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DESCRIPCION
Dispositivo para prevenir alteraciones del ritmo circadiano
Area del invento

El presente invento se refiere a dispositivos para el mantenimiento del ritmo circadiano en un sujeto. El presente
invento se refiere ademas a la normalizacién de los niveles de expresion génica de los genes que exhiben un patrén
de expresion con un ritmo circadiano en un sujeto expuesto a la luz en la noche. El presente invento se refiere
ademas a la normalizacién de los niveles de melatonina y glucocor-ticoides en un sujeto expuesto a la luz en la
noche.

Antecedentes del invento

Aproximadamente el 25% de la fuerza laboral en América del Norte esta involucrada en trabajo fuera del horario
habitual durante las horas diurnas . Trabajos anteriores han demostrado que el trabajo nocturno, sobre todo el
trabajo por turnos rotativos, puede tener efectos perjudiciales, tanto a corto como a largo plazo en comparacion con
el trabajo en turno de dia. A corto plazo ha Q/ una mayor incidencia de accidentes y rendimiento laboral deficiente
debido a la reduccion del estado de alerta, “, mientras que en a Iargo plazo existe un mayor riesgo de varias formas
de cancer, como el de mama, préstata y carcmoma colorrectal En estos trabajadores por turnos rotativos
cronicos también se ha observado un aumento de la incidencia de obeS|dad enfermedad cardiaca y trastornos
psicosomaticos relacionados con el estrés '"'®. Estos efectos adversos para la salud estan fuertemente conectados
a la interrupcion del ritmo circadiano, debldo a la exposicion a la luz brillante durante la noche. Los ritmos
circadianos exhiben un patréon de mas o menos 24 horas y se observan en varias funciones fisioldgicas incluyendo,
pero no limitado a, ciclo vigilia/suefio, tiempos de alimentacion, el estado de animo, el estado de alerta, la
proliferacion celular e incluso la expresion génica en diversos tipos de tejidos %16 Estos ritmos estan regulados por
el reloj circadiano principal que se encuentra en el ndcleo supraquiasmatico (NSQ). Un regulador clave utilizado por
el NSQ es la neurohormona melatonina, que con frecuencia es llamada hormona de la oscuridad "’

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es la hormona principal de la glandula pineal y actia como mediador en
muchas funciones bioldgicas, en particular la sincronizacion de funciones fisioldgicas que estan controladas por la
duracion de la luz y de la oscuridad. La melatonina se sintetiza a partir del triptéfano a través de la serotonina, que
es N-acetilada por la enzima N-acetil transferasa o NAT y, a continuacidon metilado por la hidroxiindol-0-metil
transferasa. La enzima NAT es la enzima limitante de la velocidad de la sintesis de melatonina, y se incrementa por
la norepinefrina en las terminaciones nerviosas simpaticas en la glandula pineal. La norepinefrina se libera de noche
o en la fase de oscuridad a partir de estas terminaciones nerviosas. Por lo tanto, la secrecién de melatonina esta
controlada principalmente por las fases de luz y oscuridad.

La melatonina es segregada por la glandula pineal con un ritmo diurno, con un pico en la noche y su secrecion es
muy sensible a la luz. La exposicion a la luz nocturna suprime significativamente la secrecion de melatonina 1820
Curiosamente, el efecto supresor de la luz sobre la melatonina varia con diferentes longitudes de onda, 'y e la luz de
longitudes de onda relativamente cortas (entre 420 a 520 nm) tiene el efecto supresor mas pronunciado . Se ha
mostrado que la melatonina tiene varias funciones, como regulacién cronobidtica, inmunomodulacion, efectos
antioxidantes, la regulacion de la época de reproduccion estacional y efectos oncostaticos 230 | os efectos
oncostaticos de la melatonina se han demostrado in vitro y en estudios en animales mostrando que la ex 05|C|on
constante a la luz promueve significativamente la carcinogénesis, debido a la supresion de la melatonina 2 *. Por lo
tanto, la supresion de la melatonina por la luz brillante nocturna se ha propuesto como un mediador clave de los
efectos adversos del trabajo por turnos rotativos.

Ademas, la luz durante la noche interrumpe muchas otras redes endocrinas, especialmente glucocorticoids ¥ Los
glucocorticoides son una clase de hormonas esteroides producidos en la corteza de las glandulas suprarrenales. El
cortisol es el glucocorticoide humano mas importante y se asocia con una variedad de funciones cardiovasculares,
metabdlicas, inmunoldgicas, y homeostaticas. Los niveles elevados de cortisol estan asociados con una respuesta
de estrés. La luz induce la expresién de genes en la glandula suprarrenal a través del NSQ- sistema nervioso
simpatico y esta expresién génica se asocia con niveles de glucocorticoides plasméaticos y cerebrales elevados. La
cantidad de cortisol en el suero generalmente muestra una variacion diurna, con los niveles mas altos durante la
madrugada, y los niveles mas bajos durante la noche. La magnitud de la liberacién de glucocorticoides por la luz es
también dependiente de la dosis y correlacionada con la intensidad de la luz. La secrecion de glucocorticoides
inducida por la luz y dependiente del reloj puede servir como una funcién adaptativa para ajustar el metabolismo
celular a la luz en el ambiente nocturno, pero también ilustra la presencia de estrés en respuesta a la iluminacion
nocturna. Glucocortlcmdes elevados plantean numerosos riesgos para la salud incluyendo la hipertension 2 los
trastornos pS|qU|atr|cos , los niveles elevados de azucar en la sangre, y la supresion del sistema |nmun|tar|o El
aumento de los niveles de glucocorticoides también se han relacionado con las tasas de proliferacion mas rapida de
varios carcinomas, especialmente el cancer de mama %35 | os niveles elevados de cortisol durante el embarazo se
asocian ademas con el sindrome metabdlico en la descendencia. Los estudios epidemiolégicos realizados en
diversas poblaciones han demostrado una asociacion entre el bajo peso al nacer y el desarrollo posterior de
hipertension, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular *. Esta asociacion parece ser
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independiente de factores clasicos de riesgo de estilo de vida en el adulto ¥ Como explicacion, se ha propuesto que
un estimulo o insulto actuando durante los periodos criticos del crecimiento y desarrollo altera permanentemente la
estructura del tejido y de la funcién, un fenémeno denominado "programacion fetal". Curiosamente, hay pruebas de
que este fendmeno no se limita a la progenie de primera generacion y los efectos de la programacién pueden
persistir en las generaciones posteriores. Los estudios epidemiolégicos en humanos sugieren efectos
intergeneracionales en el peso al nacer, los factores de riesgo cardiovascular y diabetes tipo 2. Del mismo modo, se
han reportado efectos transgeneracionales en el peso al nacer, la tolerancia a la glucosa, la tension arterial, y el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal en modelos animales. Una de las hipotesis principales para explicar la programacion
fetal invoca la sobreexposicion del feto a glucocortlcmdes . Los glucocortlcmdes ejercen efectos organizacionales a
largo plazo y regulan el desarrollo y la maduraciéon de érganos De hecho, los glucocorticoides son utlllzados
terapéuticamente en el periodo perinatal para alterar la tasa de madura0|0n de 6rganos como el gulmon “E
tratamiento con glucocorticoides durante el embarazo reduce el peso al nacer en animales y humanos Ademas
los niveles de cortisol estan aumentados en fetos humanos con retraso del crecimiento intrauterino o en embarazos
complicados por preeclampsia, lo que puede reflejar una respuesta de estrés en el feto 4 Se ha demostrado que las
ratas expuestas a dexametasona (glucocorticoide sintético) durante el ultimo terC|o del embarazo tienen bajo peso al
nacer y desarrollan hipertension e intolerancia a la glucosa en la edad adulta *°

Las propiedades cronobidticas de la melatonina pueden sincronizar los ritmos circadianos en general. En la ausencia
de melatonina puede haber desincronizacion del reloj bioldégico debido a que la fase o el momento de procesos
fisiolégicos no estan alineados con las sefales temporales externas. Un ejemplo es el tiempo marcadamente
retrasado de inicio y final del suefio en pacientes con sindrome de retraso de fase del suefio (SRFS), que no
corresponde a las horas habituales de suefio y actividad. Estos individuos presentan pobre estado de alerta y
rendimiento psicomotor cuando se les hace ajustarse a los tiempos convencionales de actividad. Ademas, la falta de
alineacion subyacente del ritmo circadiano a menudo puede manifestarse como trastornos psicologicos manifiestos
que van desde la depresion subsindrome a la depresion mayor.

La presencia de depresion en poblaciones con SRFS ha sido reportada previamente 9 El SRFS se caracteriza por
insomnio del inicio del suefio, donde el paciente puede pasar largas horas antes de poder conciliar el suefio. Es un
trastorno del ritmo circadiano, causado por un reloj biolégico central desincronizado. Se ha informado que los
pacientes con SRFS mostraron caracteristicas emocionales como baja autoestima, nerviosismo y falta de control de
la expresion emocional. Estas caracteristicas pueden empeorar el aislamiento social, causando una pérdida de las
sefiales sociales en la sincronizacién del ritmo circadiano. Por lo tanto, el desplazamiento de fase se hace mas
profundo y continua el circulo vicioso.

Ademas de los trastornos psicolégicos en personas con mala alineacion del rltmo circadiano, la presencia de la
depresion también se ha sefialado en secretores bajos de melatonina. Wetterberg postuldé que baja secrecion de
melatonina puede ser un marcador biolégico para la susceptibilidad a la depresion enddgena. Los sintomas clinicos
de depresion vistos en sus pacientes incluian insomnio, retraso psicomotor, mala memoria y concentracion y
pensamientos suicidas. Varios estudios realizados en los ultimos afios también han demostrado que tanto la
amplitud como el ritmo de secrecién de melatonina estan alterados en pacientes que sufren de depresién unipolar,
asi como en pacientes que sufren de trastorno afectivo blpolar

Tales alteraciones del ritmo y patologias asociadas son una gran preocupacion no soélo en los adultos, sino también
en los adolescentes *°. Dado su sistema hormonal post-pubescente en constante cambio, junto con las demandas
multifacéticas socnales y la mala higiene deI suefo, los trastornos del ritmo circadiano pueden presentar una
amenaza significativa al bienestar general . Aunque limitada en numero, la investigacién epidemiolégica y clinica
del suefio en los adolescentes muestra tendencias alarmantes Un importante estudio demostré que los
adolescentes necesitan 8,5 a 9,25 horas de suefio por noche °°. Los mismos investigadores, en una encuesta de
3.120 estudiantes de secundaria, encontraron que aquellos que reportaron calificaciones de suficiente e insuficiente
dormian 25 minutos menos en las noches de la semana que los que reportaron calificaciones de matricula de honor,
sobresaliente y notable *°. Una encuesta de 3.400 estudiantes de secundaria en Ontario, Canada mostro que 47,3%
de los estudiantes dormlan menos de 8 horas en las noches de la semana y 60 - 70% informaron que a menudo
estaban rendidos de suefio entre Ias 8 y las 10 de la mafiana, creando preocupacion sobre la hora de inicio de las
clases y los horarios académicos °’. El mismo estudio encontré una relacion lineal positiva entre el aumento de la
"somnolencia" durante el dia y la dlsmlnu0|on del rendimiento académico y extracurricular. Estos resultados indican
un problema de salud y de impacto en el rendimiento escolar potencialmente significativo. Los resultados del estudio
sugieren que de los aproximadamente 2 millones de canadienses de 14 a 18 afios de edad, podria haber hasta
115.000 adolescentes con trastornos del suefio no reconocidos y al menos 975.000 con una privacion de suefio
S|gn|f|cat|va una parte importante de estos trastornos del suefio puede ser atribuida a la perturbacién del ritmo
circadiano °’. Estos hallazgos subrayan la necesidad de rectificar la alineacion errénea del ritmo circadiano en los
adolescentes para ayudar a estos individuos jovenes a conseguir todo su potencial.

La exposicion a la luz brillante durante la noche puede desincronizar el NSQ, el reloj circadiano principal
conduciendo a la falta de alineacién temporal de varias funciones fisioldgicas, resultando en mal estado de salud.

Uno de los principales enfoques adoptados para mejorar las condiciones asociadas con la interrupcion del ciclo
normal de luz-oscuridad incluye el arrastre de los ritmos circadianos a una fase tardia utilizando la terapia de luz
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brillante con la esperanza de aumentar el estado de alerta durante la noche y de inducir el suefio durante la mafiana

861 Sin embargo, al final del turno de noche la exposicion a la luz brillante sirve como un potente Zeitgeber,
anulando los efectos potencialmente beneficiosos de la intervencidn con luz brillante y negando el arrastre del ritmo
circadiano ®2. Ademas, la luz brillante administrada por la noche perturba el perfil circadiano natural de melatonina
del cuerpo impidiendo la secrecion de melatonina durante la noche. Estd emergiendo una cantidad sustancial de
evidencia basada en investigaciones para implicar posibles consecuencias a largo plazo de factores de riesgo
asociados con el trabajo por turnos incluyendo el aumento del riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares,
trastornos gastrointestinales y los trastornos del estado de animo y su morbilidad y mortalidad asociadas. Estudios
recientes implican la interrupcion de la secrecion de melatonina con estos factores de riesgo.

Como ejemplo de uno de estos enfoques conocidos, la patente de Estados Unidos 5.304.212 de Czeisler y
colaboradores ensefia un método para modificar el marcapasos circadiano enddgeno utilizando exposicién a la luz
en el momento adecuado.

La patente estadounidense 6.638.963 de Lewy y colaboradores ensefia un método para el tratamiento de trastornos
del ritmo circadiano incluyendo desincronizaciones relacionadas con el trabajo por turnos que implica la
administracion de melatonina, agonistas de melatonina o compuestos que estimulan la produccién de melatonina
endoégena. Este tipo de intervencion basada en la farmacologia se asocia inevitablemente con problemas de
cumplimiento (incluidos los problemas relacionados con las dificultades financieras) y los riesgos de efectos
secundarios.

La mayoria de las hormonas de tipo esteroide tienen una vida media corta, por lo que una dosis alta o multiples
dosis serian necesarias para imitar el aumento nocturno normal en un sujeto. La dosis apropiada para este tipo de
intervencion farmacéutica no se conoce y existe la posibilidad de efectos secundarios o toxicidad desconocida en
funcién de la pureza del producto de melatonina utilizada.

La patente de Estados Unidos 6.156.743 de Whitcomb ensefia un método para disminuir la fatiga en los seres
humanos que cambian sus horas de vigilia (por ejemplo, trabajadores del turno de noche) mediante la administracion
de una cantidad efectiva de hidrocortisona (es decir, cortisol farmacéutico). Aunque la administracion de
hidrocortisona puede estar asociada con el alivio a corto plazo de la fatiga, como como se ha discutido anteriormente,
niveles elevados de cortisol se asocian con un nimero de efectos adversos para la salud.

La solicitud de patente estadounidense numero de publicacion 2006/0119954 de Casper y colaboradores, que tiene
inventores en comun con la presente solicitud, proporciona un dispositivo para inhibir la supresion de la melatonina
bloqueando selectivamente la luz de longitud de onda inferior a 530 nm. Esta invencion esta dirigida a la inhibicién
de la supresion de la melatonina, pero no moderando la expresion de otros genes que exhiben un patréon de
expresion con un ritmo circadiano. Ademas, si bien por lo general se obtiene un nivel util de reconocimiento del color
con estos filtros, pueden dar a las imagenes transmitidas un "tono amarillo" y hacer que ciertos colores sean dificiles
de distinguir, en particular: blanco / gris / amarillo y azul / verde / negro.

Una publicaciéon de Phelps [J Phelps. Tratamiento oscuro del trastorno bipolar con lentes de color ambar para el
bloqueo de luz azul, Med Hipdétesis (2007)] estudia el uso de gafas protectoras de color ambar durante la noche
como posible tratamiento para los enfermos de trastorno bipolar. Estas gafas protectoras transmiten una cantidad
limitada de luz: muy probablemente, menos del 50% de todas las longitudes de onda de la luz, y en general
bloquean todas las longitudes de onda de menos de aproximadamente 530 nm. Por consiguiente, tales gafas
protectoras limitan la capacidad de distinguir los colores, como se describe con respecto a Casper y colaboradores,
y no son adecuadas para muchas aplicaciones industriales. Ademas, mientras Phelps sugiere que los sintomas de
los pacientes bipolares pueden ser mejorados como resultado de los efectos del ritmo circadiano, esto es
especulativo y se basa en la informacién conocida en el area y la observacién de los sintomas de los sujetos
implicados en el estudio.

La patente estadounidense 4.878.748 de Johansen y colaboradores ensefia gafas de sol para el bloqueo de la luz
polarizada horizontalmente y la luz azul, bloqueando la luz entre 300 y 549 nm, pero también bloqueando
sustancialmente todas las longitudes de onda de la luz : se transmite menos del 50% de la luz con longitudes de
onda por encima del rango” bloqueado ". Johansen y colaboradores no se ocupan de los problemas asociados con
la disrupcién del ritmo circadiano sufrida por las personas expuestas a la luz en la noche. Los inventores de
Johansen y colaboradores estan preocupados con proteger la retina del dafio causado por la exposicién a luz diurna
de alta intensidad.

La patente de EE.UU. n °© 6.235.046 81 describe un dispositivo para el control del reloj circadiano que comprende un
filtro de hendidura en el rango de longitud de onda de aproximadamente 435 nm o un filiro de paso bloqueador de
azul.

Se necesita un método simple, eficaz y de bajo costo para prevenir los variados efectos adversos sobre la salud de
la exposicion a la luz por la noche, sin aumentar excesivamente la fatiga o reducir el estado de alerta.
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Resumen de lainvencion
La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para mantener el ritmo circadiano de un sujeto que
comprende bloquear sustancialmente de modo selectivo la exposicidn de la retina del sujeto a la luz de longitudes de
onda de menos de aproximadamente 490 nm durante la noche.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para mantener el ritmo circadiano de un sujeto que
comprende bloquear sustancialmente de modo selectivo la exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de
onda de menos de aproximadamente 480 nm durante la noche.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método para mantener el ritmo circadiano de un sujeto
que comprende bloquear sustancialmente de modo selectivo la exposicion de la retina del sujeto a la luz de
longitudes de onda de menos de aproximadamente 470 nm durante la noche.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método para mantener el ritmo circadiano de un sujeto
que comprende bloquear sustancialmente de modo selectivo la exposicion de la retina del sujeto a la luz de
longitudes de onda de menos de aproximadamente 460 nm durante la noche.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método de normalizacién de los niveles de melatonina
y, al menos, un glucocorticoide en un sujeto que comprende bloquear sustancialmente de modo selectivo la
exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de onda seleccionadas del grupo que consiste entre
aproximadamente 420 nm y aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 490
nm; entre aproximadamente 440 nm vy aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 420 nm vy
aproximadamente 480 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente
440 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 470 nm, entre
aproximadamente 430 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 470 nm,
entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 460 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente
460 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 460 nm, durante la noche.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un filtro 6ptico que bloquea selectivamente y sustancialmente la
luz de longitudes de onda de menos de aproximadamente 490 nm.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un filtro dptico que bloquea selectivamente y sustancialmente
la luz de longitudes de onda de menos de aproximadamente 480 nm.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un filtro 6ptico que bloquea selectivamente y sustancialmente la
luz de longitudes de onda inferior a aproximadamente 470 nm.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un filtro 6ptico que bloquea selectivamente y sustancialmente la
luz de longitudes de onda de menos de aproximadamente 460 nm.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un filtro éptico que bloquea selectivamente y sustancialmente la
luz de longitudes de onda seleccionadas del grupo que consiste entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente
490 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 440 nm vy
aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente
430 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm, entre
aproximadamente 420 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 470
nm; entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 470 nm ; entre aproximadamente 420 nm vy
aproximadamente 460 nm; entre aproximadamente430 nm y aproximadamente 460 nm, entre aproximadamente 440
nm y aproximadamente 460 nm.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la curva de transmisién de las lentes de un par de gafas de una forma de realizacion de la
presente invencion.

La figura 2 muestra la curva de transmision de las lentes de un par de gafas de otra forma de realizacion de la
presente invencion.

La Figura 3 muestra el perfil de la melatonina en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la
mafiana en un ambiente oscuro, en un ambiente con luz y en un ambiente iluminado con un filtro de la presente
invencién
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La Figura 4 muestra los niveles de melatonina a las 8 de la tarde y a las 12 de la noche, en un modelo animal en
condiciones de iluminacién sin filtro, con un filtro de hendidura de 457,9 nm, con un filiro de hendidura de 476,5 y
con ambos filtros.

La Figura 5 muestra el perfil de melatonina en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la mafiana
en condiciones de iluminacién sin filtro, con un filtro de hendidura de 457,9 nm, con un filtro de hendidura de 476,5
nm y en un ambiente oscuro.

La figura 6 muestra el perfil de corticosterona en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la
mafana en un ambiente oscuro, en un ambiente con luz y en un ambiente iluminado con un filtro de la presente
invencion.

La figura 7 muestra los niveles de corticosterona a las 8 de la tarde y a las 12 de la noche, en un modelo animal en
condiciones de iluminacién sin filtro, con un filtro de hendidura de 457,9 nm, con un filiro de hendidura de 476,5 y
con ambos filtros.

La figura 8 muestra el perfil de corticosterona en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la
mafiana, en condiciones de iluminacion sin filtro, con un filtro de hendidura de 457,9 nm, con un filtro de hendidura
de 476,5 nm y en un ambiente oscuro.

La Figura 9 muestra la expresion del gen reloj Per2 en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la
mafana, en un ambiente oscuro, en un ambiente con luz y en un ambiente iluminado con un filtro de la presente
invencion.

La figura 10 muestra la expresion del gen reloj Bmall en un modelo animal durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de
la mafiana en un ambiente oscuro, en un ambiente con luz y en un ambiente iluminado con un filiro de la presente
invencion.

La Figura 11 muestra la expresion del gen reloj Per2 en el hipotadlamo de un modelo animal durante 12 horas de 8 de
la tarde a 8 de la manana en condiciones de luz sin filtro, con un filtro de hendidura de457,9 nm, con un filtro de
hendidura de 476,5 nm y en un ambiente oscuro.

La Figura 12 muestra la expresion del gen reloj Per2 en la glandula suprarrenal en un modelo animal durante 12
horas de 8 de la tarde a 8 de la mafiana en condiciones de luz sin filtro, con un filtro de hendidura de 457,9 nm, con
un filtro de hendidura de 476,5 y en un ambiente oscuro.

La Figura 13 muestra la expresion del gen reloj Per2 en el hipotalamo en un modelo animal durante 12 horas de 8 de
la tarde a 8 de la mafiana en un ambiente oscuro, en un ambiente de luz y en un ambiente iluminado con un filtro de
la presente invencion.

La Figura 14 muestra la expresion del gen reloj Bmall en la glandula suprarrenal en un modelo animal durante 12
horas de 8 de la tarde a 8 de la mafiana en un ambiente oscuro, en un ambiente con luz y en un ambiente iluminado
con un filtro de la presente invencion.

La figura 15 muestra los niveles de corticosterona a las 12 de la noche en un modelo animal en condiciones de luz
sin filtro, con un filtro que bloquea sustancialmente longitudes de onda por debajo de 460 nm, con un filtro que
bloquea sustancialmente longitudes de onda por debajo de 490 nm y en condicién sin luz.

La figura 16 muestra los niveles de melatonina a las 12 de la noche, en un modelo animal en condiciones de luz sin
filtro, con un filtro que bloquea sustancialmente las longitudes de onda por debajo de 460 nm, con un filtro que
bloquea sustancialmente las longitudes de onda por debajo de 490 nm y en condicion sin luz.

La figura 17 muestra el perfil de la melatonina en un modelo animal de durante 12 horas de 8 de la tarde a 8 de la
mafiana con un filtro de hendidura de 457,9 nm y un filtro de hendidura de 476,5.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se puede llevar a cabo por diversos medios. A continuacidén se proporciona una definicion
para algunos de los términos utilizados en la especificacion:

"Ritmo circadiano" se refiere al ciclo de aproximadamente 24 horas en los procesos fisioldgicos de organismos vivos.
Como se discutid anteriormente, el reloj circadiano principal en los mamiferos se encuentra en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), un grupo de células situadas en el hipotdlamo. EI NSQ recibe informacion acerca de la
iluminacion a través de los ojos. La retina de cada ojo contiene células ganglionares retinales fotosensibles
especiales (CGR) asi como bastones y conos fotosensibles tradicionales. Estos CGR contienen un fotopigmento
llamado melanopsina, y siguen una via llamada tracto retinohipotalamico, que conduce al NSQ. Recientemente, ha
surgido evidencia de que se encuentran ritmos circadianos en células del cuerpo fuera del reloj maestro NSQ, en
otras palabras, la expresion de genes en varios tejidos en el cuerpo también sigue un patrén de ritmo circadiano. En
el contexto de la presente invencion, un "gen reloj" se refiere a cualquier gen que sigue tal patrén de expresion y es
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responsable de mantener oscilaciones circadianas en una fisiologia celular especifica. Se estima que alrededor del
25% del genoma humano muestra tal periodicidad en la expresion. En el contexto de la presente invencion,
"mantener el ritmo circadiano" de un sujeto se refiere a mantener la amplitud y la periodicidad de las oscilaciones
circadianas observadas en los procesos fisiolégicos incluyendo, pero no limitado a, la secreciéon de melatonina y
cortisol y la expresion de genes reloj que estaria presente en el sujeto expuesto al ciclo geofisico luz/oscuridad.

La “normalizacion de los niveles " del producto de expresion de un gen reloj se refiere ya sea a aumentar o disminuir
los niveles de expresion con el fin de corresponder mas estrechamente a los niveles del producto que se
encontrarian en el mismo sujeto expuesto a un ciclo de luz / oscuridad geofisico regular. Mas particularmente, con
respecto a la melatonina, se refiere a mantener al menos el 50% del nivel en el mismo individuo mantenido en la
oscuridad.

En la presente invencion, la normalizacion de los niveles de melatonina consiste en aumentar el nivel de melatonina
en comparacion con el nivel que de otro modo estaria presente en un sujeto expuesto a la luz en la noche. En el
contexto de cortisol, implica disminuir el nivel de cortisol en comparaciéon con el nivel que de otro modo estaria
presentes en un sujeto expuesto a la luz en la noche.

En el contexto de la presente invencion, el "sujeto” es un mamifero, preferiblemente un ser humano. Es posible que
haya determinadas ventajas cuando el sujeto es un sujeto humano femenino y muchas mas ventajas cuando el
sujeto esta embarazada.

"Sustancialmente bloquea" o "bloquear sustancialmente", cuando se utiliza en términos de longitud de onda de la luz,
se define como la transmision de menos del 40 por ciento de las longitudes de onda incidentes; menos del 30 por
ciento de las longitudes de onda incidentes; menos del 20 por ciento de las longitudes de onda incidentes, y menos
del 10 por ciento de las longitudes de onda incidentes. "Selectivamente bloquear" se refiere a bloquear
sustancialmente sélo aquellas longitudes de onda de la luz especificadas, mientras permite la transmision sustancial
(es decir, la transmision de mas del 40 por ciento, de mas del 50 por ciento, de mas del 60 por ciento, de mas del 70
por ciento, de mas del 80 por ciento, de mas del 90 por ciento, o 100 por ciento) de las otras longitudes de onda de
luz en el medio ambiente del sujeto. "Aproximadamente" en el contexto de las longitudes de onda se refierea +/-5
nm. En el contexto de la presente invencion, un "filtro éptico" es un dispositivo que bloquea sustancialmente (tal
como este término se ha definido anteriormente) una gama de longitudes de onda de luz no transmitidas. Como se
entendera por una persona de experiencia en la técnica, en este contexto, el término filtro éptico no debe entenderse
como equivalente a un filtro de color, que, aunque transmitiendo luz que tiene un cierto color visual puede no "
bloquear sustancialmente" longitudes de onda de luz fuera de las del color visual transmitidas.

"Exposicion retinal" se refiere a la luz incidiendo sobre la retina de un sujeto. "Noche" se refiere a las horas naturales
de oscuridad y, mas concretamente, a la fase oscura del ciclo geofisico luz / oscuridad. En verano, en latitudes peri-
ecuatoriales, esto es mas o menos equivalente a cerca de las 21 horas (9 de la noche) hasta aproximadamente las
06 horas (6 de la mafiana), que son las horas pico de la produccion de melatonina. "Durante la noche" se refiere a
cualquier momento durante este periodo; preferiblemente, el método de la presente invencidn se practica durante la
noche.

"Gafas" se usa como un término amplio que abarca elementos tales como gafas, gafas protectoras, lentes de
contacto y similares, que se utilizan en el marco de los ojos de un usuario como protector / para proteger los ojos de
sustancias nocivas, por ejemplo productos quimicos en el contexto de gafas protectoras o para mejorar la vision del
usuario, por ejemplo, lentes de contacto. Se entendera que el término "gafas" no se limita a los ejemplos anteriores,
y describe cualquier dispositivo que se utiliza en relacién con los ojos que contiene algun tipo de ventana de
visualizacion. Adecuadamente, las gafas de la presente invencién estan disefiadas para evitar sustancialmente la
incidencia de luz sin filtrar en la retina del usuario.

En una forma de realizacion, la invencién se puede utilizar en un método para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto bloqueando selectivamente y sustancialmente la exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de
onda de menos de aproximadamente 490 nm durante la noche. En otro aspecto, la invencion se puede utilizar en un
método para mantener el ritmo circadiano de un sujeto bloqueando selectivamente y sustancialmente la exposicion
de la retina del sujeto a la luz de menos de aproximadamente 480 nm, menos de aproximadamente 470 nm, y
menos de aproximadamente 460 nm durante la noche. De manera éptima, el método se practica a lo largo de la
noche.

Hay cierta evidencia de que las longitudes de onda mas bajas de la luz en la "regiéon azul" pueden estar asociadas
con un aumento de la alerta ®* . Aunque los inventores no han encontrado una reduccion significativa en el estado
de alerta asociado con el bloqueo sustancial de todas las longitudes de onda por debajo de 530 nm, la presente
invencién también se puede utilizar en métodos que implican rangos mas restringidas de bloqueo de la luz y, mas
especificamente, los rangos que permiten la transmisién de ciertas longitudes de onda mas bajas de luz, fuera de la
gama clave para el mantenimiento del ritmo circadiano identificada por los inventores.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion se puede utilizar en un método para mantener el ritmo circadiano de un
sujeto bloqueando selectivamente y sustancialmente la exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2419304 T3

onda entre aproximadamente 420 nm vy aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 430 nm vy
aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente
420 nm y aproximadamente 480 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 480 nm, entre
aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 470 nm,
entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente
470 nm, entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 460 nm, entre aproximadamente 430 nm vy
aproximadamente 460 nm, y entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 460 nm, durante la noche. De
manera optima, el método se practica durante toda la noche. En otra forma de realizacion, estos rangos especificos
se pueden combinar con un filtro UV para excluir aun mas longitudes de onda ultravioleta de la luz.

En una forma de realizacion, el ciclo vigilia- suefio de un sujeto con sindrome de retraso de fase de suefio (SRFS)
puede ser corregido y mantenido. Especificamente, una persona con SRFS sufre de insomnio del inicio del suefio y
pasara regularmente toda o una parte importante de la noche despierto y en un entorno iluminado artificialmente. La
exposicion temprano durante la noche a luz artificial sin filtrar expondra el sujeto a longitudes de onda bajas que
causan el retardo de fase, desplazando el inicio del suefio todavia mas tarde. Mediante el bloqueo de la exposicion
de la retina del sujeto a las longitudes de onda indicadas anteriormente, los retrasos de fase pueden ser atenuados,
y el ritmo circadiano del sujeto se puede mantener, mitigando asi los efectos negativos para la salud de estar
despierto y en un entorno iluminado artificialmente por la noche y potencialmente mejorando los patrones de suefio.
En otro aspecto, la invencién se puede utilizar en un método de normalizacién de los niveles de melatonina y al
menos un glucocorticoide, incluido el cortisol, en un sujeto mediante el bloqueo de forma selectiva y sustancial de la
exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de onda de menos de aproximadamente 490 nm, menos de
aproximadamente 480 nm, menos de aproximadamente 470 nm, y menos de aproximadamente 460 nm durante la
noche. De manera 6ptima, el método se emplea durante toda la noche.

En otro aspecto, la invencion se puede utilizar en un método de normalizacion de los niveles de melatonina vy, al
menos, un glucocorticoide, incluido el cortisol, en un sujeto mediante el bloqueo de forma selectiva y sustancial de la
exposicion de la retina del sujeto a la luz de longitudes de onda entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente
490 nm, entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 490 nm, entre aproximadamente 440 nm vy
aproximadamente 490 nm, entre aproximadamente 420 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente
430 nm y aproximadamente 480 nm; entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm, entre
aproximadamente 420 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 470
nm; entre aproximadamente 440 nm vy aproximadamente 470 nm; entre aproximadamente 420 nm vy
aproximadamente 460 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 460 nm, y entre aproximadamente
440 nm y aproximadamente 460 nm, durante la noche. De manera 6ptima, se emplea el método durante toda la
noche.

La invenciéon es un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un sujeto que incluye un filtro éptico para
bloquear selectivamente la luz de longitudes de onda entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm;
entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 470 nm; entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente
470 nm; entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente 460 nm, y entre aproximadamente 440 nm y
aproximadamente 460 nm; durante la noche. Estos filtros épticos permiten un buen reconocimiento del color y no
transmite un amarillo significativo. También permiten a un usuario medio distinguir entre la mayoria de los tonos de
blanco / gris / amarillo y azul / verde /negro.

En otra forma de realizacién de la invencion, un filtro 6ptico, tal como los descritos anteriormente se puede aplicar a
la superficie de una fuente de luz, incluyendo una bombilla de luz incandescente o fluorescente. En una forma de
realizacion, el filtro éptico es en forma de recubrimiento. En otra forma de realizacién, una cubierta transparente o
semi-transparente que incluye un filtro dptico como se ha descrito anteriormente se puede unir de forma removible a
una fuente de luz para canalizar la luz emitida desde la fuente de luz a través de la cubierta. Una fuente de luz
puede incluir dispositivos que emiten luz, aunque ésta no sea su funcién principal, por ejemplo una pantalla de
televisién o un monitor de ordenador. Se entendera por una persona experta en la técnica que la cubierta puede ser
de cualquier forma, siempre que sea operativa para cubrir la fuente de luz con la que se va a utilizar. En una
realizacion alternativa, la cubierta de la luz puede estar unida permanentemente a una fuente de luz.

En otra forma de realizacion, la invencion consiste en gafas que incluyen un filtro 6ptico para el bloqueo de la luz de
longitudes de onda entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 490 nm; entre aproximadamente 430 nm y
aproximadamente 480 nm; entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm; entre aproximadamente
430 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 470 nm, entre
aproximadamente 440 nm y aproximadamente 460 nm. En una forma de realizacion, el filtro éptico es en forma de
recubrimiento.

En la Tabla 1 a continuacién, se muestran los valores de transmisidon de un par de gafas que incorporan lentes de
policarbonato revestidas al vacio con un filtro 6ptico hecho de acuerdo con la presente invencién. Las longitudes de
onda de luz de o por debajo de aproximadamente 460 nm se bloquean sustancialmente. Estos valores de
transmisién se muestran como una curva de transmision en la Figura 1. En la Tabla 2 a continuacién, se muestran
los valores de transmision de otro par de gafas que incorporan lentes de policarbonato revestido al vacio con un filtro
optico hecho de acuerdo con la presente invencién. Aqui, las longitudes de onda de luz de o por debajo de
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aproximadamente 490 nm se bloquean sustancialmente. Los dos tipos de gafas permiten un buen reconocimiento
del color, al tiempo que proporcionan los beneficios para la salud de la presente invencién a las personas expuestas
a la luz por la noche. Estas lentes también se pueden hacer de acuerdo con una prescripcion optométrica para
permitir la correccién de la visién. La Tabla 3 muestra los valores de transmision del par de gafas que bloquea
sustancialmente la luz de longitudes de onda iguales o inferiores a 490 nm con un revestimiento antirreflectante
aplicado al mismo.

En una forma de realizacién de la invencién, las lentes de policarbonato son recubiertas al vacio con una pluralidad
de capas de filtro dptico, que en conjunto proporcionan el bloqueo selectivo de las longitudes de onda de la presente
invencion. En una forma de realizacion, 10 o mas capas de revestimientos de filtro Opticos se aplican
adecuadamente para formar las lentes de la presente invencion.

Tabla 1

Valor de transmision

Longitud de onda Valor Longitud de onda Valor Longitud de onda Valor
nm experimental nm experimental nm experimental
780 89,37% 570 86,36% 370 0,00%
770 87,37% 560 93,43% 365 0,00%
760 88,60% 550 93,60% 360 0,00%
750 91,81% 540 91,40% 355 0,00%
740 94,27% 530 86,33% 350 0,00%
730 94,64% 520 87,47% 345 0,00%
720 94,30% 510 93,03% 340 0,00%
710 94,54% 500 91,06% 335 0,00%
700 94,82% 490 82,85% 330 0,00%
690 93,54% 480 87,61% 325 0,00%
680 92,32% 470 51,54% 320 0,00%
670 93,16% 460 8,47% 315 0,00%
660 94,58% 450 1,96% 310 0,00%
650 92,04% 440 0,63% 309 0,00%
640 89,00% 430 0,23% 300 0,00%
630 90,48% 420 0,12% 295 0,00%
620 93,35% 410 0,00% 290 0,00%
610 93,88% 400 0,00% 285 0,00%
600 92,65% 390 0,00% 280 0,00%
590 89,05% 380 0,00%
580 84,17% 370 0,00%

Tabla 2

Valor de transmision

Longitud de onda Valor Longitud de Valor Longitud de ondad Valor
nm experimental onda nm experimental nm experimental
780 92,76% 570 88,59% 370 0,00%
770 95,85% 560 84,05% 365 0,00%
760 96,80% 550 86,53% 360 0,00%
750 95,84% 540 90,94% 355 0,00%
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Valor de transmisién

Longitud de onda| Valor Longitud de Valor Longitud de onda| Valor
nm experimental onda nm experimental nm experimental
740 94,13% 530 88,74% 350 0,02%
730 93,26% 520 77,04% 345 0,00%
720 92,01% 510 75,63% 340 0,00%
(continuacién)
Valor de transmision
Longitud de onda| Valor Longitud de Valor Longitud de ondad| Valor
nm experimental onda nm experimental nm experimental
710 90,26% 500 47,67% 335 0,00%
700 89,87% 490 9,15% 330 0,00%
690 91,91% 480 1,94% 325 0,00%
680 95,18% 470 0,66% 320 0,00%
670 96,38% 460 0,29% 315 0,00%
660 94,83% 450 0,14% 310 0,00%
650 93,57% 440 0,12% 305 0,00%
640 92,44% 430 0,13% 300 0,00%
630 89,61% 420 0,16% 295 0,00%
620 88,03% 410 0,46% 290 0,00%
610 89,83% 400 2,27% 285 0,00%
600 91,84% 390 0,67% 280 0,00%
590 92,45% 380 0,00%
580 92,73% 370 0,00%
Tabla 3
Valor de transmision
780 93,43% 570 97,52% 370 0,00%
770 93,27% 560 91,62% 365 0,00%
760 95,09% 550 90,05% 360 0,00%
750 98,11% 540 96,31% 355 0,02%
740 99,85% 530 96,64% 350 0,00%
730 100,06% 520 90,23% 345 0,01%
720 100,09% 510 88,14% 340 0,00%
710 100,30% 500 91,77% 335 0,00%
700 98,05% 490 30,73% 330 0,00%
690 94,41% 480 4,88% 325 0,00%
680 93,10% 470 1,28% 320 0,00%
670 96,14% 460 0,49% 315 0,00%
660 100,16% 450 0,20% 310 0,00%
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Valor de transmisiéon

650 101,20% 440 0,13% 305 0,00%

640 100,36% 430 0,10% 300 0,00%

630 98,36% 420 0,08% 295 0,00%

620 93,24% 410 0,03% 290 0,00%

610 89,22% 400 0,00% 285 0,00%

600 91,78% 390 0,00% 280 0,00%

(continuacién)

Valor de Transmisién

590 96,39% 380 0,00%

580 97,85% 370 0,00%

Ejemplos
Ejemplo 1

Los animales utilizados para los experimentos fueron ratas adultas macho no reproductoras Sprague Dawley
(Charles River, Montreal, Canada) de 10 semanas de edad (350 gramos). Estos animales han demostrado que
presentan perfiles de melatonina robustos y puesto que la secrecion de melatonina es modulada por los estrégenos,
las hembras fueron excluidas para reducir factores de confusidén. Antes de los experimentos, los animales se
mantuvieron en un ciclo luz/ oscuridad (LO) 12:12 (19:00 luces apagadas, 07:00 luces encendidas, 475 Lux,
iluminacion incandescente en la habitacion de los animales durante la fase de luz) con alimentacién ad libitum de
comida de rata estandar y agua durante dos semanas para aclimatarse y para garantizar el arrastre circadiano. Los
experimentos se llevaron entonces a cabo en tres fases

Fase 1

En la primera fase, se determin6 la linea de base de la melatonina y el perfil de corticosterona en condiciones
normales con un ciclo LO 12:12. En ratas, la corticosterona, en lugar del cortisol, es el glucocorticoide predominante
producido por la gldndula suprarrenal. Se realizaron mediciones de corticosterona asi como concentraciones de
melatonina para determinar el grado de estrés al que los animales estaban expuestos durante las diferentes
condiciones de luz y para asegurar que excesivo estrés no afectaba los resultados. Para este fin, a partir de las
20:00 hasta las 08:00 cuatro animales fueron utilizados cada cuatro horas para la toma de sangre y muestras de
tejido en la oscuridad, utilizando una lampara de luz roja segura (<5 lux luminosidad) y con la ayuda de gafas de
vision nocturna. Los animales fueron anestesiados con gas Isoflurane (5% Induccion; 3% Mantenimiento). Se
extrajeron 5 ml de sangre por puncién cardiaca con jeringas de tuberculina (calibre 20, agujas de 2,54 cm) y se
almacenaron en tubos recubiertos de heparina pre-refrigerados (BO, Canadd). Inmediatamente después de la toma
de sangre, se sacrificaron los animales mediante decapitacion. El cerebro fue extraido para la diseccién para
obtener el hipotalamo. El cerebro se secciond utilizando una matriz de cerebro de rata adulta (Ted Pella, EE.UU.) en
secciones de 2 mm y posteriormente se disecciono la region hipotalamica. Ademas, también se extrajeron el higado
y las glandulas suprarrenales. Todo el tejido fue congelado rapidamente en nitrégeno liquido y se almacen6 a -80
°C para la extraccion posterior de ARN. Después de completar todas las tomas de sangre, la sangre se centrifugé a
1000 g durante 15 minutos para extraer el plasma que fue almacenado a continuacién a -80 ° C para analisis de
melatonina y de hormona corticosterona mas adelante.

Fase 2

En la segunda fase del experimento, se determino el perfil de secrecion de la melatonina y corticosterona en ratas
expuestas a ciclos LL 12:12 o iluminaciéon continua. Para este fin cuatro animales fueron alojados en una caja
especialmente disefiada. La caja era de 61 cm x 61 cm x 36 cm y contenia dos jaulas de ratas de tamano
reglamentario. Las jaulas de ratas se modificaron de tal manera que mas del 80% de cada lado de plastico se
sustituyd con malla de alambre de acero galvanizado. Las dimensiones y los materiales de las yacijas utilizados
fueron exactamente los mismos que en las jaulas originales en las que se alojaron los animales durante el arrastre.
La modificacion fue para asegurar que la luz podia entrar libremente y no ser refractada o filtrada por los laterales de
plastico originales y al mismo tiempo asegurar que los animales se mantenian en condiciones de alojamiento
reglamentarias. Cada jaula modificada alojaba dos animales machos no reproductores. Los animales se alojaron en
pares desde el principio del periodo de arrastre y los mismos pares se transfirieron a las jaulas de retencion
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modificadas para eliminar el estrés causado por la exposicion a un nuevo animal. La jaula no permitia que entrara
iluminacion exterior o que saliera luz interior para prevenir cualquier posible alteraciéon en la intensidad de la luz
dentro de las condiciones de alojamiento. Los animales fueron expuestos a la luz de las 19:00 a las 08:00. La luz se
proporcion6 de manera uniforme a lo largo de la caja utilizando cables de fibra éptica desde una fuente de luz de
fibra dptica provista de una bombilla halégena de tungsteno de 183 vatios generando una intensidad de 500 lux de
luz a nivel del ojo del animal. Los animales se sacrificaron como en la primera fase para la toma de muestras de
sangre y tejido. Puesto que la caja fue disefiada para contener sélo cuatro animales, se hizo una prueba en un
punto en el tiempo por noche y los experimentos se llevaron a cabo en cuatro noches consecutivas.

Fase 3

En la tercera fase del experimento, se determind el perfil de secrecion de melatonina y corticosterona en ratas
expuestas a ciclos LL 12:12 como en la Fase 2, pero con la iluminacion filtrada 6pticamente. Los animales se
mantuvieron en las mismas condiciones que en la segunda fase del estudio, pero en este caso la luz se filtré
mediante filtros de hendidura hologréficos (Kaiser Sistemas Opticos, Ann Arbor, Ml) especialmente disefiados para
cortar aproximadamente 10-15 nm de longitud del ancho de banda de las longitudes de onda. Se compraron cuatro
filtros de hendidura, cada uno disefiado para cortar 10 a 15 nm de ancho de banda cubriendo el rango de
aproximadamente 440 - 530 nm. El filtro de hendidura se adjunt6 a la fuente de luz de la caja para que la luz se
filtrara antes de entrar los cables de fibra dptica para garantizar que todos los haces de fibra 6ptica proporcionan la
misma intensidad y longitud de onda de la luz. La intensidad de la luz filtrada opticamente se ajustd mediante un
redstato para mantener 500 lux a nivel del ojo del animal. Puesto que la caja fue disefiada para contener sélo cuatro
animales, se probd un punto en el tiempo por filiro o combinacién de filtros por noche y los experimentos se llevaron
a cabo en cuatro noches consecutivas para cada filtro como en la fase dos. Todas las tomas de sangre y tejido se
llevaron a cabo como se describié anteriormente. Ademas, para asegurarse de que los animales fueron expuestos a
las mismas condiciones durante cada una de las tres fases, los animales en la primera fase también se mantuvieron
en la caja disefiada especialmente, pero sin exposicion a la luz. Los filtros holograficos de 457,9 nm y 476,5 nm
fueron probados inicialmente, tanto solos como combinados. Después de completar la toma de muestras de cada
fase del experimento, se utilizé la sangre para analizar la melatonina y corticosterona a partir del plasma. El analisis
hormonal se realizé con kits de ELISA disponibles comercialmente, que han sido validados previamente. El tejido
cerebral se utilizd para estudios de expresion de los genes reloj Per2 y Bmall mediante la prueba RT-PCR en
tiempo real. Los resultados obtenidos indicaron que la supresién de la melatonina podria ser evitada y los niveles de
corticosterona se podrian mantener bajos con la combinacion de filtros de hendidura que bloqueaban el ancho de
banda de aproximadamente 452-462nm y 470-480nm.

Los datos preliminares de los analisis hormonales demostraron que el filtro de hendidura de 457,9 no fue capaz de
prevenir la supresion de melatonina por la luz, mientras que el filtro de 476,5 nm evita la supresion de la melatonina.
La combinacion de los filtros de 457,9 y 476,5 también fue excelente en la prevencion de la supresion de la
melatonina por la luz a la medianoche. En contraste, el filtro de 457,9 nm se ha demostrado eficaz en la prevencion
de un aumento de la secrecion de corticosterona por exposicion a la luz a la medianoche, pero el filiro de 476,5 nm
fue menos eficaz. La combinacion de los filtros de 457,9 y 476,5 nm fue también excelente en la prevencion del
aumento de la secrecion de corticosterona por la luz a la medianoche. La combinacién de los filtros 457,9 y 476,5
nm sobre la secrecién de la melatonina y corticosterona fue pues probada en ratas sacrificadas a las 8 de la tarde,
12 de la noche, 4 de la mafana y las 8 de la mafiana (cuatro animales en cada una de estas horas). La combinacién
de los dos filtros que cubren una gama de longitud de onda de aproximadamente 452-462 nm y 470-480 nm
mantuvo los perfiles de secrecion de corticosterona y la melatonina bajo exposicién a la luz constante idéntica a los
perfiles observados cuando las ratas se mantuvieron en la oscuridad.

Los datos de los estudios de expresidn de genes demostraron que la combinacion de los dos filtros mantiene el perfil
de expresion de los genes reloj Per2 y Bmall en el hipotadlamo con exposicion a la luz constante idéntico a los
perfiles observados cuando las ratas se mantuvieron en la oscuridad. La expresién de Per2 y Bmall muestra un
ritmo circadiano consistente en diferentes especies. La expresion de Per2 alcanza el maximo durante el dia y
disminuye gradualmente en el transcurso de la noche en la oscuridad, mientras que la expresion de Bmal1 esta en
oposicion de fase con la expresién de Per2. Bmall comienza a aumentar con el inicio de la oscuridad y alcanza un
maximo alrededor de las 04:00. y disminuye a los niveles basales al final de la noche. Sin embargo, la expresion de
Per2 es altamente sensible a la luz e incluso una breve exposiciéon a la luz en la noche puede inducir una fuerte
expresion Per2 en el hipotadlamo. Dado que los filtros utilizados fueron capaces de bloquear este aumento en la
expresion de Per2 inducido por la luz , ésto sugiere que los filtros fueron capaces de evitar la activacién por la luz de
centros clave del hipotalamo que participan en el arrastre circadiano. Esta respuesta no podria haber sido predicha
por el uso de cada uno de los filtros de hendidura por si solos.

Estos datos de estudios en animales muestran que el filtrado de este estrecho rango de baja longitud de onda de la
luz (es decir, aproximadamente 450 nm a 480 nm) puede normalizar la secrecion de melatonina (véanse las Figuras
3 y 4), reducir la secrecidon de glucocorticoides a los niveles fisiolégicos (ver Figuras 6 y 7) y restaurar el ritmo
circadiano en general tal como se refleja por la normalizacion de la expresion génica de Per2 y Bmall (véanse las
Figuras 9 y 10) en el hipotalamo, incluso después de exposicion a 12 horas de luz continua en la noche. Como se
muestra en las figuras 5 y 8, la secrecion de melatonina se normalizé utilizando el filtro de hendidura de 476,5 solo,
pero no el filtro de 457,9 solo, mientras que la secrecién de corticosterona se normalizé con ambos filtros. En los
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estudios de expresidn génica, como se muestra en las Figuras 11 y 12, la expresion génica de Per2 se normalizd
tanto en el hipotalamo como en la glandula suprarrenal usando soélo el filtro de 476,5 nm, mientras que el filtro de
457,9 nm fue eficaz en la normalizacién de la expresion de Per2 sélo en la glandula suprarrenal. (En las figuras 5, 8,
11 y 12, ** indica una diferencia significativa en comparacion con los niveles obtenidos con la exposicién a la luz, t
indica una diferencia significativa en los niveles de expresion génica de exposicién a la luz filtrada entre 457,9 nm y
476,5 nm). Como se muestra en las figuras 13 y 14, filtrar las longitudes de onda de aproximadamente 450 nm a
480 nm, utilizando la combinacién de los filtros de 457,9 nm y 476,5 nm normaliza la expresion génica de Per2 y
Bmall en la glandula suprarrenal de la perturbacion inducida por la exposicion a la luz nocturna. (** Indica una
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los niveles obtenidos con la exposicion a la luz.)

Se ha demostrado que las gafas protectoras especiales que contienen filtros épticos que bloqueaban todas las
longitudes de onda de la luz por debajo de 530 nm, tenian un 73% de transmision de luz, son eficaces para restaurar
los perfiles de melatonina en los trabajadores por turnos expuestos a condiciones de luz intensa (800 Lux). Se
realizaron varias pruebas de alerta y rendimiento utilizando medidas tanto objetivas como subé'etivas durante el
periodo nocturno de la exposiciéon a la luz filtrada para mantener la secrecién de melatonina % Estas pruebas
mostraron que los ritmos de melatonina normalizados no afectan el estado de alerta o la somnolencia en
comparacioén con los sujetos con perfiles de melatonina suprimida debido a la luz brillante mientras trabajaban por la
noche. Esta evidencia mitiga la preocupacion de que la melatonina actia como agente soporifero y provoca
somnolencia.

Ejemplos 2a3

Con base a los resultados del Ejemplo 1, se han desarrollado filtros épticos que bloquean una gama mas reducida
de luz de baja longitud de onda, concretamente entre 440 nm y 480 nm. Estos filtros han incrementado la
transmision de luz y mejorado el reconocimiento de color y mejorado la agudeza visual en general. Como se ha
descrito en el Ejemplo 1, los datos de los estudios en animales han demostrado que filtrar esta estrecha gama de
baja longitud de onda de la luz puede normalizar la secrecion de melatonina (Figuras 3 y 4), reducir la secrecion de
glucocorticoides a los niveles fisiologicos (Figuras 5 y 6) y restaurar el ritmo circadiano en general tal como se refleja
por la normalizacién de la expresion génica de Per2 y Bmall (Figuras 7 y 8) en el hipotalamo, incluso después de
exposicion a la luz continua durante 12 horas por la noche.

Los ejemplos 2-3 pondran a prueba la viabilidad del uso de estos filtros en gafas protectoras en un ambiente de
trabajo de turno de noche simulado y se formula la hipotesis de que el uso de estos filtros restablecera la secrecion
de melatonina y los niveles de glucocorticoides. Se trata de un estudio cruzado aleatorio con sujetos que actian
como su propio control. Instrumentos de auto-informe de evaluacién de la fatiga subjetiva, la somnolencia y la
vigilancia complementan las medidas fisiolégicas de melatonina y cortisol. Los sujetos son asignados de modo
aleatorio a una de las siguientes condiciones del estudio cruzado: (1) no exposicion a la luz por la noche, (2) 12
horas de exposicion a luz brillante (500 lux) por la noche, (3) 12 horas de exposicion a luz brillante filtrada (500 Lux)
por la noche, (4) exposicion a luz brillante “simulada” (lentes de color amarillo sin ninguna propiedades de filtrar la
luz a la que la melatonina es sensible) (500 lux) por la noche.

Se reclutara un ndmero igual de hombres y mujeres sanos como sujetos y se incluiran consecutivamente hasta un
total de 30 sujetos. Se prevé que hasta 5 sujetos (tasa de abandono del 17%) pueden retirarse antes de la
finalizacion. Son necesarios veinticinco sujetos para completar este estudio (ver calculo de la potencia mas adelante).
Los sujetos mayores de 45 afios de edad no estan incluidos para evitar los cambios relacionados con la edad en la
secrecion de melatonina. Los sujetos que tienen diagnoéstico previo de trastornos del suefio o de depresion mayor /
menor no se incluyen ya que dicha patologia se ha relacionado con ritmos de melatonina y en general ritmos
circadianos alterados %’ Trabajadores por turnos rotativos en activo o personas con las horas de suefio habituales
marcadamente retrasadas no se incluyen en el estudio.

Eiemplo 2: Medicién de los niveles nocturnos de melatonina y cortisol en condiciones de base sin luz_y con luz
brillante durante |la noche

Los sujetos se asignan aleatoriamente a una de las condiciones del estudio cruzado. La adicion al estudio de un
grupo con un filtro "simulado" sirve para fortalecer el disefio de la investigacion, haciendo el ensayo mas riguroso,
realmente placebo controlado. Los sujetos son evaluados de modo aleatorio en todas las condiciones y se llevan a
cabo los mismos procedimientos para cada condiciéon. Todas las condiciones del estudio estan separadas por al
menos 5 dias de recuperacion entre el Ultimo dia de pruebas para una condicion del estudio y la primera noche de la
prueba en las siguientes condiciones. Cada condicién del estudio incluye una noche de pruebas. Durante la noche
de las pruebas se les pide a los sujetos que permanezcan despiertos durante 12 horas simulando un turno de noche
de 12 horas de 19:00 a 07:00. A partir de las 19:00, se toman muestras de saliva de los sujetos a intervalos de una
hora hasta las 07:00 lo que da un total de 13 muestras por sujeto por condicion experimental. Durante el periodo de
prueba los sujetos reciben dos breves pausas para el almuerzo 4 horas (23:00) y 8 horas (03:00) después del inicio
de la sesion, pero se les pide que se abstengan de comer o beber (excepto agua) durante el resto del tiempo puesto
que los residuos de alimentos pueden contaminar las muestras de saliva. Las muestras de saliva se utilizan para
analisis hormonales utilizando kits de ELISA disponibles comercialmente para la melatonina (ALPCO, EE.UU.) y el
cortisol (Cayman Chemical, EE.UU.).
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El permanecer despierto toda la noche en la oscuridad para el establecimiento de las condiciones de base puede
llegar a ser dificil, por tanto se utilizara una luz roja tenue (<5 lux) en todo momento. Luz roja tenue, de menos de 5
lux de intensidad, se ha demostrado que no suprime la secrecién de melatonina . Ademas, los sujetos completaran
cuestionarios psicométricos cada dos horas, lo que reducira su periodo de inactividad.

Se prevé que los filtros experimentales seran eficaces en la prevencion de la supresion de melatonina y la reduccion
de los niveles de estrés inducidos por la exposicion a la luz brillante nocturna como se observa en nuestros estudios
in vivo preliminares. Ademas, los filtros simulados no preservaran los niveles de melatonina fisiolégicos ni reduciran
los niveles de estrés en respuesta a la exposicion a la luz brillante nocturna.

Ejemplo 3: Evaluacién de la somnolencia, fatiga y el estado de alerta subjetivos en condiciones de base sin luz y
con luz ambiente brillante durante la noche.

Como en el Ejemplo 2, los sujetos se asignan aleatoriamente a una de las condiciones del estudio cruzado. Estas
pruebas se llevan a cabo en la misma noche de pruebas del Ejemplo 2. Se pide a los sujetos que completen
cuestionarios de estado media hora después del inicio de la sesién y en intervalos de 2 horas a partir de entonces
para evaluar los cambios en la somnolencia y la fatiga durante toda la noche. Los sujetos tendran la ayuda de una
tenue luz roja (<5 lux) para completar los formularios y los formularios estaran impreso en letras grandes con el fin
de ayudar a la lectura en condiciones de poca luz. La somnolencia subjetiva se evaluara mediante la Escala de
Somnolencia de Stanford (ESS) % la fatiga subjetiva se medira utilizando la Escala de Severidad de la Fatiga (ESF)
%y la alerta se medira utilizando la Escala de Alerta (EA) °. Para la ESS se pide a los sujetos que elijan entre varios
estados el que mejor describa su nivel de somnolencia (ESS), que van desde estar completamente despierto hasta
estar casi en un ensuefio. Para la EA, los sujetos eligen desde estar extremadamente alerta a tener muy bajo
estado de alerta. En la ESF, se pide a los sujetos que califiquen su grado de acuerdo o desacuerdo con las
declaraciones relacionadas con el nivel de fatiga subjetiva en una escala Likert de 7 puntos, desde 1 (muy en
desacuerdo) a 7 (muy de acuerdo). Se tarda cerca de 10 minutos en total en completar ESS, ESF y EA y cada uno
de los cuestionarios tienen varias preguntas o items que se pueden utilizar para evaluar objetivamente las medidas
de estado. Todos los cuestionarios han sido previamente validados por estudios independientes.

Algunas personas pueden tener una mayor propension al suefio que otras, por lo tanto, personas con trastornos del
suefio seran evaluadas rapidamente utilizando la Escala de Somnolencia de Epworth (ESE) " La ESE determina
rasgo de somnolencia y es una escala de rasgo con 8-elementos que evalla la probabilidad subjetiva del sujeto de
quedarse dormido en varias condiciones soporiferas. La escala se refiere al estilo de vida habitual del sujeto en los
Ultimos tiempos. La ESE se administrara durante el proceso de seleccion inicial.

Se espera el mismo nivel de alerta, de somnolencia subjetiva y de fatiga en los sujetos que utilizan los filtros
experimentales y en los sujetos expuestos a la luz brillante sin filtrar. Sin embargo, los sujetos usando los filtros
simulados también mostraran el mismo nivel de alerta, somnolencia y fatiga que aquellos expuestos a la iluminacion
no filirada debido a la falta de propiedades de filtracion de las gafas protectoras de simulacién. Los sujetos que se
mantengan en la oscuridad mostraran el mas alto nivel de somnolencia, fatiga y los niveles de alerta mas bajos.

Al finalizar el estudio, se espera que se encuentre que los filtros son eficaces para prevenir la supresion de la
melatonina y para reducir los niveles de estrés en respuesta a la exposicion a la luz brillante nocturna. Se espera
que los filtros normalicen los niveles de melatonina y cortisol hasta al menos el 60% y posiblemente, el 80% o mas,
de los niveles fisiolégicos. Una vez cumplidos estos criterios, se llevara a cabo un ensayo clinico con trabajadores en
turnos rotativos en activo. La eficacia a largo plazo de estos filtros en la prevencién de cambios de fase observada
con exposicion a la luz brillante también sera investigada y se llevara a cabo una evaluacion objetiva de la fisiologia
del suefio durante el dia y el funcionamiento cognitivo durante la noche y el rendimiento psicomotor en los
trabajadores en turno de noche rotativo.

Dado que no existen procedimientos invasivos en este estudio los riesgos potenciales se reducen
considerablemente. El tGnico posible factor de riesgo es la falta de suefio y para evitar el problema de la falta de
suefio y la conduccion, se proporcionara a los sujetos una compensacién monetaria para tomar taxis de vuelta a
casa. Ademas, los estudios no se llevaran a cabo en noches consecutivas para permitir el suefio normal en al menos
2 noches entre cada sesién de estudio.

Para la variable principal, una hipétesis alternativa bilateral al nivel a = .05 a con un tamafio de muestra de 25
sujetos proporcionara una potencia de 70,5% para detectar una diferencia estandarizada de 0,50 y una potencia del
84% para detectar una diferencia estandarizada de 0,60. Una "diferencia estandarizada" se define como A/g, donde
la diferencia de interés es A y la desviacion estandar de la diferencia es 0. La muestra se debe aumentar para dar
cabida a una tasa de desercion minima del 17%. Por lo tanto, 30 pacientes seran reclutados para el estudio.

Los resultados de las cuatro condiciones diferentes se analizaran mediante el procedimiento general de modelos
lineales y el analisis multifactorial de la varianza (MANOVA) para detectar diferencias estadisticamente significativas
en los niveles hormonales. Otros andlisis incluirdn comparaciones por pares post hoc de Tukey. El test no
paramétrico U de Mann-Whitney se utilizara para la evaluacién de las escalas subjetivas. La relacion entre los
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niveles de melatonina y la somnolencia subjetiva, la fatiga y el estado de alerta se analizaran mediante correlaciones
de Spearman. El analisis estadistico se realizara utilizando el programa SPSS para Windows.

Ejemplo 4

Se empled la misma metodologia que en el Ejemplo 1, pero los filtros de hendidura fueron reemplazados con filtros
cuyos perfiles de transmision se muestran en las Tablas 1 y 2 anteriores, es decir, un filtro que sustancialmente
bloquea longitudes de onda de la luz por debajo de aproximadamente 460 nm y un filtro que bloquea
sustancialmente longitudes de onda de la luz por debajo de aproximadamente 490 nm. Como se muestra en la
Figura 9, filtrar estas longitudes de onda de la luz normaliza la secrecion de glucocorticoides a los niveles fisioldgicos.
Como se muestra en la figura 10, a las 12 de la noche, los dos lentes normalizan los niveles de melatonina. Mientras
que la lente que bloquea las longitudes de onda de la luz por debajo de 490 nm resulta en niveles de melatonina que
se aproximan mas a los del control en la oscuridad, el filtro de 460 nm preserva hasta 53% de los valores de control
en la oscuridad.

Los datos del filtro de hendidura del Ejemplo 1 se muestran en la Figura 11 a efectos de comparacién. Como se
ilustra, el filtro de hendidura de 452 a 462 nm no es eficaz para aumentar los niveles de melatonina, aunque el filtro
de 460 nm de la Tabla 1 es eficaz. Esto es probablemente debido a la gama mas amplia del filtro de 460 nm, que
también bloguea un porcentaje significativo de longitudes de onda a 470 nm.

Aunque esta invencion se ha descrito con referencia a realizaciones ilustrativas y ejemplos, la descripcion no esta
destinada a ser interpretada en un sentido limitativo. Por lo tanto, diversas modificaciones seran evidentes para las
personas expertas en la técnica con referencia a esta descripcion.

Ademas, los elementos ilustrados o descritos en conexién con un ejemplo de realizacion se pueden combinar con
las caracteristicas de otras formas de realizacion. Tales modificaciones y variaciones se pretende que estén
incluidas dentro del alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo para mantener el ritmo circadiano de un sujeto expuesto a la luz en la noche que comprende un
filtro optico que bloquea selectivamente y sustancialmente la luz de longitudes de onda entre 440 nm y 480 nm, el
dispositivo permitiendo la transmision sustancial de las otras longitudes de onda de luz en el medio ambiente del
sujeto.

2. El dispositivo de la reivindicacion 1 en el que el filtro éptico esta incorporado en un dispositivo seleccionado entre
gafas; una cubierta de luz; un revestimiento para una fuente de luz, y una fuente de luz.

3. El dispositivo de la reivindicacion 2 en el que el filtro 6ptico esta incorporado en una gafas.
4. El dispositivo de la reivindicacion 2 en el que el filtro éptico esta incorporado en una cubierta de luz.

5. El dispositivo de la reivindicacion 2 en el que el filtro 6ptico esta incorporado en un revestimiento para una fuente
de luz.

6. El dispositivo de la reivindicacion 2 en el que el filtro 6ptico esta incorporado en una fuente de luz.

19



Porcentaje de transmision

100
90 1
80
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 A
10 4

ES 2419304 T3

Curva de transmision

280

380

480 580
Longitud de onda (hm)

Figura 1

20

680

780



Porcentaje de transmision

380

ES 2419304 T3

Curva de transmision

480 580

Longitud de onda (nm})

Figura 2

21




140 -
120 -

100 |

60 -

40

80 1

ES 2419304 T3

—m— Control (no exposicion a la luz)

—o— Luz

—e— Filtro (450-480 nm)

Melatonina en plasma (pg/ml)

20:00 24:00 04:00 08:00

Hora del dia

Figura 3

22



Melatonina (pg/ml)

@
o
J

ES 2419304 T3

0 20:00
® 24:00

Filtro
4579 nm

Filtro
476,5 nm

Filtro Luz sin Control
combinacion filtro oscuridad
Figura 4

23



Melatonina en plasma (pg/ml}

160

140

-
3]
[=]

-
o
o

ES 2419304 T3

—m— Control (no exposicion a la luz)

—o— Luz

1 —e— Filtro (452-462 nm)
] Filtro (470-480 nm)
3

]

i —

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia
Figura 5

24



Corticosterona en plasma (pg/ml)

120000 ]

100000 -

80000 -

60000 -

40000 -

20000 -

e e i

ES 2419304 T3

—i— Control (no exposicion a la luz)

—O— Luz

—*— Filtro (450-480 nm)

24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 6

25



Corticosterona (pg/ml)

ES 2419304 T3

0O 20:00

180000 -
i B 24:00

160000
140000 :
120000
100000
80000
60000 -
40000 ;
20000 j

0 I - .

Filtro Filtro Filtro .Luz sin Control
457,9 nm 476,5nm  combinacién filtro oscuridad

Figura 7

26



120000 -

100000 1

80000

o

[==]

[=]

[=]

(=]
'

40000 1

Corticosterona en plasma (pg/mil)

20000 1

ES 2419304 T3

—#— Control (no exposicion a la luz)

o Luz

*k

—e— Filtro (452-462 nm)
*%k

—&— Filtro (470-480 nm)

*k

3 -

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 8

27



Abundancia relativa de ARNm

1.4 1

1.2 1

ES 2419304 T3

— Control (no exposicion a la luz)

—o— Luz

—e— Filtro (450-480 nm)

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 9

28



Abundancia relativa de ARNm

35

2.8 -

1.5

0.5 1

ES 2419304 T3

—m— Control (no exposicion a la luz)

—0— Luz

—e— Filtro (450-480 nm)

20:00 24:00 04:00 08:00

Hora del dia

Figura 10

29



06

0.4

Abundancia relativa de ARNm

1.2'_

08 -

0.2 1

ES 2419304 T3

- —m— Control (no exposicion a la luz)

—o— Luz
—e— Filtro (452-462 nm)

—— Filtro (470-480 nm)

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 11

30



Abundancia relativa de ARNm

1.4 ]

1.2 1

0.8 4
0.6 -
0.4

0.2 -

ES 2419304 T3

—@- Control (no exposicidn a la luz)

—0— LUz

—e— Filtro (452-462 nm)

+ —&— Filtro (470-480 nm)
* %

* Kk

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 12

31



Abundancia relativa de ARNm

1.2

0.8

0.6 -

0.4

0.2

o

I TRSRCIRN TP T TR Ny SR g Ry O

ES 2419304 T3

—fii— Control (no exposicion a la luz)

—o— Luz

—*— Filtro (450-480 nm)

-

20:00 24:00 04:00 08:00
Hora del dia

Figura 13

32



Abundancia relativa de ARNm

ES 2419304 T3

—l— Control (no exposicion a la luz)

—_—— Luz

—*— Filtro (450-480 nm)
*%

20:00

24:00 04:00
Hora del dia

Figura 14

33

08:00



Corticosterona (pg/ml)

ES 2419304 T3

80000
|

70000 4
60000 §
1

! 50000
40000
30000 :
i |

20000 -
10000 .

n .J'.___,.___ P — . P
Control Filtro Filtro Luz sin
oscuridad <460 nm <490 nm filtro
Figura 15

34



ES 2419304 T3

120
80 7

=]

-

(Jwy/Bd) euluoiepin

“Filtro— Luz sin —

<490 nm

Filtro
<460 nm

Control
oscuridad

filtro

Figura 16

35



Melatonina (pg/ml)

ES 2419304 T3

160 4
140
120

100 -

80 -

20:00 24:00

—4— 4579 nm
—8— 4765 nm

04:00 08:00

Hora del dia

Figura 17

36



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



