RGV) LED generated with a prototype made in the Chronobiology Laboratory
(Cronolab) composed by LED strips, mercury vapor, incandescent, and fluorescent bulbs. Eight
standard Munsell color cads (7.5R 6/4, 5Y 6/4, 5GY 6/8, 2.5G 6/6, 10BG 6/4, 5PB 6/8, 2.5P 6/8,
10P 6/8) were used to perform the second step of this method: the chromatic discrimination
and subjective tests, where a volunteer had to remain seated in a completely white room
identifying the color cards under the different light sources. They also had to answer a
guestionnaire about light comfort and preferred moment to use each light. The final step
consisted of measuring the effect of a light source on two circadian markers: melatonin
inhibition and pupil light reflex, using the protocols employed on Chapter 2. Our results proved
the method here proposed is an adequate tool to evaluate the effects of any light source on
the circadian system, since it focuses the assessment from three different approaches that are

complementary and interdependent and considers both objective and subjective variables.

Chapter 4. Effects of daylight saving time transitions on human circadian rhythms and phase

response curve to light

Several studies have investigated the relationship of daylight saving time (DST) with sleep
alterations, psychiatric illness, cardiovascular issues and behavior. However, very few have
monitored participants while maintaining their usual lifestyle before and after DST.
Considering that DST transitions modify human behavior and, therefore, their lighting
exposure patterns, the aim of this study was to investigate that relationship considering also
sleep and the human phase response curve to light. To do that, eight healthy adults were
recruited to monitor their activity, temperature, sleep and light exposure by wearing an
ambulatory circadian monitoring device: Kronowise®. Data recording started one week before
each DST transition and finished one week after it. Then, Kronoware 10.0 software was used to
obtain the following parameters: midtime of the five hours of maximum wrist temperature
(M5) and of the five hours of minimum time in movement (L5), as well as sleep onset, sleep
offset, sleep duration and light intensity. Time of M5 of wrist temperature was employed as
circadian time 0 h, and daily mean waveforms of light intensity were calculated and filtered
using the sensitivity curve of melatonin secretion to light. After that, the balance between

advances and delays of the phase response curve to light were calculated individually before
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and after both DST transitions. To assess internal desynchronization, the time of M5 of wrist
temperature and L5 of time in movement were compared. Our results showed that after
March DST transition there was no significant differences in sleep parameters, but after
October shift participants woke up more than one hour later than before (p < 0.005, t = -5.132,
DF = 7), and they slept 1.09 hours more (p < 0.05, t = -3.017, DF = 7). Moreover, time of M5
tended to advance after March DST, unlike during October DST transition, where time of M5
tended to delay by 0.42 hours, although differences were not statistically significant. About the
effect of light exposure on circadian phase calculated from phase response curves, before
spring transition, the area under the curve of phase advances ascended to an amount of 246 +
37 (arbitrary units), while after time change they became higher with a total of 276 + 42
(arbitrary units) (p = 0.6, t = -0.464, DF = 7). The same occurred with phase delays, before DST
they ascended to 410 * 64 (arbitrary units), and after, they increased to 465 * 59 (arbitrary
units), although differences were not significant (p = 0.5, t = -0.635, DF = 7). On the contrary,
during autumn change the most remarkable thing was the decrease in phase advances after
DST in comparison with previous week, from 302 + 57 (arbitrary units) to 231 + 59 (arbitrary
units). However, differences were not significant (p = 0.3, t = 1.094, DF = 7). With respect to
internal desynchronization, March DST change produced a higher desynchronization than
October transition, especially along time of L5 of time in movement. These results show that
during both DST transitions, the morning light exposure (in the phase advance zone) is the
most influenced by the new local time, probably because during the afternoon and night, the
use of artificial lighting is predominant regardless the time shift. Up to our knowledge, this is
the first study monitoring personal light exposure in participants under natural conditions
before and after DST transitions. Our results reflects that March DST transition acts as a phase
advance and adaptation to it is more difficult than to October transition, since it represents a
phase delay, which is the natural tendency of circadian central pacemaker. Moreover, our

findings reflect the great influence of artificial lighting on phase shifts.

CONCLUSIONS

1. Kronowise® constitutes a reliable and sensitive ACM device to assess light exposure of
different spectra.

2. The algorithm developed in this PhD Thesis has proved its validity to directly calculate
from Kronowise® data visible and circadian light exposure, as well as to discriminate

among different light types.
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3. An increase in color temperature of commercial light sources produce an increase in
melatonin inhibition and a greater pupil contraction regardless of the age of subjects.

4. Melatonin inhibition and PLR are not correlated at individual level. Thus each
technique provides complementary information on the impact of light sources on
circadian markers and both should be employed in the evaluation of circadian effects
of a light.

5. The method developed in this PhD Thesis is an integrative tool to evaluate the
circadian effects of any light source, since it includes objective and subjective variables,
as well as physical and biological measurements.

6. March daylight saving time transition is more disruptive than the autumn one,
advancing and desynchronizing skin temperature and activity rhythms. October
transition, on the contrary, is comparable to a phase delay, and tended to delay those
rhythms and to maintain similar levels of advances and delays provoked by personal
light exposure. This fact makes transition into winter time easier, since delaying is the
natural tendency of the human circadian system.

7. People spend most of their time indoors using artificial lighting, and this is reflected in
the minimal differences on phase advances and delays before and after daylighting
saving time transitions, and the high differences between personal light and sun light.
This fact should be considered when studying chronodisruptive conditions and their

effects, and when making decisions about them.

GENERAL CONCLUSIONS

Both natural and artificial lighting have an effect on the human circadian system, and this
latter constitutes an important variable to consider. Kronowise® light sensors and our
algorithm are useful tools to assess these effects under free living conditions and in
chronodisruptive situations, such as daylight saving time transitions. The development of
integrative and non-invasive protocols and measurements will help us to deep in

understanding of circadian adjustment and mechanisms involved in chronodisruption.
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