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RESUMO

Os ritmos circadianos sdo regulados por um oscilador central denominado de Nucleos
Supraquiasmaticos (NSQ). Os NSQs recebem informacgdes externas através de trés vias
principais: trato retino-hipotalamico, trato génico-hipotaldamico e as projeces dos ndcleos da
rafe; além de outras vias, como a da melatonina. Diferentes transportadores e receptores,
incluindo 0s 5-HTT MT2, 5-HT1A, NPY2 e NMDA, atuam em cascatas de sinalizacdo dessas
vias. A preferéncia diurna € a expressao comportamental da caracteristica enddgena dos
ritmos circadianos. Diversos estudos de associacdo com preferéncia diurna tém focado apenas
em polimorfismos em genes circadianos e pouca atencdo tem sido dada a pesquisas
envolvendo genes ndo circadianos. O objetivo desse trabalho foi realizar um estudo de
investigacdo de moduladores genéticos do ritmo circadiano envolvendo polimorfismos em
genes ndo circadianos. Estudantes universitarios responderam aos questionarios de
Matutinidade e Vespertinidade (MEQ) e de Cronotipo de Munique (MCTQ) para a
determinacdo da preferéncia diurna, habitos de sono e jetlag social. Para as analises de
associacdo genética, foram selecionados 0s matutinos e vespertinos extremos, juntamente com
um ndmero igual de intermediarios (56 em cada grupo). A genotipagem dos polimorfismos
foi realizada através das técnicas de PCR e Real Time PCR. Uma associagdo foi encontrada
entre os alelos do polimorfismo rs4753426 e preferéncia diurna, com o alelo C sendo mais
frequente (62%) em matutinos que vespertinos (47%) (n= 112). Um efeito de interacdo 5-
HTTLPR*rs2020933*rs6295 foi observado para a preferéncia diurna, com combinagéo
genotipica S/S; A/A; C/G (M= 62,50 e DP= 15,47) apresentado uma média do MEQ maior
(matutinos) que as combinagfes S/S; A/T; C/G (M= 22,0 e DP=2,82) e S/S; A/A; GIG (M=
27,33 e DP=5,92; F (2, 24)= 11,16, p < 0,001, w’= 0,42) (n=111). Além disso, um efeito de
interacdo foi encontrado entre os alelos dos polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 na
preferéncia diurna, com a média dos valores do MEQ sendo maiores nas combinages alélicas
C-A-C (M= 53,60 e DP= +17,32) e C-G-C (M= 62,43 e DP= %11,35) comparada com as
combinagbes C-A-G (M= 45,66 e DP= £18,65) e T-A-C (M= 44,66 e DP= £14,68); t(152)=
2,70, p= 0,008, d= 0,66 e t(53)= 3,68, p= 0,001, d=0,97) (n= 168). Em relacdo aos habitos de
sono, o efeito da interagdo 5-HTTLPR (gentipo)*preferéncia diurna nos horarios de ir dormir nos
dias de trabalho, foi significativamente diferente em vespertinos com genétipo L/S (M= 00:40
e DP=1:18 horas) comparados com os genétipos L/L (M =2:13 e DP = 1:23 horas) e S/S (M
=2:20 e DP = 1:20; F,158= 3,90, p= 0,005, ®?= 0,02) (n =167). Adicionalmente, na interagao
‘preferéncia diurna*rs2020933aei0)’, @s medias do ponto médio do sono nos dias de estudo
foram diferenciadas entre os alelos A (M= 4:27 e DP= 1:18) e T (M= 5:55 e DP= 1:47;
t(110)= -3,68, p < 0,001, d= 0,96) (n=168) no grupo de vespertinos. Em relacdo ao
polimorfismo rs2234759, uma diferenca na duragéo do sono foi vista entre os alelos A (M=
6:30 e DP= 1:30) e G (M= 6:58 e DP = 1:24; t(334)= -2,27, p= 0,024, d= 0,25) (n= 168).
Nenhuma correlacdo foi encontrada com relagcdo ao jetlag social. Esses resultados mostram
que polimorfismos em genes ndo circadianos podem atuar na modulacdo da ritmicidade,
através das vias de sincronizagdo do NSQ, contribuindo assim para as diferengas nos
fenotipos circadianos, principalmente pela interacdo dessas variantes genéticas nos
componentes das vias aferentes do NSQ.

Palavras-chave: cronotipos, sono, vias aferentes do NSQ, genes ndo circadianos, SNPs.



ABSTRACT

Regulation of Circadian rhythms is under control of a pacemaker called Suprachiasmatic
Nucleus (SCN), which are synchronized by environmental factors. The SCNs receive external
information from three different mean pathways: retinal hypothalamic tract, geniculo-
hypothalamic tract and raphe nucleus projections; other pathways, such as melatonergic
system, are included. Different transporters and receptors, including 5-HTT MT2, 5-HT1A,
NPY2 and NMDA, mediate these signal transduction pathways. Diurnal preference is a
phenotypic expression of endogenous circadian rhythms. Most association studies involving
diurnal preference have focused on polymorphism in circadian genes, and low attention was
given to genetic alterations in non-circadian genes. The aim of this study was to investigate
potential genetic modulators of the circadian rhythms, associating polymorphisms in non-
circadian genes with diurnal preference. Undergraduate students answered the Morning-
Evening Questionnaire (MEQ) and the Munich Cronotype Questionnaire for determination of
diurnal preference, sleep habits and social jetlag. For genetic association analysis, the extreme
morning and evening, with the same number of intermediate (56 for each group), were
selected. The polymorphisms were genotyped using normal PCR and Real Time PCR. An
association between the rs4753426 alleles and diurnal preference was found, with the C allele
more frequent in morning (62%) than evening types (47%) (n= 112). An interaction effect for
5-HTTLPR*rs2020933*rs6295 was observed in diurnal preference, with the mean MEQ
scores higher in genotype combination S/S; A/A; C/G (M= 62,50 and DP= 15,47) (morning)
compared to other combinations S/S; A/T; C/G (M= 22,0 and DP= 2,82) and S/S; A/A; G/G
(M= 27,33 and DP=5,92; F (2, 24) = 11,16, p < 0,001, w’= 0,42) (n=111). In addition, an
interaction effect among the alleles from rs2234759, rs4753426 and rs6295 polymorphisms
was found, with the mean MEQ scores higher in allelic combinations C-A-C (M= 53,60 and
DP=£17,32) and C-G-C (M= 62,43 and DP= %11,35) compared to combinations C-A-G (M=
45,66 and DP= +18,65) e T-A-C (M= 44,66 and DP= £14,68); t(152)= 2,70, p= 0,008, d=
0,66 e t(53)= 3,68, p= 0,001, d= 0,97) (n= 168). In relationship to sleep habits, the interaction
effect 5-HTTLPRgenotypey*diurnal preference in bedtime on weekdays was significantly
different in evening types with L/S genotypes (M= 00:40 and DP= 1:18 hours) compared to
L/L genotypes (M = 2:13 and DP = 1:23 hours) and S/S (M = 2:20 and DP = 1:20; F 158)=
3,90, p= 0,005, w?= 0,02) (n =167). Additionally, in the interaction effect ‘diurnal
preference*rs2020933iele)’, the midpoint of sleep on weekdays showed differences between
the A allele (M= 4:27 and DP= 1:18) and T allele (M= 5:55 e DP= 1:47; t(110)= -3,68, p <
0,001, d= 0,96) (n=168) in evening types. According to rs2234759 polymorphism, a
difference was observed for A allele (M= 6:30 e DP= 1:30) and G allele (M= 6:58 e DP =
1:24; t(334)=-2,27, p= 0,024, d= 0,25) (n= 168) regarding to sleep duration on weekdays. No
genotypic/allelic correlation was found for social jetlag. Thus, these results demonstrated that
genetic alterations in non-circadian genes can participate in circadian rhythm modulation, via
NSQ afferent pathways. This can contribute to variability on circadian phenotypes, mainly by
interaction among different polymorphisms in the signing molecules genes.

Keywords: chronotypes, sleep, SCN afferent pathway, no-circadian genes, SNPs


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15034221

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Parametros para a definicdo de um ritmo hipotétiCo ...........ccocevvireieiiiiiiciees 18
Figura 2 - Diferentes ritmos em humanos (barra branca) e outros mamiferos............cc.ccoevve. 19
Figura 3 - Modelo Simplificado dos ritmos CIrCAdiaN0S ............ccereiirerienieiere e 19
Figura 4 - Efeito de diferentes pulsos de luz e deslocamento de fase na ritmicidade
(o[ or:To |- T g U RSO SUSRPTP PPN TRURRIN 22
Figura 5 - Representacdo esquematica dos dois tipos de curva de resposta de fase................. 23
Figura 6 - Representacdo esquematica do mecanismo de mascaramento ............coeevevverreennnne 24
Figura 7 - Alca de transcrigdo-traducdo autorregulatoria dos ritmos circadianos.................... 26
Figura 8 - Representacdo esquematica dos nucleos supraquiasmaticos: sua localizacao e suas
SUDAIVISOBS ...ttt ettt bbbt b et e et st nb et beeneeneas 28
Figura 9 - Cascata de sinalizacdo demonstrando como a luz regula ritmicamente 0s neurénios
o[0T AN S RSO SPRR PR TRURRN 29
Figura 10 - Representacdo esquematica das principais vias aferentes do sistema circadiano em
MAMITEIOS ..ttt ettt et et et srenne e 31
Figura 11 - Representacdo dos dois modelos envolvidos na regulacdo do sono: homeostéatico
(S) € CIrCAMIANO (C) ...ttt 33
Figura 12 - Distribuigdo das frequéncias dos valores dos quUestionarios............cccceevvereeeruenns 49
Figura 13 - Fotografia do gel de agarose 2,5% para a detec¢é@o do polimorfismo SHTTLPR
(43pb INS/Del) N0 geNE SLCBA.........ooui it 51
Figura 14 - Distribuigdo genotipica e curva de amplificacdo do polimorfismo rs2020933 do
GENE SLCBAY ... s 51
Figura 15 - Distribuigdo genotipica e curva de amplificacdo do polimorfismo rs6295 do gene
H T R L A e e e e e s n e e e e e e e a e e e s 52
Figura 16 - Diferenca entre os médias dos valores do MEQ para as combinacdes genotipicas
dos trés polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 da via da 5-HT ............... 59
Figura 17 - Média do horario de ir dormir dos trés geno6tipos do polimorfismo 5-HTTLPR nos
grupos vespertinos, intermediarios € matutinos (N= 167) .......ccccccevvveveveeveccieceee. 63
Figura 18 - Médias do horario de ir dormir nos dias de estudo entre os alelos do polimorfismo
rs2020933 nos matutinos, intermediarios € VESPErtinos. .........cccceeveveevveveiieseennens 65
Figura 19 - Médias do horario de acordar nos dias de estudo entre os alelos do polimorfismo
rs2020933 nos grupos matutinos, intermediarios e vespertinos. .............cccocveeveennene 65
Figura 20 - Médias do ponto médio do sono nos dias de estudo entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos matutinos, intermediarios e vespertinos. ................. 66
Figura 21 - Diferenca no horario de ir dormir nos finais de semana entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos matutinos, intermediarios e vespertinos ................... 66
Figura 22 - Distribuicdo genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) para o polimorfismo
rS2234759 00 GENE NPY 2 ..ot 68
Figura 23 - Diferenca na duragdo do sono nos dias de estudo para os alelos do polimorfismo
IS2234759 (NZ L168). ...cveieiieececieiees ettt ettt ettt e sresreane e 71
Figura 24 - Distingdo genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) do para o polimorfismo
LIRS0 Y22 PR 73

Figura 25 - Distingdo genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) do polimorfismo 4753426
N0 gENE MTNRILB ... 77



Figura 26 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs4753426 nos grupos de matutinos,

INtermediarios € VESPEITINOS .......ccoiiriiirieieiiiie et 78
Figura 27 - Distribuigdo alélica do polimorfismo rs4753426 nos grupos de matutinos,
INtermediarios € VESPEITINOS ........coiiiriiirieieiiie e 79
Figura 28 - Médias dos valores do MEQ nas diferentes combinacGes alélicas para 0s
polimorfismos rs2234759, rs4753426 € 1S6295.........ccccvieeieiieeiieie e 84
Figura 29 - Diferenca das médias dos valores do MEQ nas diferentes combinages
genotipicas dos SNPS rs2234759 € 1S6295. .......cccervririerieieni e 86

Figura 30 - Diferenca das médias dos valores do MEQ nas diferentes combinac6es alélicas
d0S SNPS 1S4753426 € 1S6295........ccuiiiiiiiiieieieie et 88



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Estatistica descritiva para indicar uma distribuicdo normal............cccccocoevveriennnnnn 48
Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas para os polimorfismos 5-HTTLPR
(n=167), rs2020933 (n=168) e rs6295 (n=168) nos grupos matutinos,
INtermediarios € VESPEITINOS ........ccoiiiriiirieieiiie e 52
Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicas para os polimorfismos 5-HTTLPR (n = 167),
rs2020933 (n = 168) e rs6295 (n = 168) nos grupos matutinos, intermediarios

B VESPEITINOS . ...ttt ettt bbbt n bbb 53
Tabela 4 - Comparagdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos genotipicos do polimorfismo SHTTLPR (N = 167) ....cccceevveneieneiiieenices 54
Tabela 5 - Comparacgdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos alélicos do polimorfismo SHTTLPR (N = 167)....cccccviinieneneeieneneesie s 54
Tabela 6 - Comparacgdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos alélicos do polimorfismo SHTTLPR (N = 167)....cccccvviinieieneeienerieenie e 55
Tabela 7 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os alelos
do polimorfismo rs6295 (N= 168) ........cceiieiieiieiieie e 56
Tabela 8 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos genotipicos do polimorfismo rs2020933 (N = 168)........ccccccvevevveieeviesieene. 57
Tabela 9 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos alélicos do polimorfismo rs2020933 (N =168) .......cccccceveevverieiiese e 57
Tabela 10 - Analise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcdo dos genétipos
dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 € rs6295 (N = 167)......ccccccevvevvevierneenne. 58
Tabela 11 - Analise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcdo dos genétipos
dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (N= 111).......ccccccevvevvererreenne. 59
Tabela 12 - Analise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcédo dos alelos dos
polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 € 156295 (N = 167) .....coovvivvieieieicne s 60
Tabela 13 - Andlise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcdo dos alelos dos
polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (N = 111) ....ccoovvvvieiiieicicsieie 60

Tabela 14 - Frequéncia das diferentes combinagdes alélicas (“haplotipos™) para os
polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos

T 5 TSP 61
Tabela 15 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e gendtipos do polimorfismo 5-HTTLPR (n= 167) .............. 62
Tabela 16 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo 5-HTTLPR (n = 167) .........cccvuee. 62
Tabela 17 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e genétipos do polimorfismo rs2020933 (n = 168)............... 63
Tabela 18 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e os alelos do polimorfismo rs2020933 (n = 168). ............... 64
Tabela 19 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e genétipos do polimorfismo rs26592 (n=168)..................... 67
Tabela 20 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em........... 67

Tabela 21 - Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs2234759 nos grupos de
matutinos, intermediarios e vespertinos (N = 168)........ccccccceveeveeieiie v 69



Tabela 22 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s

grupos genotipicos do polimorfismo rs2234759 (N =168).......ccccceveverenieresiesnannns 69
Tabela 23 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
diferentes alélicos do polimorfismo rs2234759 (N = 168) ........ccccevevevereiesiesnannns 70
Tabela 24 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e gendtipos do polimorfismo rs2234759 (n = 168)............... 72
Tabela 25 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcgéo
da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo rs2234759 (n = 168)..........ccccc..... 72
Tabela 26 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1805247nos grupos de
matutinos, intermediarios e vespertinos (N = 168).........ccccccvvieveeieiieieese e 74
Tabela 27 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo rs1805247 (N = 168)........ccccccvevevvevveiieseenne. 74
Tabela 28 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos alélicos do polimorfismo rs1805247 (N = 336) ....ccccceevevvieieeriesiesieerie e 75
Tabela 29 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e gendtipos do polimorfismo rs1805247 (n = 168)............... 76
Tabela 30 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcao
da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo rs1805247 (n = 168)..........cc......... 77
Tabela 31 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo 4753426 (N'= 168)......c.cccceeverererereseainannns 79
Tabela 32 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos alélicos do polimorfismo 4753426 (N = 336)......ccccecverveveieierenese e 80
Tabela 33 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e genotipos do polimorfismo (N = 168).........cccccvverervierenns 81
Tabela 34 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em funcéo
da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo (N=168).........ccccceeereriniriinininnnnns 81
Tabela 35 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em fungdo dos geno6tipos dos
polimorfismos rs1805247, rs2234759, rs4753426 e rs6295 (N=168) ..........c.cc.cocv... 82
Tabela 36 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcao dos alelos dos
polimorfismos rs1805247, rs2234759, rs4753426 e rs6295 (N=168) ............cc.cocuu.. 82
Tabela 37 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos
polimorfismos rs2234759, rs4753426 € rs6295 (N=168).........cccccccvvveereereiieeseennnns 83
Tabela 38 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcao dos alelos dos
polimorfismos rs2234759, rs4753426 € rs6295 (N=168).........cccccccerveerrerreiieeseennnns 83

Tabela 39 - Frequéncia das diferentes combinagdes alélicas (“haplotipos™) para os
polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos

.................................................................................................................................. 85
Tabela 40 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos

polimorfismos rs2234759 e r$6295 (N=112) .....cccveiiieiieieecee e 85
Tabela 41 -ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcgéo dos alelos dos

polimorfismos rs2234759 € 156295 (N=168).......cccveieiiierininereeeee e 86

Tabela 42 - Frequéncia das diferentes combinagdes alélicas (“haplotipos™) para os
polimorfismos rs2234759 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos (n = 112).87

Tabela 43 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos
polimorfismos rs4753426 € 156295 (N=168).......cccvieieieiiiiierieeee e 87

Tabela 44 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos alelos dos
polimorfismos rs4753426 € 156295 (N=168).......ccccvieieieiiniierieeee e 87



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT - Serotonina

5-HT1A- Receptor da serotonina 1 A

5-HTT - Transportador da serotonina

CCG - Genes controlados pelo relogio

CE — Ciclo claro/escuro

CREF - Curva de resposta de fase

CSM - Composite Scale of Morningness

EEG - Eletroencefalograma

FIL - Folheto intergeniculado lateral

GABA - Acido gama-aminobutirico

GLU - Glutamato

GRIN2B - Receptor ionotrépico do glutamato subunidade 2
GRP - Gastrina

GWAS - Genome wide association studies

JLS - Jetlag Social

MCTQ - Questionario de Cronotipo de Monique
MEQ - Questionario de Matutinidade e Vespertinidade
MLT - Melatonina

MT1- Receptor da melatonina 1

MT2 - Receptor da melatonina 2

NMDA - N-metil D-Aspartato

NPY2 - Neuropeptidio Y receptor 2

NRD - Nucleos da rafe dorsal

NRM - Nucleos da rafe medial

MSF - Ponto médio do sono nos dias livres

NSQ - Nucleos supragquiasmaticos

PACAP - Neuropeptidio adenilato-ciclase pituitaria

PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase



PKC - Proteina quinase C

SFAS - Sindrome da fase atrasada do sono
SFAVS - Sindrome da fase avangada do sono
SNP - Polimorfismo de nucleotideo simples
SP - Substéancia P

TGH- Trato geniculo-hipotalamico

TRH - Trato retino-hipotalamico

VIP- polipeptidio intestinal vasoativo inserir outras abreviaturas



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt n s 16
2 REVISAO DE LITERATURA . ......oiiteeetceeee ettt 17
p A 41 (g 0T = o] oo o 1 OSSR 17
2.2 Sistema de Temporizacao Circadiano em Mamiferos...........ccccvvveviveveiieeiiece s 19
2.2.1 Propriedades Fundamentais dos ritmos Circadianos............cccovveeereeresieeseesieenenns 20
2.2.2 ProCesS0 € SINCIONMIZAGAD ......c.veveveieriisiesiieieeieee sttt sbe et sre bt 20
2.3 Mecanismos moleculares reguladores dos ritmos circadianos ...........cccocevververeeenne. 24
2.4 Nucleos Supraquiasmaticos (NSQs) e suas principais vias aferentes....................... 27
2.4.1 Trato retino-hipotalamico (TRH) ......coviiiiieircc e 28
2.4.2 Trato geniculo-hipotalamico (TGH) ......cceiiiiiiccccece e 30
2.4.3 Projectes dos NUCIE0S da Fafe..........cccciviieiieii e e 30
2.4.4 Melatonina (IMLT) ..o 32
2.5 S0N0 € FtMOS CIFCAAIANOS. ......ccvviiieiieie ettt 33
2.6 Preferéncia Diurna (CroNOTIPO) .......ocveiueiiiriiniiiiieieee e 35
2.6.1 Base genética da preferéncia diurna ou Cronotipo .........ccccevveveieeieeniecie e 36
2.7 Polimorfismos nos receptores MT2, 5-HTR1A, NPY2 e NMDA e no transportador
ST H T TLPR et e et e e e e nnbe e e nnneeaa 38
S HIPOTESES ..ottt 40
A IUSTIFICATIV A ettt et sae e bn et 41
SOBUIETIVOS ..ttt b et ettt e sae e be e ae e n e nn e 42
5.1 ODJEtiVO PFINCIPAL........coiiieieciece et 42
5.2 ODjetivos ESPECITICOS .....viiiieiiiieiieiee e 42
B METODOLOGIA. ...ttt ettt ettt e e sae e e nbe e re e e teeseeeenes 43
6.1 ESCOINGA A0S SUJEITOS ....o.viviiiiiiitieieieee ettt 43
6.2 Determinacao da preferencia diurna.........c.ocooveieeiineneie s 43
6.3 Determinacao dos h&bitos do sono e jetlag social............ccocevvviiiiieiiiencnc e 44
6.4 Coleta € EXIragao de DINA ... e 45
6.5 Detecgédo dos Polimorfismos Através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) oot eee e s e s s s e s et e ettt e st e et s e st e s r i 45
6.6 ANALISES ESTAtISTICAS ......ccvieeeeiiieiee e 46



7.1 Analise d0S QUESTIONATIOS .......c.ueeivieiiieiiree ittt sae e s be e st e e re e saee s 48

7.2 Analise de associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas com preferéncia

diurna, habitos do sono e jetlag SOCIAl. ...........ccceiveiiiie i 50
7.2.1 Polimorfismos do transportador (ins/del 5-HTTLPR) e rs2020933e do receptor
(1S6295) 1A 5-HT ...t ettt b e b sreees 50
7.2.2 Interacdo entre os polimorfismos do transportador e receptor de 5-HT com
PrEfEIENCIA QIUMAL ... eoiieii ettt e st e e e e s ra e teeneenreas 58
7.2.3 Interacdo entre os polimorfismos do transportador e receptor de 5-HT com habitos
de SON0 € JEtlag SOCIAL .......ccveeieiieieee e e 61

7.3 Polimorfismo rs2234759 do receptor do neuropeptidio NPY2 com habitos de sono

€ JEHIAG SOCIAL ... e 68
7.3.1 Interacdo entre o polimorfismo rs2234759e os habitos de sono e social jetlag....... 71
7.4.2 Polimorfismo rs1805247 no gene da subunidade GRIN2B do receptor NMDA.....73
7.4.1 Interacdo entre o polimorfismo rs1805247 com habitos de sono e jetlag social ..... 76

7.5 Polimorfismo rs4753426 no gene do receptor 2 da melatonina - MT2 .................... 77

7.6 Interacéo entre os polimorfismos dos receptores rs1805247 do gene GRIN2B,
rs2234759 do gene NPYR2, rs4753426 do gene MTNR1B e rs6295, do gene HTTR1A

COM Prefer@NCIa QIUINA ........ooiiiiiiieieee et 82
8 DISCUSSAD ....oooiirrircesaiesesseets et ess s 89
8.1 Polimorfismos no transportador e receptor da 5-HT ..o 90
8.2 Polimorfismo no rs2234759 do receptor NPY2......ccccoioieiieieee e 93
8.3 Polimorfismo rs1805247 no gene da subunidade GRIN2B do receptor NMDA.....95
8.4 Polimorfismo rs4753426 do receptor MT2......ccocoviieiieiececceee e 96

8.5 Interagéo entre os polimorfismos rs2234759 no gene do NPYR2, rs4753426 do gene
MTNR2 e rs6295 do gene HTR1A com preferéncia diurna..........c.ccccoecevvevveiccieceennne 97

8.6 Interacdo dos polimorfismos rs2020933 no gene SLC6A4; 43pb ins/del no gene
SLC6A4, rs2234759 no gene NPYRZ2; rs1805247 no gene GRIN2B; rs4753426 no gene

MTNRI1B e rs6295 no gene HTR1A com jetlag social ...........cccocoviieiiiiiiic v 99
O LIMITAGOES ...t 101
10 CONCLUSOES. .....vuuiiieiieieeieesseisee sttt 102
11 PRINCIPAIS ACHADOS ...ttt enre e nnee e 103
REFERENCIAS ..ottt s sttt nes e s st snen st taneneas 104

ANEXOS . . s 123



16

1- INTRODUCAO

Os ritmos bioldgicos estdo presentes desde bactérias até humanos. Fazem parte desses,
0s ritmos circadianos que apresentam uma duracao de aproximadamente 24 horas. O sistema
de temporizacdo circadiano € responsavel pela geragdo e manutencdo dos ritmos fisioldgicos e
comportamentais e a sua sincronizagdo aos ciclos ambientais, como o0 claro/escuro
(DUNLAP; LOROS; DeCOURSEY, 2004). A harmonizacao entre o sistema interno e seus
Zeitgeibers permite uma capacidade antecipatdria aos organismos. Dessa forma, os seres
vivos podem organizar recursos e Se prepararem para eventos e atividades que sejam
necessarios a manutencgdo de sua sobrevivéncia (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

Em mamiferos, o oscilador central (nicleos supraquiasmaticos - NSQ), principal
responsavel pela sincronizacdo dos mdltiplos osciladores enddgenos aos ciclos ambientais,
recebe informacOes do ambiente através de trés vias principais: (1) trato retino-hipotaldmico,
(2) trato geniculo-hipotaldmico e (3) as projecbes dos nudcleos da rafe (GILLETTE;
ABBOTT; ARNOLD, 2012). Qutras, tais como a via da melatonina, também estdo envolvidas
(STARKEY et al., 1995). Os receptores MT2, 5-HT1A, NPY2 e NMDA, dentre outros,
participam das cascatas de sinalizacdo responsaveis pela regulacdo da ritmicidade circadiana
(GILLETTE; MITCHELL, 2002).

A ritmicidade circadiana pode ser expressa fenotipicamente através da preferéncia
diurna ou cronotipo. Existem trés tipos de cronotipos: 0os matutinos, que preferem acordar e
dormir cedo e sdo mais ativos durante o periodo da manhd; os vespertinos, que preferem
acordar e dormir nos horarios mais avancados; e os intermediarios, que ocupam uma posi¢do
que esta entre o tipo matutino e tipo vespertino, sendo considerados como os mais flexiveis
em relacdo aos outros dois cronotipos (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

Alteracbes em genes circadianos foram associadas a preferéncia diurna em diferentes
populagcdes (ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008). Entretanto, pouca atencdo tem sido
dada ao estudo de genes néo circadianos. Variagdes em genes nao circadianos envolvidos nas
principais vias aferentes de neurotransmisséo da informacdo ambiental podem contribuir para
a modulacdo do oscilador central dos ritmos e, consequentemente, dos fendtipos circadianos.

Baseado nessa hipotese, o0 objetivo desse trabalho foi realizar uma investigacdo de
polimorfismos genéticos em receptores expressos no NSQ, envolvidos nas vias de sinalizacao
responsaveis pela regulacdo dos ritmos circadianos em uma amostra da populacdo (estudante

universitarios) de Alagoas, localizada na regido Nordeste do Brasil (latitude 9° S).
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ritmos Biologicos

O principal fundamento da teoria da evolucdo é a selegdo de variantes (conhecidas
atualmente como alteracdes genéticas) que contribuem para a adaptacdo de uma determinada
espécie ao ambiente (DARWIN, 1859). O ambiente por sua vez, é dotado de mudancas
recorrentes causada pela rotacdo da terra ao redor do sol e de seu préprio eixo e, pela rotacéo
da lua ao redor da terra. Essas mudangas constituem um desafio para a sobrevivéncia de
qualquer organismo.

Os ritmos sdo evidentes na maioria dos seres vivos: plantas apresentam épocas
diferentes de floracdo, ciclos de atividade e repouso nos animais, batimentos cardiacos etc.
Assim, se 0 ambiente oscila, para se adaptar a ele um organismo precisa oscilar também.
Dessa forma, a adaptacdo temporal consiste na harmonizacdo entre a ritmicidade bioldgica e
as alteracdes ambientais (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

O primeiro relato cientifico de um ritmo biolégico data de 325 a.C., quando
Androstenes de Thasos descreveu com riqueza de detalhes o movimento diario periddico das
folhas da planta Tamarindo (RIETVELT, 1996). Movimentos foliares ritmicos da planta
sensitiva Mimosa também foram descritos por Jean Jacques De Mairan, em 1729, quando esta
foi mantida isolada do ciclo claro-escuro, sugerindo pela primeira vez o carater enddgeno
dessa ritmicidade biolégica (MOORE-EDE, 1986). Estudos ritmicos envolvendo animais, no
entanto, s6 foram realizados a partir do século XIX, sendo descritos em abelhas, crustaceos,
coelhos e roedores (BUNNLNG, 1965).

Pesquisas envolvendo seres humanos s6 foram realizadas em 1938, por Nathanial
Kleitman e seu aluno Bruce Rechardson, os quais passaram 33 dias isolados em uma caverna
natural sem pistas ambientais. Este estudo foi um dos primeiros a revelar a existéncia de um
controle interno do ritmo em humanos. Sujeitos submetidos a escuro constante em cavernas
artificiais, mostraram que os ritmos biol6gicos como o ciclo de vigilia e sono, anteriormente
influenciados por sinais ambientais, passaram a apresentar uma duracao diferente de 24 horas,
revelando assim, seu periodo enddgeno 1 (tau) (ASCHOFF, 1979, 1992; WEVER, 1979). Os
ritmos bioldgicos sob condigdes constantes, ou seja, sem interferéncia ambiental, s&o
denominados de ritmos em livre curso (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).
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Segundo Minors e Waterhouse (1981), pode-se definir um ritmo como sendo ‘uma
sequéncia de eventos que ocorrem na mesma ordem e na mesma frequéncia. Trés parametros
sdo fundamentais para a definicdo de um ritmo: periodo, amplitude e fase. O periodo é a o
intervalo de tempo no qual a variavel se repete. A amplitude € a diferenca entre a média dos
valores da varidvel e seu valor maximo ou minimo. A fase de um ritmo se refere a um
momento determinado no ciclo, sendo representada pela letra grega ¢ (fi) (figura 1). Os
ritmos bioldgicos sdo usualmente classificados de acordo com Halberg (1959) em: (1)
infradianos, que apresentam periodos com mais de 24 horas; (2) ultradianos, que apresentam
periodos com menos de 24 horas, e (3) circadianos, que possuem periodos com
aproximadamente 24 horas (figura 2).

Contudo, por ndo haver um correlato funcional nessa classificacdo, Araujo e Marques
(2003) propuseram que os ritmos biologicos sejam classificados em duas categorias: ritmos
associados a ciclos ambientais, envolvidos funcionalmente com a antecipacdo de mudangas
geofisicas, e ritmos sem correlatos ambientais, envolvidos com a antecipacdo de alteracbes
internas. Os ritmos relacionados com alteragdes ambientais sdo 0s mais estudados devido ao
conhecimento de suas frequéncias, sendo o ritmo circadiano 0 mais bem descrito e conhecido

deles.

Figura 1 - Parametros para a definicdo de um ritmo hipotético

Ritmo Sincronizado

Variavel

Maximo

Amplitude

Minimo

Tempo

Fonte: Autora
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Figura 2 - Diferentes ritmos em humanos (barra branca) e outros mamiferos
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Fonte: Adaptado de ASCHOFF,1981 e KUHNLE, 2006)

2.2 Sistema de Temporizacéo Circadiano em Mamiferos

Os ritmos circadianos sdo responsaveis pelo controle de uma variedade de processos
biolégicos nos diferentes seres vivos (BELL-PEDERSEN et al.,, 2005; LOWREY;
TAKAHASHI, 2004). Sdo exemplos destes ritmos em humanos, a secre¢do de horménios, o
ciclo de vigilia e sono, a regulacdo da temperatura corporal, a pressdo sanguinea e a producédo
de urina (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

Esses ritmos fazem parte de um sistema composto por trés componentes: (1) as vias
aferentes, responsaveis pela transmissdo dos sinais vindos do ambiente; (2) um oscilador
enddgeno, responsdvel pela geracdo endogena da ritmicidade circadiana; e (3) as vias
eferentes, responsavel pela transmissao das informacdes vindas do oscilador para a regulacéo
da expressao dos processos fisiologicos e comportamentais (SEHGAL, 2004) (figura 3).

Figura 3 - Modelo Simplificado dos ritmos circadianos
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—_ e

Aferente Eferente

Oscilador

As vias aferentes enviam a informacdo vinda do ambiente para o oscilador, que € responsavel
pela geracdo da ritmicidade circadiana. As informacgdes temporais dessa ritmicidade sdo
transmitidas para o organismo atraves das vias eferentes. Fonte: Autora

2.2.1 Propriedades Fundamentais dos ritmos circadianos

Os ritmos circadianos se diferenciam dos demais ritmos biolégicos por apresentarem
trés propriedades fundamentais: (1) endogenicidade, com t sempre diferente de 24 horas
guando o ritmo se encontra em livre curso, (2) capacidade de sincronizacdo a um ciclo
ambiental (T), de forma que uma relacdo de fase seja estabelecida entre o periodo enddgeno e
o ciclo ambiental (t=T) e (3) apresentam uma compensacao de seu periodo a variacfes de
temperatura (PITTENDRIPH, 1954). Os ritmos circadianos podem ser sincronizados por
diferentes fatores ambientais, sendo o ciclo claro-escuro (CE) o principal deles (SEHGAL,
2004). Em 1960, Jurgen Ashoff utilizou o termo aleméo Zeitgeber (doador de tempo) para

definir um sinal ambiental capaz de sincronizar esses ritmos.

2.2.2  Processo de Sincronizacao

A sincronizacdo é um processo dependente do periodo enddgeno e da duracao/forga do
Zeitgeber (ROENNEBERG et al, 2004). Ocorre basicamente através de dois mecanismos: o
arrastamento e o mascaramento (DAAN; ASCHOFF, 2001)

a) Arrastamento
No mecanismo de arrastamento, o Zeitgeber causa um deslocamento de fase e,
consequentemente, um ajuste no periodo e na fase do ritmo bioldgico. Dois modelos basicos
de arrastamento tém sido descritos: 0 modelo continuo ou paramétrico e o discreto ou nao
paramétrico (ASCHOFF, 1999; DAAN; ASCHOFF, 2001, JOHNSON et al., 1999;
FLOESSNER; HUT, 2017). O modelo paramétrico é baseado no fato de que o ritmo
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circadiano pode ser sincronizado pelo ciclo CE completo, o qual exerce um efeito continuo
sobre o periodo (ASCHOFF, 1999; DAAN; ASCHOFF, 2001).

Enquanto que, o modelo ndo paramétrico € baseado no fato de que, dependendo da fase
no qual o estimulo € aplicado, pulsos discretos de luz podem ser suficientes para o
deslocamento significativo da fase e o estabelecimento de uma relagdo ou angulo de fase v
(psi) (PITTENDRIGH, 1960; DAAN, 2000). Experimentos com roedores mostraram que 0
horéario do pulso, e ndo a intensidade da luz, é importante para a obtencdo de uma relacao de
fase estavel com o ciclo ambiental (DeCOURSEY, 1972). Para esse modelo, apenas o periodo
em livre curso e a curva de resposta dependente de fase sé@o importantes. Na natureza, a
interacdo entre os dois modelos pode ser observada dependendo da espécie e das condicdes

ambientais as quais estdo expostos (DAAN, 2000).

a.1) Curva de resposta dependente de fase (CRF)

A perturbacdo do ritmo circadiano causada pela exposicdo a um estimulo (por exemple
pulso de luz) depende da fase em que este é aplicado (FLOESSNER; HUT, 2017). Essa
perturbagdo (adiantamento ou atraso) ¢ caracterizada como deslocamento de fase (Ag) e pode
ser observada através da curva de resposta dependente de fase (CRF). A CRF é a
representacdo grafica da dindmica comportamental do ritmo em livre curso submetido a um
estimulo em diferentes horas do dia (figura 4). Na construcdo de uma CRF os conceitos de
“dia subjetivo” e “noite subjetiva” sdo utilizados como correspondentes das fases de atividade
e repouso de um organismo (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003). Diferentes
experimentos tém descrito CRFs para uma variedade de estimulos e em multiplos organismos
(JOHNSON, 1999).

O adiantamento (+A¢) ou atraso (-A¢@) de fase em resposta ao pulso de luz ¢
maximizado no intervalo de tempo no qual o organismo ndo esta exposto a esse estimulo em
condicgdes constantes (figura 4) (JOHNSON et al., 1999). Dois tipos de CRF podem ser
descritos: o Tipo 1, no qual a deslocamento de fase é relativamente pequeno (geralmente
menor que 6 horas) e tem uma transi¢do continua entre os avangos e atrasos; e o Tipo 0, no
qual o sistema de temporizacdo possui uma alta sensibilidade ao pulso, que resulta em um
grande deslocamento fase (Figura 5) (JOHNSON, 1999).



Figura 4 - Efeito de diferentes pulsos de luz e deslocamento de fase na ritmicidade
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Representacdo esquematica do deslocamento de fase resultante da exposicdo dos animais em
livre curso a breves pulsos de luz (A-E). Cada painel representa o actograma de um animal
mantido em escuro constante e exposto a 1 hora de exposicdo a luz (caixa amarela). O
deslocamento de fase é a diferenca, no dia do pulso de luz, entre o inicio de atividade de cada
linha antes (linha azul) e depois (linha vermelha) do estimulo. A resposta ao pulso de luz ocorre
apenas durante a noite biolégica do animal. Isso permite que o T do animal seja arrastado ao
ciclo ambiental. Fonte: Adaptada de WEAVER; EMERY, 2013

22
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos dois tipos de curva de resposta de fase
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Classificacdo das curvas de resposta de fase (CRF). Tipo 1 ou fraca, resulta em
pequenos deslocamentos de fase. Tipo O ou forte, resulta em grandes deslocamentos
de fase. Fonte: Adaptado de FLOESSNER; HUT, 2017

b) Mascaramento

Fatores ambientais podem ter uma acdo direta sobre o ritmo expresso, modificando-o,
sem que haja o envolvimento do gerador da ritmicidade, ou seja, do oscilador central. A este
fendmeno denominou-se de “mascaramento” (ASCHOFF, 1960), pois explicitava tratar-se de
condicdes experimentais que poderiam ocultar o verdadeiro Zeitgeber. O mascaramento
possibilita uma resposta direta a um estimulo ambiental, proporcionando ao organismo, uma
flexibilidade que ndo lhe é permitida através do mecanismo rigido do arrastamento
(MARQUES e MENNA-BARRETO, 2003). Assim, 0 mascaramento atua como agente da
plasticidade ritmica tendo um importante papel na adaptacéo temporal (PAGE, 1989).

Existem dois tipos de mascaramento: o positivo, quando o agente mascarador ambiental
resulta no aumento da expressdo ritmica, e o negativo, quando esse agente resulta na
diminuigéo da expresséo ritmica. Diferentemente do deslocamento de fase, ndo se observa a
manutencdo do novo angulo de fase nos periodos consecutivos. Assim, 0 agente mascarador
age instantaneamente atrasando/adiantando a fase de um dnico periodo, sendo a mesma

restabelecida no periodo seguinte (figura 6).



24

Figura 6 - Representacdo esquematica do mecanismo de mascaramento
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O mecanismo de mascaramento resulta em uma mudanca imediata da fase na presenca de
um sinal mascarador (por exemplo, a luz). Durante 0 mascaramento, o ritmo em livre
curso continua ocorrendo, mesmo que a atividade do animal demonstre estar sincronizada
ao sinal mascarador. Quando esse sinal é removido, o ritmo em livre curso continua
ocorrendo exatamente na fase em que deveria ocorrer se ele tivesse sido mantido (linha
escura). Fonte: Autora

2.3 Mecanismos moleculares reguladores dos ritmos circadianos

O mecanismo molecular da regulacdo circadiana consiste em algas de transcrigédo-
traducdo autorregulatérias que geram uma ritmicidade de aproximadamente 24 horas nos
padrdes de expressdo dos seus genes (LOWREY; TAKAHASHI; 2011; PARTCH; GREEN;
TAKAHASHI, 2014; MENDOZA-VIVERO et al., 2016 ).

Em mamiferos, o sistema de temporizacdo é composto primariamente por uma alca de
retroalimentacdo negativa, onde os fatores de transcricio CLOCK e BMALL interagem entre
si, através do dominio PAS (PER-ARNT-SIM) destas proteinas, formando heterodimeros. A
formacédo do heterodimero CLOCK-BMALL ativa a transcrigdo dos genes Per (Period 1 e 2)
e Cry (Cryptocrome 1 e 2) através de sua ligagdo com a regido regulatoria E-box destes genes.
Além de Cry e Per, CLOCK e BMAL1 ativam a transcricdo de outros genes, como RevErba
eos CCG (Clock Controled Genes), que também possuem essa regido E-box(5’-CACGTG-3’)
(UKAI; UEDA, 2010). Com 0 aumento da transcricao, as proteinas PER e CRY acumulam-se


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowrey%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21924978
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no citoplasma, sendo translocadas para o nucleo celular, inibindo assim, a atividade de
CLOCK: BMAL1 (ALBRECHT; EICHELE, 2003; LOWREY; TAKAHASHI; 2011,
PARTCH et al., 2014) e dessa forma, sua propria transcricdo (Figura 7).

Durante a noite, o complexo repressor PER:CRY € degradado permitindo a liberacéo do

heterodimero CLOCK:BMAL1, o qual iniciard um novo ciclo de transcri¢cdo. A CKlz (Casein
kinase =) € responsavel pela fosforilacdo e, consequentenmente, a degradacdo das proteinas

PERs (SEHGAL, 2004). Uma segunda alca de retroalimentacdo negativa envolve o receptor
de hormonio nuclear Rev-Erba, um alvo direto do complexo CLOCK:BMALL, cuja proteina
reprime fortemente a transcricdo de Bmall (também conhecido como Arntl - hydrocarbon
receptor nuclear translocator-like, em humanos), o qual contém uma regido RRE(5’-
(A/T)A(A/IT)NT(A/G)GGTCA-3’) onde o fator de transcricdo ROR (retinoic acid-related
orphan receptor) se liga (SATO et al., 2004).

A transcricdo de Bmall, por outro lado, parece ser positivamente controlada pelas
proteinas PERs e CRYs (PREITNER et al., 2002). Adicionalmente, outros genes também
foram gradualmente descritos como componentes do mecanismo de regulacao circadiano, tais
como Timeless, Decl, Dec2, Bmal2, RevErbf, Rorf, Rory e E4bp4 (UKAI; UEDA, 2010;
PARTCH et al., 2014; MENDOZA-VIVERO et al., 2016).
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Figura 7 - Alca de transcricdo-traducdo autorregulatdria dos ritmos circadianos
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O mecanismo molecular dos ritmos
circadianos envolve uma alca de
retroalimentacdo de transcricdo- traducéo
composta pelos genes e seus produtos. Em
mamiferos, o relégio circadiano é composto
primariamente  por uma alca de
retroalimentacdo negativa envolvendo os
genes Clock e Bmall, Period (Per) 1 e 2,
Cryptocrome (Cry) 1 e 2. CLOCK e
BMAL1 sdo fatores de transcricdo que
possuem o dominio PAS e ativam a
transcricdo de Per e Cry. As proteinas PER
e CRY formam heterodimeros, sendo
translocadas para o nucleo onde interagem
com o complexo CLOCK- BMALL,
inibindo sua propria transcri¢cdo. A segunda
alca de retroalimentacdo autorregulatoria é
composta por Rev-Erbo. que é um alvo
direto do complexo ativador de transcricdo
CLOCK-BMAL1l. REV-ERBo inibe a
transcricdo de Bmall e compete com o fator
de transcricdo ROR (retionic acid-related
orpha receptor) para se ligar a regido RREs
no promotor do gene Bmall. Fonte: Autora,
baseado em Takahashi et al., 2008.
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2.4 Nucleos Supraquiasmaticos (NSQs) e suas principais vias aferentes

Durante os anos de 1957 até meados de 1960, Curt Richter (1894-1988) conduziu uma
série de experimentos com o objetivo de identificar, anatomicamente, o oscilador circadiano.
Seus resultados indicaram o hipotalamo como sendo a localizagdo do oscilador circadiano
(RICHTER, 1965). Apds a leséo de diferentes areas hipotaldmicas, identificou-se uma regido
que quando lesionada resultava na abolicdo do ritmo da atividade locomotora. Essa regido,
localizada abaixo do quiasma éptico, recebeu o nome de Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ)
(WELSH; TAKAHASHI; KAY, 2010) (figura 8).

Estudos seguintes demonstraram que apds a lesdo do NSQ, a ritmicidade poderia ser
restaurada transplantando-se os NSQ de um animal para o outro, passando esse a expressar 0
ritmo de seu doador (SILVER et al., 1996). Juntos, tais estudos levaram a conclusao de que o
NSQ é o oscilador circadiano central capaz de estabelecer uma relacdo de fase com 0s
osciladores periféricos localizados em outras areas cerebrais e nos tecidos periféricos
(MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012; BUIJS et al., 2016).

O NSQ e composto por dois nucleos com aproximadamente 10.000 neurdnios cada um,
0s quais recebem a informacdo luminosa captada pelas células da retina atraves do trato
retino-hipotalamico (COLWELL et al., 2015). O efeito da luz sobre os ritmos circadianos €é
mediado por uma populacdo de células ganglionares fotossensiveis da retina (RGCs), as quais
expressam o fotopigmento melanopsina (LEGATES; FERNANDEZ; HATTAR, 2014).
Anatomicamente, 0 NSQ é organizado em duas sub-regides: uma dorso-medial e outra ventro-
lateral (figura 8) (ANTLE; SILVER, 2005; TAKAHASHI et al., 2008). Tal divisdo é definida
fenotipicamente pelos tipos diferentes de células que as compdem (MORIN, 2007).

A regido mais interna (ventro-lateral) recebe informacbes da luz através do trato
retinohipotalamico e expressa c-fos, Perl e Per2 em resposta ao deslocamento de fase
causado luz, enquanto que a regido mais externa (dorso-medial) recebe sinais vindos da regido
ventro-lateral através de diversos neurotransmissores, incluindo o polipeptidio intestinal
vasoativo (VIP), polipeptideo liberador de gastrina (GRP), substancia P (SP) e acido gama-
amino-butirico (GABA) (ANTLE; SILVER, 2005).

A porcdo ventro-lateral do NSQ recebe informagdes externas através de trés vias
principais: (1) do trato retino-hipotalamico (TRH), (2) do trato génico-hipotalamico e (3) das
projecbes dos nucleos da rafe (REGHUNANDANAN; REGHUNANDANAN, 2006;
GILLETTE et al., 2012; SOLLARS; PICKARD, 2015; ROSENWASSER; TUREK, 2015).
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Figura 8 - Representacdo esquematica dos nucleos supraquiasmaticos: sua localizacéo e
suas subdivisoes

Os nucleos supraguiasmaticos estdo localizados no hipotalamo anterior acima do quiasma
Optico (A) e sdo sub-divididos em duas regides a dorso-medial e a ventro-lateral (B). 3°V-
terceiro  ventriculo; QO- quiasma Optico. Fonte: Autora, adaptada de:
http://www.moodle.mouro.com/EVA/picture.php?/3526.

2.4.1 Trato retino-hipotalamico (TRH)

Os sinais féticos vindos das células ganglionares sensitivas da retina sdo transmitidos
até o NSQ através das fibras do TRH (SILVER; RAINBOW, 2013). As terminac¢des nervosas
do TRH secretam glutamato, que é considerado o principal neurotransmissor envolvido na
conversdo da informacdo fdtica; e sob certas condicdes, o neuropeptidio adenilato-ciclase
pituitaria (PACAP).

A ativagdo dos receptores do glutamato (AMPA e/ou NMDA) aumenta a taxa de
disparos neuronais e o influxo de Ca®* nos neurdnios do NSQ. Esse aumento de célcio ativa
uma cascata de sinalizagdo que converge na alteracdo de fatores de transcricdo, incluindo a
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CRE) — CREB. Apéds a
fosforilacdo, a proteina CREB é translocada para o nucleo podendo se ligar ao seu sitio na
regido promotora dos genes c-Fos, period 1 (Perl) e 2 (Per2), e regular a transcricdo desses
genes ao longo das horas do dia. Dentro do NSQ, a regulacdo fotica de c-Fos e Perl é répida,
enquanto que a regulacdo de Per2 é mais lenta (GOLOMBEG; ROSENSTEIN, 2010;
COLWELL, 2011) (figura 9). As mudancas na expressdo génica quando sobreposta ao ciclo
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de transcrigdo-traducéo circadiano correspondem funcionalmente ao adiantamento e atraso de
fase do oscilador circadiano (GILLETTE, 1996; KORNHAUSER et al., 1996; SHIGEYOSHI
etal., 1997)

Figura 9 — Cascata de sinalizacdo demonstrando como a luz regula ritmicamente os
neurdnios do NSQ
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A informacdo fotica é transmitida para o NSQ através do TRH, resultando assim na liberacdo
do glutamato e ativacdo dos seus receptores. Essa cascata de sinalizagdo permite o influxo de
calcio e a fosforilacdo de CREB, responsavel pela ativacdo de genes circadianos. Fonte:
COLWELL, 2011.

A microinjecéo de glutamato no NSQ simula o deslocamento de fase causado pela luz
no ritmo circadiano da atividade neuronal in vitro, (SHIRAKAWA; MOORE, 1994,
FRANKEN et al.,1999; HURST et al., 2001) e da atividade locomotora in vivo (MEIER,
1988), produzindo adiantamento ou atraso dependendo da fase em que o mesmo € aplicado.
Esse efeito do glutamato no NSQ parece ser mediado através da ativacdo dos receptores
NMDA (NMDAR) (SHIBATA et al., 1994; MINTZ; ALBERTS, 1997; MINTZet al.,1999;
COLWELL, 2011; BENDOVA et al., 2012).
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2.4.2 Trato geniculo-hipotalamico (TGH)

O folheto intergeniculado lateral (FIL) é o segundo aferente do sistema circadiano
(Figura 9). Ele recebe impulsos vindos diretamente da retina e transmitem essa informacéo
fética para o NSQ atraves do trato geniculo-hipotaldmico (TGH) (MORIN et al., 1992, 2013).
Os neurdnios do FIL séo sensiveis a mudanca na intensidade luminosa em geral, fazendo do
TGH uma via de sinalizacdo indireta e alternativa para o arrastamento do periodo circadiano
pelos estimulos féticos. Além disso, o FIL também pode atuar no papel da regulacdo do
sistema circadiano através dos estimulos ndo féticos tais como a atividade locomotora
(ROSENWASSER; TUREK, 2015) (Figura 10).

A conexdo entre o FIL e o NSQ ocorre principalmente através da liberacdo do
neuropeptidio Y (NPY), o qual atua diretamente nos neurdnios do NSQ modulando a
regulacéo fotica e ndo fotica desse oscilador circadiano (MUSCAT; MORIN, 2006). Lesdes
no FIL reduzem o deslocamento de fase induzido pela luz em hamsters (HARRINGTON;
RUSAK,1986; PICKARD et al., 1987). A microinjecdo de NPY no NSQ in vitro
(HARRINGTON; SCHAK, 2000; ANTLE; MISTLBERGER, 2000; YANNIELLI E
HARRINGTON, 2001) e in vivo (HUHMAN; ALBERS, 1994; GOLOMBEK, et al., 1996;
GLASS et al., 2010) resulta no deslocamento de fase dos disparos neuronais e do ritmo de
atividade, respectivamente. Esse avango de fase durante o dia subjetivo sugere que o NPY
estd relacionado com a modulacdo da ritmicidade (ALBERS; FERRIS, 1984).
Adicionalmente, o NPY parece atuar através do receptor Y2 (NPYR2) (GOLOMBEK et al.,
1996; HUHMAN et al., 1996).

2.4.3 Projecdes dos nucleos da rafe

O terceiro maior aferente do sistema circadiano é composto pelas projecdes
serotonérgicas originadas principalmente dos ndcleos da rafe medial - NRM (BERNSTEIN,;
MORIN, 1998). A ativacdo dos NRM resulta no aumento da liberacdo de serotonina (5-HT)
no NSQ (GLASS et al.,, 2000) (Figura 10). A secrecdo da 5-HT apresenta um padréao
circadiano, com seu maximo ocorrendo no CT 14 no NSQ de ratos (BARASSIN et al., 2002).
Além disso, projecdes serotonérgicas ascendentes originadas da rafe dorsal também inervam o
FIL, promovendo assim, uma segunda rota para a regulacdo serotonérgica do NSQ (MEYER-
BERNSTEIN; MORIN, 1996). Essas projecOes serotonérgicas para 0 NSQ e FIL podem atuar
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na modulacdo dos efeitos foticos, tdo bem quanto na mediacdo dos efeitos ndo féticos no
oscilador central (ROSENWASSER; TUREK, 2015).

Lesdes nas inervagdes serotonérgicas do NSQ foram relacionadas com o deslocamento
de fase da atividade locomotora (SMALE et al., 1990; CUTRERA et al., 1994; MEYER-
BERNSTEIN; MORIN, 1998). Estimulagdes elétricas nos nucleos da rafe medial e dorsal na
metade do dia subjetivo induziram a liberagdo de 5-HT no NSQ, resultando no adiantamento
de fase do ritmo de atividade locomotora (MEYER-BERNSTEIN; MORIN, 1999; GLASS et
al., 2000, 2003). Em estudos in vitro, a injecdo de 5-HT durante o dia subjetivo também causa
um adiantamento de fase nos disparos neuronais (PROSSER, 2000; SPROUSE et al., 2004).

Figura 10 - Representacdo esquematica das principais vias aferentes do sistema
circadiano em mamiferos
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Principais vias aferentes dos nlcleos supraquiasmaticos (NSQ). Os sinais foticos vindos da retina sao
transmitidos para NSQ através do trato retino- hipotalamico (TRH) tendo como principais
neurotransmissores 0 glutamato (GLU) e o polipeptidio ativador da adenilato-ciclase pituitaria
(PACAP). O NSQ também recebe informacéo fética indiretamente do folheto intergeniculado lateral
(FIL) pelo trato geniculo-hipotaldamico (TGH) através de seus neurotransmissores: neuropeptidio Y e
GABA. Além disso, 0 NSQ recebe informacdes vindas dos nucleos da rafe media e dorsal (NRM e
NRD), através da serotonina (5-HT) e, da glandula pineal, através da melatonina (MLT). DM-regido
dorso-medial e VL- regido ventro- lateral. Fonte: Autora.
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Microinjecdo de um agonista da 5-HT resulta na reducdo dos disparos neuronais no
NSQ apds a estimulacdo do nervo dptico, na inibicdo na expressao de c-Fos induzido pela luz
e, dependo da dose, atenua o deslocamento de fase causado pela atividade na roda
(equipamento que permite medir a atividade motora espontdnea de animais em
experimentacdo) (PROSSER et al., 1990; MEDANIC; GILLETTE, 1992, JIANG et al.,
2000). O envolvimento da 5-HT na regulacdo ritmica parece ser mediado através dos
receptores 5-HT1A e 5-HT7, localizados no NSQ, FIL e ndcleos da rafe, e pelo receptor 5-
HT1B, localizado pré-sinapticamente nos terminais do TRH (PICKARD et al.,1997; ANTLE
et al., 2003; SMITH et al., 2001; EHLEN et al., 2001; SPROUSE et al., 2004; SMITH et al.,
2008).

2.4.4 Melatonina (MLT)

Além das projecdes vindas do TRH, TGH e das projecfes da 5-HT, outras vias, tais
como a da MLT, podem atuar como aferentes do sistema circadiano (Figura 10). A MLT é um
horménio sintetizado na glandula pineal durante a fase escura do ciclo CE. A sintese e a
liberacdo desse hormonio sdo reguladas pelas vias eferentes do NSQ através de uma cascata
de sinalizacdo multisinaptica (FOULKES et al. 1997; PERREAU-LENZ et al., 2003). Por sua
vez, a MLT também pode atuar na modulacdo do sistema circadiano (STARKEY et al.,
1995).

A aplicacdo de MLT exo0gena pode resultar em uma mudanca de fase dos disparos
neuronais in vitro. (MCARTHUR et al., 1997; LIU et al., 1997) e, da atividade locomotora in
vivo (SLOTTEN at al., 2002; SCHUHLER et al., 2002). Em humanos, a ingestdo de MLT
pode ajustar o sistema de temporizacdo endégeno causando um adiantamento ou um atraso de
fase, dependendo da CRF (BURGSS et al., 2008; KEIJZER et al., 2014). O uso de MLT pode
ser um tratamento efetivo para diferentes distUrbios circadianos do sono como trabalhos em
turno, jetlag e transtornos de fase avangada ou atrasada do sono (HARDELAND et al., 2008;
BURGESS e EMENS, 2016).

Esse efeito regulatorio da MLT no NSQ € exercido através a ativacdo dos receptores
acoplados a proteina G (MT1 e MT2), os quais iniciam diferentes cascatas de sinalizacao
celular (LIU et al., 2016, PEVET, 2016). Estudos mostram que os receptores da MLT
apresentam respostas distintas no NSQ: a inibi¢cdo dos disparos neuronais esta relacionada
com a ativagéo do receptor MT1 enquanto que, o deslocamento de fase dos disparos neuronais
estd relacionado a ativagio do MT2 (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20ZG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10825500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehlen%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11438611

33

DUBOCOVICH, 2007; PFEFFER et al, 2012. A microinjecdo de 4P-PDOT, um antagonista
seletivo para o0 MT2, blogqueia o adiantamento de fase do ritmo de atividade mediado pela
MLT em camundongos C3H/HeN (HUNT et al., 2001).

2.5 Sono e ritmos circadianos

A regulacdo do sono é realizada através da interacdo entre dois processos: 0 homeostatico
(processo S), dependente do sono e da vigilia; e o circadiano (processo C), controlado pelo
NSQ (BORBELY; ACHERMANN, 1999). O processo S representa a propensao ao sono, que
aumenta durante a vigilia e declina durante o sono. Quando essa propensdo homeostatica
aumenta e atinge certo limiar, o sono € ativado; diferentemente, quando essa propensdo
diminui, atingindo um limiar diferente, a vigilia é evocada (BORBELY et al., 2016).

O processo circadiano, por sua vez, representa a modulacdo diaria dos niveis desses
limiares (BORBELY; ACHERMANN, 1999) (figura 11). Uma consideravel diferenca
individual tem sido observada em ambos 0s processos, que pode ser explicada devido a
variabilidade genética (GOEL, 2017). Além desses dois sistemas, existe um sistema
ultradiano responsavel pela alternancia ciclica do sono REM e ndo-REM durante a fase de
sono (ROSENWASSER, 2009).

Figura 11 — Representacdo dos dois modelos envolvidos na regulacdo do sono:
homeostatico (S) e circadiano (C)
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Fonte: BORBELY; ACHERMANN, 1999
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Diferentes neurotransmissores, tais como glutamato, serotonina e neuropeptidio Y, estdo
envolvidos na regulacéo da vigilia e do sono (MONTI; PANDI-PERUMAL; SINTON, 2008).
O glutamato € o neurotransmissor excitatorio mais comum do cérebro e atua no controle da
vigilia (MURILLO-RODRIGUEZ et al, 2012). Niveis elevados de glutamato extracelular tém
sido encontrados durante a vigilia quando comparados com a fase de sono (LENA et al.,
2012). Estudos farmacologicos mostraram que a infusdo de agonistas glutamatérgicos, tais
como NMDA, induzem o estado de alerta (DATTA; PATTERSON; SPOLEY, 2001). Além
disso, o glutamato esta relacionado com inicio do sono REM, juntamente com a acetilcolina
(PACE-SCHOTT; HOBSON, 2002).

A serotonina, localizada nos nucleos da rafe, também é um neurotransmissor que
participa da regulacdo da vigilia/sono, sendo o sistema serotonérgico ativo durante a vigilia e
inativo durante o sono (MONTI; PANDI-PERUMAL; SINTON, 2008). Adicionalmente, a
serotonina atua na inibi¢do do sono REM (sono de ondas rapidas) e, sob certas circunstancias,
contribui para 0 aumento da propensdo do sono (MONTI, 2010). A inibicdo da sintese de
serotonina resulta na promocao da vigilia (URSIN, 2002) e a administracdo de agonistas para
seus receptores causam a diminuicdo do sono REM em roedores e humanos (WILSON et al.,
2005; MONTI; JANTOS, 2006).

O neuropeptidio Y é considerado um dos fatores de regulacédo do sono (MONTI; PANDI-
PERUMAL; SINTON, 2008). Estudos com animais demostraram que o NPY melhora a
sincronizacdo electro encefalografica (EEG) e aumenta a continuidade do sono (FUXE et al,
1983; ZINI et al, 1984). Em humanos, a administracdo do NPY diminui a laténcia do sono e o
inicio do sono REM e, aumenta o estagio 2 do sono (ANTONIJEVIC et al., 2000). Em estudo
mais recente foi demonstrado que os niveis de NPY plasmaticos durante a manhd foram
menores em pacientes com insdnia primaria comparados com os controles normais (M = 5,11
edp==287ng/mlvs. M=7,01edp== 3,44 ng/ml, p =0,009), reforcando o papel do NPY
na promocao do sono (HUANG et al., 2015).

Além dos neurotransmissores, horménios tais como a melatonina também possui um
papel importante na regulacdo do ciclo vigilia/sono. A participacdo da melatonina nessa
regulacdo do sono pode estar relacionada a inibi¢do do sistema responsavel pela vigilia dentro
do hipotadlamo (SHOCHAT; HAIMOV; LAVIE, 1998). A adiministracdo de melatonina
durante o dia (quando seus niveis sdo minimos) resulta na inducdo da fadiga e da sonoléncia
em humanos (CAJOCHEN; KRAUCHI; WIRZ-JUSTICE, 2003). Adicionalmente, o
tratamento com melatonina tem sido relacionado a diminuigdo da latencia do sono, aumento

da eficiéncia do sono e da duracgdo total do sono (XU et al., 2005), sendo utilizado para os
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disturbios circadianos do sono como a sindrome da fase atrasada do sono (SFAS) e a
sindrome da fase avancada do sono (SFAVYS), jet lag e a sindrome do sono diferente de 24
horas (ZISAPEL, 2010).

2.6 Preferéncia Diurna (cronotipo)

A preferéncia diurna ou cronotipo € a manifestacdo comportamental do sistema de
temporizacao intrinseco, caracterizada principalmente pela preferéncia individual dos horéarios
de dormir/acordar e realizar atividades (KALMBACH et al., 2016). Trés tipos de cronotipos
tém sido descritos: matutinos, intermediarios e vespertinos. Na vida diaria, os cronotipos
matutinos preferem acordar e dormir cedo e sdo mais ativos durante o periodo da manhg,
enguanto que 0s cronotipos vespertinos executam melhor suas atividades no periodo da tarde
e comeco da noite, preferindo acordar e dormir nos horéarios mais tardios (ADAN et al.,
2012).

No entanto, a maioria dos individuos ocupa uma posicdo que estd entre 0s tipos
matutinos e vespertinos, sendo assim definidos como tipos intermediarios. Tal cronotipo tem
sido apontado como sendo o mais flexivel em relagdo aos outros dois (MARQUES; MENNA-
BARRETO, 2003). Pessoas matutinas e vespertinas se diferem biologicamente em suas
temperaturas corporais internas (BAEHR et al., 2000), seus picos de secrecdo da MLT
(BURGESS; FOGG, 2008; KANTERMANN et al., 2015), além de seus niveis de cortisol ao
acordar (RANDLER; SCHAAL, 2010).

A matutinidade e a vespertinidade tém sido avaliada principalmente através de
questionarios tais como o Questionario de Matutinidade e Vespertinidade (MEQ) (HORNE
OSTBERG, 1976), um instrumento amplamente utilizado para diferenciar cronotipos através
de uma escala de pontuacdo; e o Questionario de Cronotipo de Monique (MCTQ)
(ROENNEBERG et al., 2003), que quantifica o cronotipo baseando-se no ponto médio do
sono nos dias livres, corrigido para o débito de sono nos dias de trabalho (MSFsc). Ambos 0s
questionarios apresentaram uma boa correlagdo com o T (MEQ: r =-0,70 e MSFsc: r = 0,68)
(KITAMURA et al., 2014; KANTERMANN; SUNG; BURGESS, 2015).

Evidéncias ttm demonstrado que os cronotipos podem ser influenciados por fatores tais
como idade, sexo e exposi¢cdo a luz (ADAN et al., 2012). Criangas sé&o geralmente mais
matutinas (ZIMMERMANN, 2016; RANDLER; TRUC, 2014), enquanto que, durante a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalmbach%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27855737
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adolescéncia tornam-se vespertinas (ROENNEBERG et al., 2004). No final da adolescéncia,
as pessoas progressivamente tornam-se matutinas novamente (ROENNEBERG et al., 2004).
Em relacdo ao sexo, estudos demonstram que mulheres tendem a serem mais matutinas que 0s
homens até a meia idade, apresentando depois disso, cronotipos semelhantes aos homens
(ROENNEBERG et al., 2004; ROENNEBERG et al.,2007; ADAN; NATALE, 2002;
DUARTE et al., 2014).

A longitude e a latitude também sdo fatores relevantes para a preferéncia diurna
(RANDLER; RAHAFAR, 2017). Em um estudo envolvendo adolescentes de 17 paises,
Randler et al. (2008) observaram uma diferenca na distribui¢cdo dos cronotipos com relacéo ao
local de residéncia dos individuos, sendo aqueles localizados nos trépicos mais matutinos
comparados com os dos subtrépicos. Além disso, a relacdo entre latitude e preferéncia diurna
tem sido avaliada em estudos envolvendo regifes de um mesmo pais (BORISENKOQV et al,
2010.; MIGUEL et al. 2014; MASAL et al., 2015) e entre paises diferentes (RANDLER,
2008.; SANI et al. 2015), com vespertinos sendo encontrados em locais mais distantes da
linha do Equador em ambos estudos.

Os cronotipos podem, ainda, sofrer influéncia dos fatores como, as rotinas diarias de
trabalho e estudo. A hora de dormir e acordar pode ser diferenciada entre os dias da semana,
quando essa é tipicamente determinada pelos horarios de trabalho e estudo; e finais de
semana, quando as pessoas podem seguir seus préprios horarios de sono. Tipos vespertinos
apresentam um déeficit de sono maior durante a semana porque mantém seus horarios
preferenciais de ir dormir, mas por outro lado, sdo forcados a acordarem cedo para
estudar/trabalhar. No entanto, o déficit de sono pode também ser observado em pessoas
matutinas durante os finais de semana, devido a pressdo social para ficar acordado até mais
tarde (ROENNEBERG et al., 2003; ROEPKE; DUFFY, 2010). Essa diferenca nos habitos de
sono entre os dias de semana e finais de semana recebe o nome de jetlag social e tem sido
associada com alguns fatores de risco para a salde, tais como obesidade e fumo
(ROENNEBERG et al., 2012 WITTMANN et al., 2006).

2.6.1 Base genética da preferéncia diurna ou cronotipo

Uma diversidade de estudos tem demonstrado que a preferéncia diurna possui uma base
genética. Pesquisas familiais e com gémeos (monozigoticos e dizigoticos) mostraram que a
preferéncia diurna é um traco herdado, com uma herdabilidade estimada de 23% a 47% para
estudos familiais (KLEI et al., 2005; EVANS et al., 2011; SCHANTZ et al., 2015) e, de 40%-
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54% para estudos com gémeos quando as principais formas de acessibilidade do cronotipo
foram utilizadas (DRENNAN et al., 1992; HUR et al., 1998, 2007; KOSKENVUO et al.,
2007; VINK et al., 2001; BARCLAY et al., 2010; WATSON et al., 2013; TOOMEY et al.,
2015).

A SFAS e a SFAVS sdo consideradas os casos mais extremos da preferéncia diurna
com heranca familiar (JONES et al., 1999; ANCOLI-ISRAEL et al., 2001; REID et al., 2001).
A SFAVS foi a primeira variante circadiana descrita com padrdo de heranca mendeliana,
sendo caracterizada por uma mutacdo no dominio da caseina kinase | (CKI), sitio de ligacédo
para a proteina PER2 (TOH et al., 2001; SATOH et al., 2003; XU et al., 2005; VANSELOW
et al., 2006). Adicionalmente, um polimorfismo de repeticdo em tandem (4 ou 5 repeticdes)
no gene Per3 tem sido associado com a SFAS (EBISAWA et al., 2001; ARCHER, et al.,
2003; PEREIRA et al., 2005).

Além disso, estudos de genes candidatos tém investigado a associag¢do de polimorfismos
em genes circadianos (Clock, Per -1, 2 e 3, Arntl2, Tim, entre outros) com preferéncia diurna
em diferentes populacbes (KATZENBERG et al.,1998; ARCHER et al., 2003; JOHANSSOM
et al., 2003; MISHIMA et al., 2005; CARPEN et al., 2006; JONES et al., 2007; LAZAR et
al., 2012). Contudo, outros estudos ndo encontraram essa associacdo (PEDRAZZOLI et al,
2007; CHANG et al., 2011; CHOUB et al., 2010; OSLAND et al., 2011). Essa discrepancia
nos resultados ainda ndo esta clara, no entanto, pode estar relacionada com diferencas de
métodos, localizacdo geografica, tamanho amostral e diferencas étnicas.

Recentemente, estudos envolvendo GWAS (genome wide association studies)
revelaram novos loci associados com preferéncia diurna (HU et al., 2016; LANE et al. 2016;
JONE et al., 2016). Hu et al. (2016), utilizando dados genéticos do 23andMe (n = 89.283),
encontraram 15 loci diferentes associados com matutinidade, incluindo genes envolvidos na
fototransducdo. Em um segundo estudo, utilizando dados de 100.420 sujeitos pertencentes ao
UK Biobank, Lane et al. (2016) encontraram 12 loci diferentes relacionados com cronotipo
(vespertinidade), sendo 8 destes, replicacdes do estudo anterior.

Outra pesquisa com GWAS, realizada com 128.266 individuos britanicos do mesmo UK
Biobank, demonstrou 16 variantes associadas com matutinidade, sendo que 7 destas néo
foram identificadas pelo estudo realizado com o 23andMe (JONE et al., 2016). Todos 0s trés
estudos com GWAS acharam associacdo de variantes geneticas em genes circadianos e nao
circadianos com preferéncia diurna autodeclarada. Assim, esses achados indicam que
polimorfismos em genes ndo circadianos envolvidos nas vias aferentes de sinalizacdo podem

estar associados com a preferéncia diurna.
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2.7 Polimorfismos nos receptores MT2, 5-HTR1A, NPY2 e NMDA e no transportador
5-HTTLPR

Polimorfismos nos receptores da MT2, 5-HT, NPY e do NMDA, os quais estdo
envolvidos nas vias aferentes que regulam a ritmicidade do oscilador circadiano central tém
sido associados com diferentes fendtipos. Alteracdes genéticas no gene do receptor MT2,
considerado o principal receptor envolvido no deslocamento de fase no NSQ
(DUBOCOVICH, 2007; PFEFFER et al, 2012), foram associadas com esclerose idiopatica
em adolescentes (YANG et al., 2015), nivel elevado de glicose plasmética na diabetes
mellitus gestacional (ZHAN et al., 2015) e depressao recorrente (GALECKA et al., 2011). O
polimorfismo rs4753426 nesse mesmo gene foi associado com a duracdo da incidéncia solar
na populacdo global (JI et al., 2011), sendo a frequéncia do alelo C maior nos paises com
incidéncia solar menor, indicando assim um possivel papel adaptativo desse SNP.

Estudos envolvendo polimorfismos no receptor 5-HTR1A, um dos receptores da 5-HT
que pode atuar na regulacdo ritmica do NSQ (SPROUSE et al., 2004; SMITH et al., 2008),
demonstraram correlacdo com esquizofrenia, depressdo maior e comportamento suicida
(SCHILD et al., 2013; ZHANG et al., 2016). O polimorfismo funcional rs6295 localizado na
regido promotora do gene HTR1A, foi associado com depressdo maior, comportamento
suicida, transtorno bipolar, resposta a antidepressivos e transtorno do panico (WASSERMAN
et al., 2006; KISHI et al., 2009; KATO et al., 2009; KISHI et al., 2013).

Além dos receptores, polimorfismos no gene do transportador da 5-HT (SLC6A4) tém
sido associados a transtornos afetivos (GRESSIER; CALATI; SERRETTI, 2016; WRAY et
al., 2009). Um polimorfismo funcional (5-HTTLPR) no promotor desse gene tem sido
relacionado com sono (CARSKADON et al., 2011; HARTMANN et al., 2014; DEUSCHLE
et al., 2010). Adicionalmente, dois estudos envolvendo essa variante genética com a
preferéncia diurna foram realizados (OJEDA et al., 2013; BARCLAY et al., 2011). Um dos
estudos demonstrou uma associacdo significativa entre o polimorfismo 5-HTTLPR e os
valores do questionario Composite Scale of Morningness (CSM) no modelo sobredominate
(OJEDA et al., 2013). Ja no outro estudo, uma diferenca significativa foi observada para a
qualidade do sono, porém nenhuma associacdo foi encontrada para a preferéncia diurna
(BARCLAY etal., 2011).

Polimorfismos no receptor NPYR2, que também apresenta ter um papel importante na
modulacdo dos ritmos através das projecdes do TGH (GOLOMBEK et al., 1996;
HUHMANET al., 1996), foram associados com obesidade (HUNT et al., 2011; SIDDIQ et


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wray%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19541292
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al., 2007), doenca de Huntington (KLOSTER et al., 2014), fumo (SATO et al., 2010) e com o
processo de memoria iconica (ARNING et al., 2014). Um SNP (rs2234759), localizado no
promotor desse gene, tem sido associado com o inicio da doencga de Huntington (KLOSTER
et al., 2014). Além disso, os alelos desse SNP demonstraram contribuir diferentemente para a
atividade transcricional desse gene, mostrando um possivel efeito funcional desse
polimorfismo (KLOSTER et al., 2014).

Finalmente, alteracbes genéticas na subunidade GRIN2B dos receptores NMDA,
descritos como o0s principais envolvidos na via aferente do TRH (COLWELL, 2001;
BENDOVA; SLADEK; SVOBODOVA et al., 2012), tem sido relacionada a diferentes
alteracbes neuroldgicas tais como transtorno bipolar, Alzheimer, Schizophrenia, Transtorno
Obsessivo Compulsivo e alcoolismo (MARTUCCI et al., 2006; KIM et al.,, 2006;
WEICKERT et al., 2013; KOHLRAUSCH et al., 2016). O SNP rs1805247 (localizado no
exon 13) foi significativamente associado com transtorno bipolar (ZHAO et al., 2011) e, com
excitabilidade cortical e plasticidade em humanos (MORI et al., 2011), sugerindo que a
atividade excitatoria do receptor NMDA pode ser modulada por SNPs nos genes que
codificam as suas subunidades.

Embora a regulagéo da ritmicidade circadiana seja mediada por diferentes vias aferentes
de sinalizacdo através do envolvimento de uma variedade de neurotransmissores e
neuromoduladores, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos nesse
processo de sincronizacdo do oscilador central. Varios estudos de associa¢do envolvendo
fenotipos circadianos tém sido realizados em diferentes populacfes, entretanto, a maioria
deles tem focado apenas em genes circadianos (ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008).
Poucas pesquisas correlacionando genes ndo circadianos envolvidos nas vias aferentes
regulatérias dos ritmos com preferéncia diurna e habitos de sono foram realizadas (OJEDA et
al., 2013; BARCLAY et al., 2011; KOIKE et al., 2013).

Além disso, os estudos em sua maioria tém focado apenas na analise de um Unico gene
circadiano, mas néo no efeito combinatdrio de mais de um gene. Como esses genes codificam
proteinas que participam ou convergem na mesma via, combinacdes de diferentes
polimorfismos em diferentes genes ndo circadianos poderiam ter um efeito sinérgico na
modulacdo dos fenotipos circadianos. Assim, o estudo de polimorfismos em genes néo
circadianos que fazem parte dessas vias pode contribuir para o entendimento da modulacao

genética desses ritmos.
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3- HIPOTESES

1-  Polimorfismos em genes ndo circadianos que fazem parte das vias aferentes do NSQ

podem estar associados com preferéncia diurna.

Justificativa: O NSQ € considerado o principal oscilador circadiano e recebe as informacGes
ambientais através de diferentes vias. Essas informacGes sdo responsaveis por manter uma
relacdo de fase entre o ritmo circadiano enddgeno e os ciclos ambientais. A preferéncia
diurna, por sua vez, é a manifestacdio comportamental desse ritmo enddgeno. Portanto,

alteracOes nessas vias aferentes podem contribuir para essa preferéncia diurna.

2- Interacdo entre diferentes polimorfismos nas vias aferentes teriam uma contribuicao

maior para a preferéncia diurna.

Justificativa: As vias aferentes do NSQ envolvem cascatas de sinalizacdo, as quais sdo
compostas por diferentes transportadores e receptores. Assim, a interacdo entre combinacdes
genotipicas e/ou alélicas especificas estariam contribuindo para um efeito sinérgico na

preferéncia diurna, e ndo os polimorfismos individualmente.

3- AlteracBes em genes que fazem parte dessas vias aferentes podem estar correlacionadas

com os habitos de sono.

Justificativa: A regulacdo do sono envolve dois processos principais: 0 circadiano e 0
homeostatico. Dessa forma, alteracdes nos ritmos circadianos podem resultar em habitos de

sono diferenciados.

4- A preferéncia diurna, juntamente com os polimorfismos nas vias aferentes, estariam

contribuindo para diferencas nos habitos de sono.

Justificativa: A preferéncia diurna tem sido amplamente relacionada com diferencas nos
habitos de sono: tipos matutinos preferem dormir e acordar cedo enquanto que 0s vespertinos
preferem o oposto. Assim, a interagdo entre a preferéncia diurna e polimorfismos nas vias

aferentes do NSQ estariam relacionados com os habitos de sono.



41

4- JUSTIFICATIVA

Poucos estudos relacionando polimorfismos em genes ndo circadianos envolvidos nas
vias aferentes de sincronizacdo ritmica com preferéncia diurna e habitos de sono foram
realizados. Recentemente, trés pesquisas utilizando GWAS demonstraram que alguns loci de
genes ndo circadianos foram associados com cronotipo. Como esses genes fazem parte de vias
de sinalizacdo importantes para 0 NSQ, o principal gerador dos ritmos circadianos em
mamiferos, realizar estudos de associacdo entre polimorfismos em genes que fazem parte
dessas vias e fenotipos circadianos tais como preferéncia diurna, habitos de sono e jetlag
social sdo de suma importéncia para o entendimento dos mecanismos envolvidos na

modulacdo genética da ritmicidade circadiana.
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5- OBJETIVOS

5.1 Objetivo Principal

Realizar um estudo de investigagdo de moduladores genéticos do ritmo circadiano

(preferéncia diurna) em humanos.

5.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Correlacionar a preferéncia diurna com habitos de sono e jetlag social;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2020933 (A/T
intron 2) no gene SLC6A4; 43pb ins/del no gene SLC6A4 e rs6295 no gene HTR1A
(—1019C/G);

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2234759
(—244A/G) no gene NPYR2;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs1805247
(4197A/G) no gene da subunidade GRIN2B do receptor NMDA;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs4753426
(=1193C/T) no gene MTNR1B;

Relacionar essas frequéncias com preferéncia diurna, habitos de sono e jetlag social;
Analisar a interacdo entre esses polimorfismos e sua associa¢do com preferéncia

diurna, habitos de sono e jetlag social.
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6- METODOLOGIA

6.1 Escolha dos sujeitos

Estudantes da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) - Campus Arapiraca, A. C.
Simdes e Sertdo; da Universidade Estadual de Alagoas (UNEAL) — Campus Arapiraca e
Palmeira dos Indios; Instituto Federal de Alagoas (IFAL) — Campus Palmeira dos Indios; e
CESAMA - Centro de Ensino Superior Arcanjo Mikael de Arapiraca, foram convidados a
participarem da pesquisa. Apés o esclarecimento dos objetivos do estudo e da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, os estudantes preencheram um formulario com
perguntas relativas a sexo, idade, doenca psiquiatrica dentre outras (ANEXO 1).

Além disso, responderam aos questionarios para determinacdo da preferéncia diurna
(ANEXO 2) e dos habitos de sono (ANEXO 3). Os critérios de exclusdo foram: questionarios
incompletos, idade inferior a 18 e superior a 30 anos, individuos diagnosticados com disturbio
psiquiatrico, uso de medicamento para sono ou psicoativo, alunos de pds-graduacao,
trabalhadores em turno, uso do despertador nos finais de semana e duracdo do sono maior que
14 horas e menor que 3 horas. A faixa etaria foi escolhida para tornar a amostra mais
homogénea, visto que a preferéncia diurna sofre influéncia da idade. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa da UFAL com o n° 38930914.0.0000.5013 (ANEXO 4) e
realizado no Laboratério de Biologia Molecular e Expressdo Génica da UFAL - Campus

Arapiraca.

6.2 Determinacéo da preferéncia diurna

Para a determinacdo da preferéncia diurna foi aplicado o questionario de Matutinidade
e Vespertinidade de Horne-Ostberg (MEQ) (HORNE; OSTBERG, 1976). Este questionario é
constituido de 19 perguntas de multipla escolha relacionadas a preferéncia individual dos
horérios de dormir e acorde (por exemplo: “a que horas vocé se sente cansado e com vontade
de dormir™?) e, de realizar suas atividades diarias (por exemplo: “se voceé tiver que fazer duas
horas de exercicio fisico pesado e considerando apenas o seu bem-estar pessoal, qual destes
horarios vocé escolheria”?). Além de envolver questdes hipotéticas como “suponha que vocé
possa escolher o seu préprio horario de trabalho e que vocé deva trabalhar cinco horas
seguidas por dia. Imagine que seja um servico interessante e que vocé ganhe por producao.

Qual o horario que vocé escolheria™?
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Os valores do MEQ variam segundo uma escala de pontuagdo que vai de 16 a 86, com
valores mais altos indicando matutinidade e mais baixos, vespertinidade. O MEQ foi
originalmente validado em uma amostra com idade entre 18 e 32 anos (HORNE; OSTBERG,
1976), sendo uma ferramenta amplamente utilizada por demonstrar uma correlacdo
significativa com o periodo circadiano enddgeno (t) e com ritmos fisiolgicos, tais como
temperatura, MLT e cortisol (DUFFY et al., 1999). A preferéncia diurna foi classificada
originalmente segundo a distribuicao dos valores do questionario em: vespertino extremo (16-
30), vespertino moderado (31-41), intermediario (42-58), matutino moderado (59-69) e
matutino extremo (70-86).

Baseado na distribuicéo dos escores do MEQ na populacdo estudada, os sujeitos foram
classificados em trés grupos (25%-50%-25%) de acordo com o método de gradiente de 5
pontos (CAROJI, 1914): vespertinos (18-43), intermediarios (44-58), matutinos (59-77). Para
as andlises de associacdo genética, foram selecionados 7% de cada extremo da distribuicéo
dos valores do MEQ, correspondendo aos matutinos e vespertinos mais extremos
(ROBILLIARD et al., 2002). Um grupo de intermediarios com a mesma quantidade de
sujeitos foi incluido no estudo. Esse critério foi adotado para reduzir a variancia da amostra e
aumentar o poder da genotipagem individualmente (ROBILLIARD et al., 2002).

6.3 Determinacéo dos habitos do sono e jetlag social

Para a determinacdo dos habitos de sono foi aplicado o Questionario de Cronotipo de
Munique (MCTQ) (ROENNEBERG; MERROW, 2003). O MCTQ é composto por questdes
simples referente aos horéarios individuais de sono, separando os dias de estudo/trabalho dos
finais de semana. E uma ferramenta essencialmente utilizada para coletar informacdes sobre
o0s habitos de sono incluindo: hora de dormir e de acordar, duracdo do sono, laténcia do sono e
0 ponto médio do sono (ZAVADA et al., 2005). A fase média do sono (MSF) é calculada
baseada no ponto médio do sono nos dias livres, corrigida para o débito de sono nos dias de
trabalho (MSF) (WITTMANN et al., 2006).

Além dos habitos de sono, 0 MCTQ foi utilizado tambem para o célculo do jetlag social
(JLS) (WITTMANN et al., 2006). JLS é o padrdo de restricdo/extensdo do sono, no qual 0s
sujeitos dormem menos nos dias de semana e tendem a compensar esse débito nos finais de
semana; seu calculo ¢é baseado na diferenca do ponto médio do sono entre os finais de semana
e os dias de estudo/trabalho (MSF-MSW) (ROENNEBERG et al., 2003; ROENNEBERG et
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al., 2012). Assim, o JLS mede a discrepancia entre os horérios sociais de estudo/trabalho e o
bioldgico. Individuos vespertinos podem apresentar jetlag social mais pronunciado, pois
precisam reajustar seus habitos temporais internos as demandas sociais (WITTMANN et al.,
2006). Adicionalmente, matutinos podem sofrer com o jetlag social durante os finais de
semana quando eles ficam acordados até tarde da noite sem a habilidade de estender seu sono
no dia seguinte.

6.4 Coleta e Extracédo de DNA

Amostras de células bucais de todos os sujeitos da pesquisa foram coletadas utilizando
escova citologica estéril e armazenadas em microtubos de 2mL secos. A extracdo do DNA
gendmico foi realizada utilizando protocolo adaptado de NaCl (ABRAO et al., 2005): Aos
microtudos contendo os swabes, foram adicionados 600uL de TES (Tris HCI 10mM pH 8.0;
EDTA 1mM; SDS 0,6%) e 7uL de proteinase K, seguido por incubacdo a 42°C por 2 horas.
Apos a incubacgdo, retirou-se a escova, adicionou-se 84pL de NaCl saturado (6 M) e
centrifugou-se a 14.000 rpm por 1 minuto.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 2 vezes o volume de
etanol absoluto, seguido por centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 minuto. O etanol absoluto foi
desprezado e adicionou-se 1ml de etanol 70%, seguido por centrifugacgéo a 14.000 rpm por 1
minuto. O etanol 70% foi descartado e o0 DNA dissolvido em 60ul de TE10:0,1 (Tris HCI
10mM; EDTA 0,1mM), sequido por armazenamento a -20°C. A integridade e quantidade do
DNA foram avaliadas através de eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de
etidio (0,5ug/mL) e espectrofotdmetro  (Eppendorf® AG, Hamburg, Germany),
respectivamente. Todas as amostras foram normalizadas para uma concentracdo final de

4ng/ul.

6.5 Detecgédo dos Polimorfismos Através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido contendo o polimorfismo 43pb ins/del no 5-HTTLPR, foi amplificada com
iniciadores especificos em reacdes de PCR utilizando Go Tag DNA polimerase (Promega,
USA). Cada reacédo teve um volume final de 12,5ul, contendo 6,25ul Go Taq Green Maxter
Mix, 3,25ul de 4&gua pura, 1pl de cada um dos iniciadores - direto (5'-
GGCGTTGCCGCTCTGAATGC-3') ¢ reverso (5-GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC-

3"), e 1uL de DNA gendmico. Os parametros de amplificagdo incluiram: 95° por 5 minutos;
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seguido por 40 ciclos de: 94° por 30 segundos, 55° por 30 segundos e 72° por 40 segundos; e
72° por 10 minutos. Os produtos de amplificagdo foram visualizados e genotipados em
eletroforese em gel de agarose 2.5%, corado com brometo de etidio (0,5ug/mL), sob voltagem
de 100v.

Os polimorfismos rs2020933 no gene do transportador da 5-HT (SLC6A4); rs2234759
no gene NPYR2; rs1805247 no gene GRIN2B; rs4753426 no gene MTNR1B; e rs6295 no gene
HTR1A, foram genotipados utilizando o meétodo Tagman Genotyping Assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacdes de PCR foram realizadas com 5,0uL de 2X
TagMan Genotyping Master Mix, 0,125uL de TagMan 40X Assay e 4,87uL de DNA
normalizado para 4ng/ul, para um volume final de 10uL. Os pardmetros de amplificacdo
consistiram em 95°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 92°C for 15 segundos e 60 °C
por 1 minuto usando o equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A discriminacdo genotipica individual foi feita através

do software StepOnePlus™, versdo 2.3 ao final de cada reacéo.

6.6 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS versao
22.0 para Windows (Statistical Package for the Social Sciences, IBM, Armonk, New York,
USA). Para a analise de correlacdo entre os valores do MEQ e os habitos de sono foi realizado
o teste de correlacdo de Pearson. Uma anélise de variancia (ANOVA) foi usada para comparar
as diferencas das médias dos habitos de sono e da preferéncia diurna entre 0s genétipos dos
polimorfismos estudados e, para as comparagdes alélicas, foi utilizado o teste t de student.
Para a verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg e comparacdo das frequéncias
genotipicas e alélicas, o teste do qui-quadrado foi realizado.

Uma analise genética baseada nos modelos de codominancia (gendtipos), dominancia
(uma ou duas cépias do alelo associado a variavel) e recessividade (duas coOpias associadas
com a variavel) foi realizada para cada um dos SNPs nos grupos matutinos e vespertinos
utilizando o SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats) (SOLE et al., 2006). O
SNPStats tambem foi utilizado para calcular as frequéncias das combinagdes alélicas
(“haplotipos”) dos diferentes polimorfismos nos dois grupos de preferéncia diurna. Os
resultados dessas analises foram reportados através da razdo de chances (odds ratios - OR) e

seu intervalo de confianga de 95%.


http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats
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Além disso, a anélise de variancia fatorial foi conduzida para investigar a influéncia dos
gendtipos e da preferéncia diurna nos habitos de sono, sendo o w? reportado para descrever o
tamanho do efeito. Para explicar a natureza dos efeitos e das interacdes significativas, um
teste t de student para amostras independentes foi realizado a posteriori, sendo o d de Cohen
reportado para descrever o tamanho dos efeitos. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia estatistica de 0,05.
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7- RESULTADOS

7.1 Andlise dos Questionarios

Uma amostra de 1223 estudantes universitarios (Alagoas, latitude 9°S), 790 mulheres e
433 homens, com idade entre 16 e 59 anos (M = 22,5 e DP = * 4,05), responderam aos
questionarios para determinacdo da preferéncia diurna e hbitos do sono. Destes participantes:
1) 155 foram excluidos pelo uso de despertador nos finais de semana; 2) 129 foram excluidos
por apresentarem idade menor que 18 e maior que 30 anos; 3) 73 foram excluidos por dados
incompletos e, 4) 46 foram excluidos por afirmarem ter sido diagnosticados com transtorno de
humor. Ao final, 820 sujeitos foram incluidos no estudo (264 homens e 556 mulheres; média
de idade = 21,36 e DP = £2,74).

Os valores de MEQ variaram entre 18 e 77 (M = 50,9 e DP = % 10,9) e a distribuicéo
dos cronotipos foram 197 (24,0%) vespertinos, 413 (50,4%) intermediarios, e 210 (25,6%)
matutinos. Ja os valores do MCTQ, apresentaram uma média de 04:03 horas (DP = +01:40
horas). A distribuicdo das frequéncias de ambos o0s questionarios demonstrou uma
distribuicdo normal dos dados (Tabela 1 e Figura 12). A preferéncia diurna foi normalmente
distribuida com uma leve tendéncia para a matutinidade (Figura 12).

Os escores do MEQ ndo diferiram significativamente entre os géneros masculino e
feminino (mulheres: M= 51,27 e DP= % 10,87, homens: M = 50,31 e DP = + 11,00; t(818) =
1,18, p = 0,236) e ndo houve correlacdo entre a idade e os valores do MEQ em nossa amostra
(r=-0,01, p=0,236).

Tabela 1 — Estatistica descritiva para indicar uma distribui¢do normal

Variavel Média-Mediana Skewness Kurtosis K-S teste (p) Plots Distribuicéo
MEQ 0,040 -0,235 -0,161 0,003 simétricos Normal
MCTQ 0,00 0,341 0,856 0,200 simétricos Normal

K-S teste: teste de Kolmogorov — Smirnov.
Fonte: Autora
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Figura 12 - Distribuicao das frequéncias dos valores dos questionarios
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Fonte: Autora

Os valores do MEQ tiveram uma correlacdo negativa com escores do MCTQ (r = -
0,611, p <0,001), com os horarios de dormir (r = - 0,567, p < 0,001), acordar (r =-0,384, p <
0,001) e com o ponto médio do sono (r = -0,615, p < 0,001) nos dias de estudo/trabalho.
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CorrelagBes negativas com MEQ também foram identificadas nos horérios de dormir (r = -
0,615, p < 0,001), acordar (r = -0,647, p < 0,001) e ponto médio do sono (r = -0,698, p <
0,001) nos finais de semana, além do jetlag social (r = -0,328, p < 0,001), demonstrando que
pessoas vespertinas dormem e acordam mais tarde que as matutinas nos dias de
estudo/trabalho e também nos finais de semana, como descrito em outros estudos.
Adicionalmente, os vespertinos tiveram um valor de jetlag social maior que o0s
matutinos. Uma correlacdo positiva foi encontrada entre os valores do MEQ e a duracdo do
sono nos dias de estudo/trabalho (r = 0,174, p < 0,001), porém nenhuma correlacdo foi
encontrada com a duragdo do sono nos finais de semana (r = -0,027, p = 0,217), sugerindo
que individuos matutinos dormem mais durante a semana e que ambos 0S cronotipos

apresentam a mesma duracao de sono nos finais de semana.

7.2 Andlise de associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas com preferéncia
diurna, habitos do sono e jetlag social.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos 5-HTTLPR do gene SLC6A4,
rs2020933 do gene SLC6A4, rs2234759 do gene NPYR2, rs1805247 no gene da subunidade
GRIN2B, rs4753426 no gene MTNR2 e rs6295 do gene HTR1A nos 7% mais extremos dos
individuos matutinos e vespertinos, juntamente com a mesma quantidade de intermediario (56
de cada grupo, 168 no total), foram testadas para associacdo com a preferéncia diurna e os

habitos do sono.

7.2.1 Polimorfismos do transportador (ins/del 5-HTTLPR) e rs2020933e do receptor
(rs6295) da 5-HT.

A sequéncia contendo o polimorfismo ins/del5-HTTLPR foi amplificada com
iniciadores especificos produzindo fragmentos de 484 e 528pb (Figura 13). Como esse
polimorfismo trata-se de uma insercdo/delecéo de 43pb, 0 mesmo pode ser genotipado apenas
por PCR. Foi observada uma frequéncia de 56,8% para o alelo longo (L) e de 43,2% para o
alelo curto (S). Contudo, a distribuicdo dos genotipos apresentou estar em desequilibrio de
Hardy-Weinberg na amostra analisada (Xz(l) = 14,23, p < 0,05; 167 sujeitos - uma amostra

falhou na amplificacdo devido a degradagédo do DNA).
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Figura 13 - Fotografia do gel de agarose 2,5% para a detec¢éo do polimorfismo
S5HTTLPR (43pb ins/Del) no gene SLC6A4
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Genotipagem do polimorfismo SHTTLPR (43pb ins/del) no gene SLC6A4. 1-Marcador de peso
molecular 100pb; amostra 2 - controle negativo, amostras 3,5,6,8,9,11 e 12 - homozigotas L/L;
amostra 4 - homozigota S/S e amostra 7 e 10 - heterozigota L/S. Fonte: Autora.

As discriminagdes genotipicas resultantes da TagMan SNP Genotyping Assay para 0S
polimorfismos rs2020933 e rs6295 estdo representadas nas figuras 14 e 15 (a e b). Ambos 0s
SNPs demonstraram estar em equilibrio de Hardy-Weinberg (rs2020933: ¥*(1) = 0,009, p =
0,92; 1s6295: ¥*(1) = 1,05, p = 0,30). O polimorfismo rs2020933 apresentou uma frequéncia
de 86,3% para o alelo A e 13,7% para o alelo T; enquanto que o SNP rs6295 apresentou uma
frequéncia de 53,3% para o alelo G e 46,7% para o alelo C.

Figura 14 - Distribuicdo genotipica e curva de amplificacdo do polimorfismo rs2020933
do gene SLC6A4

A 2 1 B

Grafico gerado ao final da reacdo de TagMan SNP Genotyping Assay mostrando: (A) -
distribuicdo genotipica do polimorfismo rs2020933; (B) - curva de amplificacdo da PCR para
um heterozigoto A/T. Os circulos azuis e vermelhos representam 0s homozigotos para 0s
diferentes alelos, e os verdes, 0s heterozigotos. Os X representam as amostras indeterminadas.
Fonte: autora
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Figura 15 - Distribuicéo genotipica e curva de amplificacdo do polimorfismo rs6295 do

gene HTR1A
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Gréfico gerado ao final da reacdo de TagMan SNP Genotyping Assay mostrando (A) distribuicdo

genotipica do polimorfismo rs6295. (B) — curva de amplificagdo de da PCR para um heterozigoto

A/T. Os circulos azuis e vermelhos representam os homozigotos para os diferentes alelos, e os

verdes, os heterozigotos. Os X representam as amostras indeterminadas. Fonte: autora

A Tabelas 2 mostra as frequéncias genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR,

rs2020933 e rs6295 nos grupos de matutinos, intermediarios e vespertinos. Nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os matutinos, intermediarios e vespertinos quanto
as frequéncias dos gen6tipos dos trés polimorfismos (5-HTTLPR- x*(4) = 2,49, p = 0,646;
rs2020933- X2(4) =0,46, p = 0,977, rs6295 - X2(4) = 5,30, p = 0,257).

Tabela 2 - Distribuicao das frequéncias genotipicas para os polimorfismos 5-
HTTLPR (n=167), rs2020933 (n=168) e rs6295 (n=168) nos grupos matutinos,
intermediarios e vespertinos

Polimorfismo  Preferéncia diurna Gendtipos
5-HTTLPR LL % LIS % SIS % P gl p
Vespertino 23 419 20 36,3 12 21,8
Intermediario 25 446 17 304 14 25 2,49 4 0,646
Matutino 18 3272 21 375 17 30,3
Total 66 39,6 58 34,7 43 25,7
rs2020933 AIA % AT % TIT % P gl p
Vespertino 43 76,8 12 21,4 1 1,8
Intermediario 40 714 15 26,8 1 1,8 0,46 4 0,977
Matutino 42 75,0 13 232 1 18
Total 125 744 40 238 3 18
rs6295 CIC % CIG % GIG % P gl p
Vespertino 13 233 23 410 20 35,7
Intermediario 9 16,0 29 51,8 18 32,8 5,30 4 0,257
Matutino 18 322 25 446 13 23,2
Total 40 238 77 458 51 30,4

gl= graus de liberdade. Fonte: Autora
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Em relacdo as frequéncias alélicas, nenhuma associacdo foi encontrada com
preferéncia diurna nos trés polimorfismos da via da serotonina (tabela 3) (5-HTTLPR: ¥*(2) =
2,46, p = 0,29; 1s2020933: ¥*(2) = 0,32, p = 0,83; rs6295: y*(2) = 4,11, p = 0,12). Além disso,
as médias dos valores do MEQ, ndo se diferenciaram entre os trés grupos genotipicos (5-
HTTLPR: F(2,164) = 0,38, p = 0,68: rs2020933: F(2,165) = 0,12, p = 0,88; rs6295: F(2,165)
=1,11 p = 0,33) e alélicos (5-HTTLPR: t(332) = 0,99, p = 0,32; rs2020933: t(334) =-0,48, p =
0,62; rs6295: t(334) = 1,54, p = 0,12) dos trés polimorfismos.

Tabela 3 - Distribuicao das frequéncias alélicas para os polimorfismos 5-HTTLPR (n =
167), rs2020933 (n = 168) e rs6295 (n = 168) nos grupos matutinos, intermediarios
e vespertinos

Polimorfismo Preferéncia diurna Alelos
5-HTTLPR L % S % P gl p
Vespertino 66 60,0 44 40,0
Intermediario 67 59,8 45 40,2 2,46 2 0,291
Matutino 57 50,9 55 49,2
Total 190 56,8 144 43,2
rs2020933 A % T % X gl p
Vespertino 98 87,5 14 12,5
Intermediario 95 84,8 17 15,2 0,32 2 0,838
Matutino 97 86,6 15 13,4
Total 290 86,3 46 13,7
rs6295 C % G % r gl p
Vespertino 49 43,7 63 56,3
Intermediario 47 42,0 65 58,0 4,11 2 0,128
Matutino 61 54,4 51 45,6
Total 157 46,7 179 53,3

gl= graus de liberdade. Fonte: autora

A analise de variancia para a diferenca entre as médias dos habitos de sono (horario de
dormir/acordar, duracdo do sono e ponto médio do sono) - durante os dias de estudo e finais
de semana - e do jetlag social nas frequéncias genotipicas e alélicas, demostrou que, para 0
polimorfismo 5-HTTLPR do transportador da serotonina, nenhum efeito significativo foi
observado para 0s genotipos (tabela 4) e seus alelos (tabela 5). Adicionalmente, as médias dos
habitos de sono e jetlag ndo se diferenciaram em relagdo as frequéncias genotipicas e alélicas
do polimorfismo rs6295, localizado no gene do receptor da serotonina 1A (tabelas 6 e 7,

respectivamente).
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Tabela 4 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s

grupos genotipicos do polimorfismo 5SHTTLPR (n = 167)

Habitos dosono  Gen6tip  Média (h:min)  DP (h:min)  F(2,165) p
Dias de Estudo HD S/S 00:05 1:50
L/S 00:23 1:31 2,37 0,097
L/L 00:18 1:53
HA SIS 6:30 1:31
L/S 6:29. 1:39 1,35 0,261
L/L 6:54 1:34
DS S/S 6:28 1:30
L/S 6:51 1:19 0,88 0,415
L/L 6:35 1:36
PMS S/S 3:15 1:30
L/S 3:00 1:25 2,15 0,119
L/L 3:36 1:31
Finais de Semana HD S/S 00:24 2:19
L/S 00:26 2:05 0,95 0,388
L/L 00:55 2:20
HA SIS 8:34 2:18
L/S 8:47 2:21 0,46 0,627
L/L 9:01 2:23
DS S/S 8:06 1:00
L/S 8:20 1:28 0,57 0,567
L/L 8:04 1:24
PMS S/S 4:30 2:15
L/S 4:36 2:06 0,90 0,403
L/L 4:57 2:15
Jetlag social SIS 1:15 1:17
L/S 1:33 1:36 0,62 0,537
L/L 1:21 1:28

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do

sono; DP = desvio padréo. Fonte: Autora.

Tabela 5 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s

grupos alélicos do polimorfismo SHTTLPR (n = 167)

Hébitos do sono Alelo  Média (h:min) DP (h:min) t p
Dias de Estudo HD S 23:30 103.21 1,28 0,201

L 00:05 108.25

HA S 6:29 1:33 1,61 0,108
L 6:46 1:36

DS S 6:36 1:28 0,27 0,783
L 6:37 1:32

PMS S 3:10 1:28 1,56 0,119
L 3:28 1:31

Continua
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Finais de Semana HD S 00:25 2:13. 1,41 0,156
L 00:46 2:15

HA S 8:40 2:18 1,10 0,270
L 8:57 2:21

DS S 8:13 1:13 0,36 0,716
L 8:10 1:25

PMS S 4:32 2:10 1,28 0,199
L 4:51 2:12

Jetlag social S 1:22 1:25 0,32 0,745
L 1:25 1:30

HD = horério de ir dormir; HA= horario de acordar; DS= duracdo do sono; PMS= ponto médio do

sono; DP = desvio padrdo. Fonte: Autora.

Tabela 6 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s

grupos alélicos do polimorfismo SHTTLPR (n = 167)

Hébitosdosono  Gendtipo  Média (h:min)  DP (h:min) F(2,165) p
Dias de Estudo HD C/C 23:46 1:40
CIG 00:00 1:38 0,47 0,621
GIG 00:07 2:00
HA C/C 6:38 1:45
CIG 6:40 1:32 0,00 0,999
GIG 6:40 1:33
DS C/C 6:51 1:35
CIG 6:37 1:31 0,64 0,526
GIG 6:30 1:24
PMS C/IC 3:12 1:33
CIG 3:19 1:22 0,18 0,829
G/IG 3:24 1:38
Finais de Semana HD C/IC 0:22 2:25
CIG 0:32 2:11 0,92 0,398
GIG 0:58 2:13
HA C/C 8:46 2:45
CIG 8:44 2:23 0,31 0,734
GIG 9:03 1:47
DS C/IC 8:23 1:18
CIG 8:11 1:30 0,69 0,503
GIG 8:00 1:06
PMS C/C 4:34 2:30
CIG 4:38 2:09 0,63 0,533
GIG 5:00 2:00
Jetlag social CIC 1:21 1:46
CIG 1:18 1:33 0,76 0,465
GIG 1:36 1:00

HD = horério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP = desvio padrdo. Fonte: Autora.
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Tabela 7 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
alelos do polimorfismo rs6295 (n = 168)

Héabitosdosono  Alelo Meédia (h:min) DP (h:min) t p
Dias de Estudo HD C 23:57 1:41 0,96 0,336
G 0:04 1:49
HA C 6:38 1:38 0,12 0,900
G 6:40 1:32
DS C 6:44 1:30 1,04 0,297
G 6:34 1:27
PMS C 3:15 1:27 0,65 0,511
G 3:22 1:30
Finais de Semana HD C 0:29 2:16 1,14 0,252
G 0:46 2:13
HA C 8:46 2:33 0,51 0,605
G 8:54 2:09
DS C 8:17 1:24 1,09 0,276
G 8:07 1:16
PMS C 4:37 2:19 0,88 0,376
G 4:50 2:00
Jetlag social C 1:27 1:30 0,64 0,524
G 1:06 1:00

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP = desvio padrdo. Fonte: Autora.

Entretanto, o polimorfismo rs2020933, localizado no transportador da serotonina,
demonstrou um efeito significativo do genétipo desse SNP no horério de acordar nos dias de
estudo/trabalho (F(2,165) = 3,13, p = 0,46, ® = 0,16). Um teste post hoc (Fisher/LSD)
confirmou que existe uma diferenca no horario de acordar entre os individuos com genoétipo
A/A (M =6:32 e DP = 1:28, 95% IC [6:17 — 6:46] horas) e T/T (M =8:20 e DP = 4:38, 95%
IC [-2::52 — 20:20] horas; p = 0,021, d = 0,70) (tabela 8).

Quanto as frequéncias alélicas desse polimorfismo, o resultado do teste t de student
mostrou que individuos carregando o alelo T diferiram significativamente na duracdo do sono
nos dias de estudo/trabalho (M = 7:00 e DP = 1:36, 95% IC [6:25 — 6:45] horas) comparados
com aqueles que carregam alelo A (M =6:34 e DP = 1:34, 95% IC [6:24 — 7:45] horas; t(334)
=-2,16, p = 0,031, d = 0,33). Esse resultado indica que portadores do alelo T dormem mais
durante os dias de estudo/trabalho que aqueles com o alelo A. Contudo, 0s grupos genotipicos
AJA e alélico T apresentam uma variabilidade nos horarios de acordar, demostrados pelos
intervalos de confianga de ambos. Nenhuma diferenca de média para os dois alelos do SNP
rs2020933 foi encontrada para as demais variaveis dos habitos de seno e jetlag social (tabela
9).
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Tabela 8 - Comparacéo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo rs2020933 (n = 168)

Habitos do Genétipo  Média (h:min) DP(h:min) F(2,165) p

sono
Dias de Estudo HD AIA 0.00 1:36
AT 23:55 2:11 0,12 0,881
TIT 00:26 2:40
HA AIA 6:32 1:22
AT 6:51 1:50 3,13 0,046
TIT 8:20 4:38
DS AIA 6:31 1:28
AT 6:55 1:25 2,78 0,065
TIT 8:13 2:36
PMS AIA 3:16 1:17
AT 3:23 1:52 1,10 0,332
TIT 4:33 3:33
Finais de Semana HD A/A 0:44 2:05
AT 0:14 2:30 1,22 0,295
TIT 1:53 4:43
HA AIA 8:52 2:25
AT 8:40 1:53 0,59 0,552
TIT 10:10 5:00
DS AIA 8:23 1:22
AT 8:25 1:15 0,74 0,475
TIT 8:16 1:06
PMS AIA 4:48 2:09
AT 4:26 2:07 0,92 0,400
TIT 6:00 4:53
Jetlag social AIA 1:31 1:35
AT 1:00 1:00 1,54 0,217
TIT 1:28 1:19

HD = horério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP=desvio padrdo. Fonte: Autora.

Tabela 9 - Comparacao das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com 0s
grupos alélicos do polimorfismo rs2020933 (n =168)

Habitos do Alelo Média (h:min)  DP (h:min) t p
so0no
Dias de Estudo HD A 0:00 1:40 0,00 0,998
T 0:19 2:11
HA A 6:35 1:26 1,46 0,149
T 7:05 2:16
DS A 6:34 1:34 2,16 0,031
T 7:00 1:36
PMS A 3:17 1:22 0,78 0,437
T 3:32 2:00

Continua
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Finais de Semana HD A 0:40 2:09 0,50 0,614
T 0:27 2:47

HA A 8:50 2:21 0,03 0,970
T 8:51 1:22

DS A 8:10 1:21 1,11 0,266
T 8:24 1:12

PMS A 4:45 2:09 0,30 0,763
T 4:39 2:30

Jetlag social A 1:27 1:32 1,50 0,133
T 1:06 1:00

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= dura¢do do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP=desvio padrdo. Fonte: Autora.
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7.2.2 Interacdo entre os polimorfismos do transportador e receptor de 5-HT com

preferéncia diurna

Uma ANOVA fatorial foi realizada para avaliar o efeito da interacdo entre 0s

gendtipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 na preferéncia diurna.

A

analise revelou que ndo houve efeito principal dos polimorfismos na preferéncia diurna

(tabela 10). Além disso, os polimorfismos ndo apresentaram nenhum efeito de interacdo na

preferéncia diurna (F(11, 146) =1,76, p = 0,065, w?= 1,19).

Tabela 10 - Anélise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos
gendtipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (n = 167)

Soma Graus de Média F p w?
Fonte quadréatica  liberdade quadratica
Modelo corrigido 9089,03 20 454,45 1,64 0,049 0,07
5-HTTLPR 1168,67 2 584,33 2,12 0,124 0,43
rs2020933 113,95 2 56,98 0,20 0,813 0,30
rs6295 100,45 2 50,22 0,18 0,834 0,31
5-HTTLPR * 1200,57 3 400,19 1,45 0,230 0,12
rs2020933
5-HTTLPR * 5346,06 11 486,00 1,76 0,065 1,19
rs2020933 * rs6295
Total 468020,00 167

Fonte: Autora

Quando as andlises foram realizadas incluindo apenas os grupos de matutinos e

vespertinos extremos (n= 111), foi observado um efeito principal apenas para o SNP

5-

HTTLPR (tabela 11). Um efeito de interagdo 5-HTTLPR*rs2020933*rs6295 (trés



59

polimorfismos da via da 5-HT) foi encontrado para a preferéncia diurna (F 11, 93) = 2,12, p
= 0,041, w? = 0,29). O resultado da analise de variancia demonstrou que individuos com a
combinacdo S/S; A/A; C/G (M= 62,50 e DP = 15,47) possuem uma média maior dos valores
do MEQ, ou seja, sdo matutinos, quando comparados com os S/S; A/T; C/G (M =22,0 e DP
=2,82) e SIS; AIA; GIG (M= 27,33 e DP = 5,92) (F(2, 24) =11,16, p < 0,001, w? = 0,42 )
(figura 16), indicando que a adi¢cdo de um alelo T (do SNP 5-HTTLPR) ou dois alelos G (do

SNP rs6295) predispdem a vespertinidade na amostra estudada.

Tabela 11 - Andlise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos
genotipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (n=111)

Soma Graus de Média F P w?

Fonte quadrética liberdade guadrética

Modelo corrigido 12999,91 17 764,70 1,96 0,022 0,26
5-HTTLPR 3049,97 2 1524,99 3,91 0,023 0,76
rs2020933 109,20 2 54,60 0,14 0,869 0,22
rs6295 1283,14 2 641,57 1,64 0,198 0,16
5-HTTLPR * 3484,37 3 1161,46 2,98 0,035 0,04
rs2020933

5-HTTLPR * 6615,56 8 826,94 2,12 0,041 0,29
rs2020933 *rs6295
Total 322847,00 111

Fonte: Autora

Figura 16 - Diferenca entre os médias dos valores do MEQ para as combinacdes
genotipicas dos trés polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 da via da 5-HT
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Barras: IC de 95%. Fonte: Autora
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Em relacdo aos alelos, nenhum efeito principal ou de interacdo foi encontrado para 0s
polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 com a preferéncia diurna na amostra total (n
= 167) (tabelas 12). Adicionalmente, ndo houve efeito principal ou de interacdo para 0s
grupos de matutinos e vespertinos extremos (n= 111) (tabela 13). No entanto, a analise das
frequéncias dessas combinacOes entres matutinos e vespertinos, mostrou que as combinagoes
S-A-C (OR= 0,24, 95%IC [0,09 - 0,60], p = 0,003) e L-T-G (OR = 0,13, 95% IC [0,02 - 0,71],
p = 0,020) foram mais frequentes nos matutinos comparado com 0s vespertinos que (tabela
14).

Tabela 12 - Andlise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcao dos alelos
dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (n = 167)

Soma Graus de Média

Fonte guadratica liberdade guadratica Fa26) P w?
Modelo corrigido 3230,76° 7 461,53 1,57 0,141 0,03
5-HTTLPR 5,14 1 5,14 0,018 0,895 0,51
rs2020933 42,02 1 42,02 0,144 0,705 0,44
rs6295 35,97 1 35,97 0,123 0,726 0,45
5-HTTLPR *rs2020933 62,20 1 62,20 0,213 0,645 0,05
5-HTTLPR * 1578,55 3 526,18 1,78 0,147 0,41
rs2020933 * rs6295

Total 936040,0 334

Fonte: Autora

Tabela 13 - Andlise de variancia fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos alelos
dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 (n = 111)

Soma Graus de Média
Fonte quadratica liberdade quadratica Fa26) P w?
Modelo corrigido 4804,55% 6 800,75 1,83 0,093 0,04
5-HTTLPR 86,27 1 86,27 0,19 0,657 0,23
rs2020933 126,41 1 126,41 0,29 0,591 0,29
rs6295 0,012 1 0,012 0,00 0,996 0,00
5-HTTLPR * 475,75 1 475,75 1,09 0,297 0,00
rs2020933
5-HTTLPR * 2335,57 2 1167,78 2,68 0,071 0,49
rs2020933 * rs6295
Total 645694,00 222

Fonte: Autora
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Tabela 14 — Frequéncia das diferentes combinagoes alélicas (“haplétipos™) para os
polimorfismos 5-HTTLPR, rs2020933 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos

(n=111)

N°C S5HTTLPR rs2020933 rs6295 FT  Vespertinos Matutinos OR (95% IC) p
1 L A G 0,22 0,15 0,27 1
2 L C 0,21 0,22 0,23 0,46 (0,17-1,24) 0,130
3 S A C 0,21 0,12 0,27 0,24 (0,09 - 0,60) 0,003
4 S A G 0,21 0,25 0,20 0,70 (0,26 -1,89) 0,480
5 L T G 0,06 0,04 0,08 0,13(0,02-0,71) 0,020
6 L T C 0,05 0,06 0,03 1,04 (0,24 -4,49) 0,960
7 S T G 0,01 0 0,01 2,49 (0,18 - 35,31) 0,500

N° C — ntmero de combinagfes. FT — Frequéncia total: Fonte: autora

7.2.3 Interacdo entre os polimorfismos do transportador e receptor de 5-HT com habitos de

sono e jetlag social

As analises envolvendo os habitos de sono e jetlag social demonstraram que, para o
polimorfismo 5-HTTLPR, houve um efeito principal significativo da preferéncia diurna nos
habitos de sono (exceto duracdo do sono nos finais de semana) e no jetlag social nos grupos
genotipicos e alélicos (tabelas 15 e 16). Um efeito principal dos geno6tipos foi encontrado para
0 horério de dormir nos dias de estudo (tabela 15), porém nenhum efeito principal foi
observado em relacdo aos alelos (tabela 16). O efeito da interacdo ‘preferéncia diurna*5-
HTTLPR genstipos)’” foi visto apenas no horario de ir dormir nos dias de estudo (F(4, 158) =
3,90, p = 0,005, w°= 0,01).

O resultado do teste post hoc demonstrou que individuos vespertinos com o gendtipo
L/S vé@o dormir mais cedo (M = 00:40 e DP = 1:18 horas) comparados com aqueles que
possuem gendtipos L/L (M = 2:13 e DP = 1:23 horas) e S/S (M = 2:20 e DP = 1:20) (figura
17). Nenhum efeito de interacdo foi encontrado com relacéo aos alelos nos habitos de sono e

jetlag social (tabela 16).
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Tabela 15 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e gendétipos do polimorfismo 5-HTTLPR (n= 167)

Efeito da Preferéncia Efeito do Gendtipo Interacdo
diurna (5-HTTLPR)
Medidas F(158) p o’ F(158) p o’ F(158) p o?
Dias de estudo  HD 1139 <0,001 0,59 425 0,016 0,05 390 0,005 0,01
HA 27,3 <0,001 0,25 093 0,394 0,01 069 0597 0,01
DS 11,71 <0,001 0,12 1,25 0,287 0,01 1,68 0,157 0,04
PMS 85,8 <0,001 0,52 279 0064 0,03 2,19 0,072 0,05
Finais de HD 1192 <0001 060 619 0540 0,00 113 0343 0,02
Ssemana
HA 102,05 <0,001 0,56 002 0980 ---- 052 0,721 0,01
DS 0,011 0,990  --- 046 0628 0,00 0,88 0,473 0,02
PMS 140,01 <0,001 0,63 0,26 0,767 0,00 0,83 0,508 0,02
Jetlag Social 22,34 <0,001 0,22 0,63 0531 0,00 1,06 0,378 0,02

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= durac¢do do sono; PMS= ponto médio do sono;
w’=0mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Tabela 16 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo 5-HTTLPR (n = 167)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacéo
diurna (5-HTTLPR)
Medidas F(330) p o’ F(330) p o’ F(330) p o°
Dias de estudo HD 202,93 <0,001 0,55 0,172 0,679 0,00 0,667 0,514 0,00
HA 55,73 <0,001 0,25 1,14 0,285 0,00 0,354 0,702 0,00
DS 22,034 <0,001 0,11 0,625 0,430 0,00 0,625 0,430 0,00
PMS 162,08 <0,001 0,49 0,732 0,393 0,00 0,040 0960 --—--
Finaisdesemana HD 23836 <0,001 0,59 0,383 0,536 0,00 0,065 0,937 ---
HA 21040 <0,001 0,56 0,023 0881 ---- 0,389 0,678 0,00
DS 0,053 0,949 - 0,158 0,691 ---- 0,550 0,577 0,00
PMS 284,05 <0,001 0,63 0,137 0,711 --—-- 0,155 0,857 0,00
Jetlag Social 45451 <0,001 0,21 0,102 0,750 ---- 0,215 0,806 0,00

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= duracéo do sono; PMS= ponto médio do sono;
w’=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.
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Figura 17 - Média do horario de ir dormir dos trés genétipos do polimorfismo 5-
HTTLPR nos grupos vespertinos, intermediarios e matutinos (n= 167)
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Barras: IC de 95%. Fonte: Autora

No polimorfismo rs2020933, a preferéncia diurna apresentou um efeito principal para 0s
habitos do sono (exceto duracdo do sono nos dias de estudo e finais de semana - genotipos e,
duracdo do sono nos finais de semana para - alelos) e jetlag social (tabelas 17 e 18). Os
gendtipos do polimorfismo apresentaram um efeito principal apenas para o horério de acordar
nos dias de estudo (tabela 17), enquanto que os alelos demonstraram um efeito principal para

0 horario de acordar e duracdo do sono nos dias de estudo (tabela 18).

Tabela 17 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e genétipos do polimorfismo rs2020933 (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito do Genotipo Interacdo
diurna (rs2020933)
Medidas F(158) p % F(158) p o’ F(158) p o’
Dias de estudo HD 2850 <0,001 0,02 022 0802 0,00 450 0,002 0,01

HA 2517 <0,001 0,01 4,88 0,009 0,05 560 <0,001 0,01
DS 1,79 0,170 0,02 301 0,052 0,03 2,84 0,026 0,01
PMS 3857 <0,001 0,02 2,74 0,067 0,03 6,15 0,000 0,01

Finais de semana HD 41,13 <0,001 0,04 2,44 0,090 0,03 3,57 0,008 0,02

HA 32,22 <0,001 0,01 1,24 0,292 0,01 2,13 0,079 0,01
DS 0,44 <0,644 0,00 0,62 0,535 0,00 246 0,047 0,02
PMS 46,02 <0,001 0,05 2,11 0,124 0,02 2,83 0,026 0,01

Jetlag Social 3.85 0,023 0,04 169 0,186 0,02 0,73 0570 0,01

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= duracao do sono; PMS= ponto médio do
sono; w?=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.
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Tabela 18 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e os alelos do polimorfismo rs2020933 (n = 168).

Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacdo
diurna (rs2020933)
Medidas F(330) p o°  F(B330) p o’ F(330) p o
Dias de estudo HD 14353 <0,001 0,29 0,17 0,674 0,03 8,32 <0,000 0,04
HA 5128 <0,001 0,12 7,32 0,007 0,02 7,95 <0,000 0,04
DS 958  <0,001 0,05 511 0,024 0,01 130 0,878 0,00
PMS 12921 <0,001 0,27 3,87 0,050 0,01 11,76  <,000 0,06
Finaisdesemana HD 15797 <0001 0,22 028 0596 0,00 6,39 0,002 0,03
HA 109,84 <0,001 0,20 014 0703 - 733 0,481 0,00
DS 1,12 0,326 0,00 1,04 0,308 0,00 2,66 0,071 0,01
PMS 166,60 <0,001 0,32 0,00 0941 - 3,36 0,036 0,02
Jetlag Social 16,22  <0,001 0,04 2,60 0,107 0,00 728 0,484 0,00

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= duracao do sono; PMS= ponto médio do
sono; w?=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Com relagdo a interagdo ‘preferéncia diurna*rs2020933°, um efeito significativo foi
encontrado para os habitos de sono (exceto duracdo do sono) nos grupos dos genotipicos e
alélicos. Os resultados dos testes t mostraram que no grupo de vespertinos houve uma
diferenca significativa entre as médias dos alelos A e T para os horarios de dormir (A: M =
1:28 e DP =1:28; T: M = 2:37 e DP = 2:23 horas; t(110) =-2,73, p = 0,007, d = 0,89) (figura
18) e acordar (A: M =7:25e DP =1:40; T: M = 9:13 e DP = 2:40 horas; t(110) = -2,42, p=
0,030, d = 0,90) (figura 19), e para ponto médio do sono (A: M =4:27e DP =1:18; T: M =
5:55e DP =1:47; t(110) = -3,68, p < 0,001, d = 0,96) (figura 20) nos dias de estudo.

Além disso, as médias dos alelos A e T diferenciaram-se no horario de ir dormir no
grupo vespertino (A: M =1:42 e DP = 1:33; T: M = 3:44 e DP = 1:57; t(110) = -2,22, p <
0,028, d = 0,76) e matutinos (A: M = 22:40 e DP = 1:12; T: M = 21:52 e DP = 0:45; t(110) =
2,54, p < 0,012, d = 0,91) nos finais de semana (figura 21). Esses achados indicam que,
individuos vespertinos com alelo A dormem e acordam mais cedo comparados com 0s que
possuem o alelo T. Entretanto, esse efeito apresenta ser oposto no grupo de matutinos para o

horéario de dormir nos finais de semana.



Figura 18 - Medias do horério de ir dormir nos dias de estudo entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos matutinos, intermediarios e vespertinos.
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Figura 19 - Médias do horario de acordar nos dias de estudo entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos grupos matutinos, intermediarios e vespertinos.
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Figura 20 - Médias do ponto médio do sono nos dias de estudo entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos matutinos, intermediarios e vespertinos.
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Figura 21 - Diferenca no horario de ir dormir nos finais de semana entre os alelos do
polimorfismo rs2020933 nos matutinos, intermediarios e vespertinos
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Para o polimorfismo rs6295, a preferéncia diurna também teve um efeito principal nos
habitos de sono (exceto duracdo do sono nos finais de semana) e no jetlag social - grupos
genotipicos (tabelas 19) e alélicos (tabelas 20). Nao houve efeito principal dos gendtipos e
alelos em relagdo aos habitos de sono. Além disso, nenhum efeito da interagdo ‘preferéncia
diurna*rs6295° foi encontrado em ambos os grupos. Esses resultados mostram que o
polimorfismo rs6295, localizado no receptor da serotonina 1A, ndo esté relacionado com os

habitos de sono na amostra estudada.

Tabela 19 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e genétipos do polimorfismo rs26592 (n=168)

Efeito da Preferéncia Efeito do Genotipo Interacao
diurna (rs6295)
F(158) p o’ F(158) p % F(158) p o’
Medidas
Dias de estudo HD 10424 <0001 0,56 0,44 0,639 0,00 1,73 0,144 0,04
HA 27,92 <0001 0,26 0,52 0,596 0,00 0,67 0,614 0,01
DS 1069 <0001 0,11 0,34 0,707 0,00 0,46 0,763 0,01
PMS 82,95 <0001 051 0,51 0,598 0,00 1,50 0,204 0,03
inai HD
Finais de semana 11591 <0001 0,59 013 0873 0,00 143 0224 003
HA 9927 <0001 055 0,14 0,870 0,00 0,39 0,810 0,01
DS 0,030 0971 ---- 0,71 0,489 0,00 1,19 0,315 0,02
PMS 13546 <0001 0,63 0,00 0,995 ---- 0,84 0,518 0,02
Jetlag Social 20,15 <0,001 0,20 0,40 0,671 0,00 0,87 0484 0,02

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; m°= 6mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Tabela 20 20 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo rs6295 (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacdo
diurna (rs6295)
Medidas F(330) p o’ F(330) p o° F(330) p o°
Dias de estudo HD 209,50 <0,001 0,55 0,10 0,746 - 1,68 0,188 0,01
HA 54,96 <0,001 0,25 0,55 0,459 0,00 0,388 0,679 0,00
DS 23,36 <0,001 0,12 0,25 0,616 0,00 0,618 0,540 0,00
PMS 164,15 <0,001 0,49 0,39 0,532 0,00 1,20 0,300 0,00
Finaisdesemana  HD 54953 <0001 0,60 0,00 0,969 - 154 0214 0,00
HA 219,00 <0,001 057 0,89 0,345 0,00 0,488 0,614 0,00
DS ,088 0,916 0,00 1,26 0,262 0,00 2,62 0,074 0,01
PMS 29534 <0,001 0,64 0,29 0,590 0,00 0,595 0,552 0,00
Jetlag Social 48,47 <0,001 0,22 0,00 0970 --- 0,965 0,382 0,00

HD = horério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= duracgdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; ’= Omega ao quadrado. Fonte: Autora.



68

7.3 Polimorfismo rs2234759 do receptor do neuropeptidio NPY2 com habitos de sono e

jetlag social

O grafico resultante da TagMan SNP Genotyping Assay para a discriminacao
genotipica do polimorfismo rs2234759 localizado no gene do receptor 2 do NPY encontra-se
na figura 22. O SNP encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (y*(1) =1,98, p > 0,15) e as
frequéncia dos alelos foram 76% para o alelo A e 24% para o alelo G. A distribuicdo das
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs2234759 nos grupos de matutinos,
intermediario e vespertinos encontram-se na tabela 21. Nenhuma diferenga significativa foi
observada na frequéncia dos gendtipos e dos alelos quanto aos trés grupos de preferéncia
diurna (x*(4) = 5,61, p= 0,23 e ¥*(2) = 1,62, p = 0,44, respectivamente).

Figura 22 - Distribuicéo genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) para o polimorfismo
rs2234759 do gene NPY2
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Gréficos de descriminacdo genotipica gerado ao final da reacdo de TagMan SNP Genotyping
Assay.Os circulos azuis e vermelhos representam os homozigotos G/G e A/A respectivamente; 0s
verdes, heterozigotos A/G. Os X representam as amostras indeterminadas. B- Curva de amplificacao
para um heteroziaoto A/G. Fonte: Autora.
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Tabela 21 - Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs2234759 nos grupos de
matutinos, intermediarios e vespertinos (n = 168)

Genotipos Alelos
Cronotipos AIA (%) AIG (%) GIG (%) x(4) p A (%) G (%) 42 p
Vespertinos 34(60,0) 20(35,0)  2(5,0) 88(78,6)  24(21,4)
Intermediarios 35(62,0) 18(32,0) 3(6,0) 561 0,23 88(78,6) 24(21,4) 162 044
Matutinos 26(46,0) 29(51,0)  1(1,0) 81(72,3)  31(27,7)
Total 95(56,0) 67(40,0)  6(3,0) 257(76,5) 79 (23,5)

Fonte: Autora.

Além disso, as médias dos valores do MEQ néo se diferenciaram entre os trés grupos
genotipicos (F(2,165) = 2,22, p = 0,11) e alélicos (t(334) = 1,39, p = 0,16) do polimorfismo.
Em relacdo as médias dos habitos de sono e jetlag social, houve uma tendéncia entre os
genotipos para a duragdo do sono nos dias de estudo, mas ndo nos finais de semana (tabela
22). Entretanto, para os alelos, foi observada uma diferenca entre as médias de A (M =6:30 e
DP = 1:30, IC 95% [6:21 - 6:43] horas) e G (M = 6:59 e DP = 1:24, IC 95% [6:40 - 7:18]
horas) na duragcdo do sono nos dias de estudo (t(334) = 2,27, p = 0,024, d = 0,25) (Figura 23),
demonstrando que os individuos que possuem o alelo G tem uma duragdo de sono maior que
(cerca de 29 minutos) aqueles com o alelo A. Os demais habitos do sono ndo apresentaram
diferenca (tabela 23).

Tabela 22 - Comparacéo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo rs2234759 (n =168).

Hébitos de Sono  Genétipo  Média (h:mim) DP (h:mim) F(2,165) p

Dias de Estudo HD A/A 00:10 01:47
AIG 23:57 01:35 1,28 0,280

G/IG 00:00 02:52

HA AIA 06:34 01:26
AlG 06:43 01:41 0,35 0,706

G/G 07:00 01:37

DS AIA 06:23 01:30
AIG 06:58 01:28 3,24 0,042

G/G 07:00 00:49

PMS A/A 03:22 01:26
AIG 03:23 01:28 0,21 0,810

G/G 03:30 02:43

Continua
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Finais de Semana HD AIA 00:46 02:17
AIG 00:20 01:48 1,56 0,213

G/G 01:45 02:22

HA A/A 09:00 02:24
AIG 08:24 02:18 2,13 0,122

G/G 09:45 01:37

DS A/A 08:18 01:24
AIG 08:00 01:15 0,74 0,480

G/G 07:58 01:24

PMS AJA 04:53 02:15
AIG 04:22 02:08 1,93 0,150

G/G 05:45 02:08

Jetlag social AIA 01:30 01:36
AIG 01:10 01:15 2,54 0,081

G/G 02:15 01:52

HD = horério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= durag&o do sono; PMS= ponto médio

do sono; DP = desvio padrdo. Fonte: Autora.
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Tabela 23 - Comparacgdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os

diferentes alélicos do polimorfismo rs2234759 (n = 168)

Habitos de Sono  Alelo  Média (h:mim) DP (h:mim)  t(334) p
Dias de Estudo HD A 00:03 01:45 1,28 0,201
G 23:36 01:47
HA A 06:36 01:30 0,77 0,438
G 06:46 01:49
DS A 06:30 01:30 2,27 0,024
G 06:59 01:24
PMS A 03:20 01:26 0,31 0,754
G 03:16 01:40
Finais de Semana HD A 00:39 02:15 0,39 0,695
G 00:37 02:15
HA A 08:55 02:23 0,99 0,320
G 08:57 02:14
DS A 08:15 02:17 1,12 0,260
G 08:05 02:05
PMS A 04:47 02:12 0,71 0,474
G 04:30 02:08
Jetlag social A 01:27 01:30 0,74 0,457
G 01:18 01:22

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do

sono; DP = desvio padrdo. Fonte: Autora.
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Figura 23 - Diferenca na duracao do sono nos dias de estudo para os alelos do
polimorfismo rs2234759 (n= 168).
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Barras: IC de 95%. Fonte: Autora

7.3.1 Interacgdo entre o polimorfismo rs2234759¢ os habitos de sono e social jetlag

O resultado da ANOVA fatorial mostrou um efeito principal para a preferéncia diurna
nos habitos de sono (exceto duracdo do sono nos dias de estudo e finais de semana) e no jetlag
social nos grupos genotipicos (exceto duragdo do sono nos dias de estudo) (tabelas 24) e nos
grupos alélicos (tabelas 25 ) Um efeito principal dos alelos foi encontrado para a duracao do
sono dias de estudo (F(2, 158) = 4,73, p = 0,030, w” = 0,014), porém nenhum efeito principal
foi observado em relacdo aos genotipos (Tabela 24). N&o houve efeito significativo para
interacdo ‘preferéncia diurna*rs2234759° nos habitos de sono e jetlag social nos grupos

genotipico e alélicos.
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Tabela 24 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em

funcao da preferéncia diurna e gendétipos do polimorfismo rs2234759 (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Gendtipo Interacao
diurna (rs2234759)
Medidas F(158) p o’ F(158) p o? F(158) p o?
Dias de estudo HD 21,82 <0,001 0,21 0,50 0,607 0,00 0,56 0,690 0,01
HA 8,20 <0,001 0,09 1,36 0,259 0,01 0,83 0,506 0,02
DS 1,39 0252 0,01 2,31 0,102 0,02 1,34 0,256 0,03
PMS 19,54 <0,001 0,19 0,40 0,667 0,00 0,41 0,796 0,01
Finais de semana HD 33,16 <0,001 0,29 0,43 0,647 0,00 0,52 0,718 0,01
HA 20,49 <0,001 0,20 0,72 0,486 0,00 0,27 0,894 0,00
DS 0,84 0,433 0,01 0,49 0,608 0,00 0,78 0,535 0,02
PMS 33,13 <0,001 0,29 0,61 0,543 0,00 0,26 0,902 0,00
Jetlag Social 5,48 0,005 0,06 1,61 0,202 0,02 0,18 0,946 0,00

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; w?=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Tabela 25 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcdo da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo rs2234759 (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacdo
diurna (rs2234759)
Medidas F(330) p o’ F(330) p o’ F(330) p o’
Dias de estudo HD 144,62 <0,001 0,46 0,54 0,460 0,00 0,64 0,527 0,00
HA 48,02 <0001 022 2,74 0,098 0,00 1,57 0,209 0,00
DS 11,54 <p001 0,06 474 0,030 0,01 2,46 0,088 0,01
PMS 123,88 <0001 0,42 0,48 0,486 0,00 0,57 0,562 0,00
Finaisdesemana ~ HD 18320 <poo1 0,52 0,50 0,480 0,00 0,14 0,868 0,00
HA 156,76 <0001 0,48 0,06 0,792 0,00 0,63 0532 0,00
DS 0,08 0,045 0,95 1,21 0,272 0,00 0,34 0,709 0,00
PMS 21512 <p001 0,56 0,06 0,798 0,00 0,42 0,657 0,00
Jetlag Social 33,23 <0,001 0,16 0,09 0,760 0,00 0,04 0,953 0,00

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duragdo do sono; PMS= ponto médio do
sono; »° = dmega ao quadrado. Fonte: Autora.



73

7.4 Polimorfismo rs1805247 no gene da subunidade GRIN2B do receptor NMDA

A distincdo genotipica fornecida pela reacdo de TagMan SNP Genotyping Assay esta
representada na figura 24. O polimorfismo rs1805247 demonstrou estar em equilibrio Hardy-
Weinberg (% (1) = 0,024, p = 0,87) na amostra estudada, sendo as frequéncias alélicas de 85%
para o alelo A e 15% para o alelo G. A distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas
desse polimorfismo entre 0s grupos matutinos, intermediarios e vespertinos estdo
representadas na tabela 25. Nenhuma associag¢ao foi encontrada entre os genodtipos (X2(4) =
2,11, p > 0,75) ou alélicos (¥’(2) = 0,32, p = 0,84) do polimorfismo rs1805247 com
preferéncia diurna (tabela 26). Adicionalmente, ndo houve diferenca significativa na média
dos valores do MEQ para os diferentes genotipos (F(2,165) = 0,364, p = 0,69) e alelos (t(334)
=-0,612, p = 0,334).

Figura 24 - Disting¢éo genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) do para o polimorfismo
rs1805247.

oo
s o?ol""‘"'

213 (B3} 0% 0.33
A

Gréficos de gerado ao final da reagdo de TagMan SNP Genotyping Assay para o polimorfismo
rs1805247.0s circulos azuis e vermelhos representam os homozigotos G/G e A/A respectivamente;
o0s verdes, heterozigotos A/G. Os X representam as amostras indeterminadas. B - Curva gerada para
um homozigoto G/G. Fonte: Autora.
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Tabela 26 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1805247nos grupos de
matutinos, intermediarios e vespertinos (n = 168)

Gendtipos Alelos
A/A A/G GIG 42 p A (%) G (%) Fae) p
Vespertino 39(60,0) 14(35,5) 2(4,5) 95(84,8) 17(15,2)

Intermediario 42(75,0) 14(25,0) 0(0,0) 2,09 0718 97(86,6) 15(134) 0,32 0,848
Matutino 40(71,4)  14(25,0) 2(3,0) 94(83,9  18(16,)1
Total 121(72,0) 42(25,0) 4(3,0) 286(85,1)  50(14,9)

Fonte: Autora

Em relacdo aos habitos do sono e do jetlag social, houve uma diferenca entre as médias
dos genotipos (tabela 27) e a duracdo do sono nos dias de trabalho para o polimorfismo
rs1805247 (F(2,165) = 4,51, p = 0,012), localizado no gene da subunidade GRIN2B do
receptor NMDA. Individuos com o genotipo G/G apresentaram uma duracdo do sono maior
(M =9:11 e DP = 0:37, IC 95% [7:36 - 10:48] horas) comparado com A/A (M = 6:36 e DP =
1:30, IC 95% [6:18 - 6:48] horas) e A/IG (M = 6:36 e DP = 1:26, IC 95% [6:09 - 7:00] horas)
nos dias de estudo. Nenhuma diferenca foi encontrada 0s seus respectivos alelos (tabela 28).

Tabela 27 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo rs1805247 (n = 168)

Habitos do sono Gendétipo Média (h:mim) DP (h:mim) F(2,165) p

Dias de Estudo HD AJA 0:00 1:45
AIG 23:57 1:44 1,71 0,184

G/G 22:13 1:49

HA AIA 6:41 1:30
AIG 6:30 1:38 0,59 0,555

G/G 7:25 1:54

DS A/A 6:36 1:30
AIG 6:36 1:26 4,51 0,012

G/G 9:11 0:37

PMS AIA 3:22 1:27
AIG 3:11 1:37 0,43 0,650

G/G 2:48 1:50

Continua
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Finais de Semana  HD A/A 0:43 2:14
AIG 0:20 2:13 1,56 0,213

G/G 23:20 2:48

HA AIA 8:49 2:17
AIG 8:55 2:30 0,23 0,802

G/G 8:00 2:10

DS AIA 8:05 1:15
AIG 8:27 1:30 1,27 0,283

G/G 8:36 1:37

PMS AJA 4:46 2:10
AIG 4:42 2:16 0,36 0,694

G/G 3:42 3:00

Jetlag social AJA 1:24 1:24
AIG 1:30 1:43 0,28 0,751

G/G 0:52 1:08

HD= horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= durac&o do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP= desvio padrdo. Fonte: Autora.

Tabela 28 - Comparacgdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos alélicos do polimorfismo rs1805247 (n = 336)

Habitos do sono Alelo Média (h:mim) DP (h:mim) t(334) p
Dias de Estudo HD A 0:02 1:45 1,27 0,205
G 23:52 1:47
HA A 6:40 1:32 0,27 0,783
G 6:35 1:46
DS A 6:36 1:30 1,23 0,217
G 6:53 1:36
PMS A 3:21 1:28 0,91 0,362
G 3:09 1:36
Finais de Semana  HD A 0:41 1:53 0,98 0,327
G 0:21 2:21
HA A 8:51 2:20 0,18 0,858
G 8:43 2:28
DS A 8:10 1:23 1,38 0,169
G 8:25 1:30
PMS A 4:46 2:11 0,60 0,545
G 4:30 2:18
Finais de Semana A 1:24 1:26 0,02 0,984
G 1:25 1:36

HD = horaério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= duracio do sono; PMS= ponto médio do
sono; DP=desvio padréo. Fonte: Autora.
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7.4.1 Interagdo entre o polimorfismo rs1805247 com hébitos de sono e jetlag social

Os dados da ANOVA fatorial apresentaram um efeito principal da preferéncia diurna
nos habitos do sono, com excecdo da duracdo do sono nos dias de estudo e finais de semana, e
jetlag social quando o grupo genotipico foi considerado (tabela 29). Para o grupo alélico, a
preferéncia diurna teve um efeito principal para todos os habitos de sono e para o jetlag social
(tabela 30). Contudo, nenhum efeito principal foi encontrado para os gendtipos e alelos do
polimorfismo rs1805247. Além disso, ndo houve efeito da interacdo ‘preferéncia
diurna*rs1805247° nos habitos de sono e social jetlag para ambos 0s grupos genotipicos e
alélicos (tabelas 29 e 30).

Tabela 29 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcdo da preferéncia diurna e gendétipos do polimorfismo rs1805247 (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Genotipo Interacdo
diurna (rs1805247)
F(158) p o’ F(158) p % F(158) p o’
Dias de estudo  HD 18,88 0,000 0,19 2,07 0,128 0,02 1,13 0,335 0,02
HA 7,30 0,001 0,08 1,59 0,206 0,02 0,70 05551 0,01
DS 941 0,392 0,01 436 0,014 0,05 0,22 0,882 0,00
PMS 1711 0,000 0,01 0,73 0,480 0,00 1,21 0,305 0,02
Finais de HD 31,17 0,000 0,28 072 0489 0,00 084 0471 0,01
semana
HA 17,96 0,000 0,18 0,05 0,949 0,00 0,46 0,710 0,00
DS 1,02 0,361 0,01 1,17 0,312 0,01 0,92 0,433 0,01
PMS 3006 0,000 0,27 0,18 0,834 0,00 057 0,631 0,01
Jetlag Social 502 0,008 0,05 0,14 0,864 0,00 0,09 0,962 0,00

HD = horaério de ir dormir; HA= horéario de acordar; DS= durag&o do sono; PMS= ponto médio do
sono; m°= 6mega ao quadrado. Fonte: Autora.



77

Tabela 30 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo rs1805247 (n = 168)
Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacao
diurna (rs1805247)

F(330) p o’ F(330) p o’ F(330) p o’
Dias de estudo HD 105,09 <0,001 0,38 2,63 0,106 0,00 1,85 0,158 0,01
HA 26,67 <0,001 0,13 004 0832 - 0,17 0,840 0,00
DS 12,22 <0,001 0,06 1,37 0,241 0,00 0,65 0,518 0,00
PMS 80,79 <0,001 0,32 1,11 0,292 0,00 1,03 0,358 0,00
Finais de semana  HD 136,93 <0,001 0,45 1,64 0,200 0,00 0,66 0,513 0,00
HA 12,22 <0,001 0,06 1,37 0,241 0,00 0,65 0,518 0,00
DS 80,79 <0,001 0,32 1,11 0,292 0,00 1,03 0,358 0,00
PMS 136,93 <0,001 045 1,64 0,200 0,00 0,66 0,513 0,00
Jetlag Social 27,57 <0,001 0,14 001 0913 - 0,13 0,873 0,00

HD = horério de ir dormir; HA= horério de acordar; DS= duracio do sono; PMS= ponto médio do
sono; ®*= dmega ao quadrado. Fonte: Autora.

7.5 Polimorfismo rs4753426 no gene do receptor 2 da melatonina - MT2

A descriminagdo dos gendtipos para polimorfismo rs4753426 oriundos da reagao

TagMan SNP

Genotyping Assay encontra-se na figura 25. A distribuicdo genotipica

demonstrou que esse polimorfismo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (n = 814)

(x*(1) = 0,31, p = 0,577), sendo as frequéncias alélicas de 51% para o alelo T e 49% para 0

alelo C. As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs4753426 nos grupos

matutinos, intermediarios e vespertinos estdo contidos nas figuras 26 e 27.

Figura 25 -
A 14
L4

Distin¢do genotipica (A) e curva de amplificacdo (B) do polimorfismo
4753426 no gene MTNR1B
.‘ B
L

o ;e

oc Ml marsraze.T
c

Graficos gerados ao final da reacdo de TagMan SNP Genotyping Assay para o polimorfismo
rs4753426.0s circulos azuis e vermelhos representam os homozigotos C/C e T/T respectivamente;
os verdes, heterozigotos C/T. Os X as representam amostras indeterminadas. B- Curva gerada para
um heterozigoto C/T. Fonte: Autora.
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Nenhuma diferenca foi encontrada entre os gendtipos e a preferéncia diurna (x*(4) =
7,16, p = 0,127) considerando a amostra total (n= 168) (¥°(2) = 4,97, p = 0,083). Todavia,
quando os grupos de matutinos e vespertinos extremos foram analisados, uma associacédo foi
encontrada entre o alelo C e a matutinidade (* (1) = 4,60, p = 0,032, OR = 1,78, 95% IC [1,05
- 3,04]) nos modelos genéticos de codominéncia (C/C vs. T/T: OR = 3.12 95% IC [1,09 -
8,92], p = 0,049) e recessividade (C/C-C/T vs. T/T: OR = 3,08 95% IC [1,21 - 7,81], p =
0,014). Néo foi observada diferenca nas comparacdes entre 0s demais grupos: matutinos
versus intermediarios (y° (1) = 2,61, p = 0,106, OR = 0,64 95% IC [0,38 - 1.09]) e
intermediério versus vespertino (x*(1) = 0,28, p = 0,596, OR = 0,51 95% IC [0,51 - 1,46]).

Figura 26 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs4753426 nos grupos de matutinos,
intermediarios e vespertinos
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Fonte: Autora
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Figura 27 - Distribuicéo alélica do polimorfismo rs4753426 nos grupos de matutinos,
intermediarios e vespertinos

807 |Alelos

Nameros de individuos

Vespertino Intermediario Matutino

Fonte: Autora

Quanto as médias do MEQ (preferéncia diurna), nenhuma diferenca foi observada para
0s genotipos F(2,165) = 2,27, p = 0,10) e alelos (t(334) = 1,64, p = 0,101). Além disso, a
médias dos habitos de sono (nos dias de estudo e de trabalho) e jetlag social ndo se

diferenciaram quanto aos grupos genotipicos (tabela 31) e alélicos (tabela 32).

Tabela 31 - Comparacdo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos genotipicos do polimorfismo 4753426 (n = 168)

Héabitosdosono  Gendtipos Meédia (h:min)  DP (h:min) F(2,165) p

Dias de Estudo HD C/C 23:45 1:30
CIT 0:15 1:50 0,90 0,408

TIT 0:00 1:45

HA C/C 6:40 1:30
CIT 6:30 1:35 0,36 0,698

TIT 6:45 1:40

DS CIC 6:30 1:40
CIT 6:45 1:30 0,28 0,752

TIT 6:35 1:20

PMS C/C 3:25 1:30
CIT 3:08 1:20 0,77 0,463

TIT 3:25 1:30

Continua
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Finais de Semana HD C/IC 0:30 2:15
CIT 0:25 2:22 0,84 0,430

TIT 1:00 1:00

HA CIC 8:40 2:08
CIT 8:45 2:38 0,83 0,435

TIT 9:15 2:20

DS CIC 8:08 1:20
CIT 8:15 1:20 0,06 0,934

TIT 8:15 1:20

PMS CIC 4:40 2:10
CIT 4:40 2:20 0,90 0,407

TIT 5:10 1:55

Jetlag social CIC 1:12 1:20
CIT 1:20 1:35 1,28 0,279

TIT 1:40 1:20

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= durac¢do do sono; PMS= ponto médio do sono;
w’=0mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Tabela 32 - Comparacéo das médias dos habitos de sono e jetlag social de acordo com os
grupos alélicos do polimorfismo 4753426 (n = 336)

Habitos do sono Alelo  Meédia (h:min) DP (h:min) t(334) p
Dias de Estudo HD C 0:00 1:47 0,07 0,943
T 0:00 1:35
HA C 6:38 1:30 0,13 0,890
T 6:40 1:36
DS C 6:34 1:32 0,30 0,764
T 6:39 1:21
PMS C 6:19 1:30 0,00 0,998
T 6:19 1:30
Finais de Semana HD C 0:30 2:30 1,10 0,268
T 0:47 2:10
HA C 8:42 8:42 1,20 0,230
T 9:00 2:23
DS C 8:10 1:21 0,32 0,745
T 8:13 1:20
PMS C 4:36 2:13 1,18 0,237
T 4:40 2:10
Jetlag social HD C 1:16 1:28 1,76 0,079
T 1:34 1:28

HD = horério de ir dormir; HA- horério de acordar; DS= duracéo do sono; PMS= ponto médio do sono;
w’=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.

Nos resultados da ANOVA fatorial para a interacdo preferéncia diurna*4753426, a
preferéncia diurna apresentou um efeito principal em todos os héabitos de sono (exceto a
duracéo do sono nos finais de semana) e no jetlag social nos grupos genotipicos (tabelas 33) e
alélicos (tabelas 34). Um efeito principal do polimorfismo rs4753426 foi visto para o horario
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de ir dormir nos finais de semana e para o ponto médio do sono nos alelos. No entanto,

nenhum efeito da interagdo preferéncia diurna*rs4753426 foi encontrado para os habitos de

sono e jetlag social em ambos os grupos (tabelas 32 e 33).

Tabela 33 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em
funcéo da preferéncia diurna e gen6tipos do polimorfismo (n = 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Alelos Interacdo
diurna (rs4753426)

F(330) p o’ F(330) p o’ F(330) p o’
Dias de estudo ~ HD 213,71 <0,001 0,56 6,33 0,012 0,01 1,85 0,158 0,01
HA 55,18 <0,001 0,25 1,10 0,293 0,00 0,32 0,720 0,00
DS 23,45 <0,001 0,12 1,25 0,264 0,00 0,48 0,615 0,00
PMS 166,67 <0,001 0,50 449 0,035 0,01 1,35 0,259 0,00
SF;;"’;;:E’ D 24167 <0001 059 066 0415 0,00 037 0687 0,00
HA 219,00 <0,001 0,57 0,36 0546 0,00 2,17 0,115 0,01
DS ,102 0,903 0,00 0,06 0,795 0,00 2,07 0,128 0,01
PMS 29364 <0,001 0,64 0,70 0,403 0,00 1,22 0,295 0,00
Jetlag Social 46,88 <0,001 0,22 0,74 0,390 0,00 0,49 0,608 0,00

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= durac¢do do sono; PMS= ponto médio do sono;

w’=dmega ao quadrado. Fonte: Autora.

Tabela 34 - Resultado da ANOVA fatorial para os habitos de sono e jetlag social em

funcéo da preferéncia diurna e alelos do polimorfismo (n= 168)

Efeito da Preferéncia Efeito dos Gendtipos Interacdo
diurna (rs4753426)

F(158) p o’ F(158, p o’ F(158) p o’
Dias de estudo HD 101,04 <0,001 0,56 3,14 0,046 0,03 1,66 0,160 0,04
HA 26,07 <0,001 0,24 065 0522 0,00 0,36 0,831 0,00
DS 1023 <0,001 0,11 049 0,609 0,00 054 0,703 0,01
PMS 7893 <0,001 0,49 2,36 0,097 0,02 1,18 0,318 0,02
Finais de semana 12 103,62 <0,001 0,56 0,10 0900 0,00 055 0,698 0,01
HA 9938 <0001 0,55 032 0721 0,00 1,39 0,239 0,03
DS 0,38 0679 0,00 013 0879 0,00 2,03 0,092 0,04
PMS 128,30 <0,001 0,61 027 0,763 0,00 0,76 0551 0,01
Jetlag Social 19,12 <0,001 0,19 0,80 0447 0,01 1,60 0,177 0,03

HD = horério de ir dormir; HA- horario de acordar; DS= durac¢do do sono; PMS= ponto médio do sono;

w’=6mega ao quadrado. Fonte: Autora.
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7.6 Interacdo entre os polimorfismos dos receptores rs1805247 do gene GRINZ2B,
rs2234759 do gene NPYR2, rs4753426 do gene MTNR1B e rs6295, do gene HTTR1A
com preferéncia diurna

Os resultados da ANOVA fatorial para os polimorfismos rs1805247, rs2234759,
rs4753426 e rs6295 com preferéncia diurna ndo demonstraram efeito principal para nenhum
dos polimorfismos nas analises genotipicas (tabela 35). Contudo, para a analise alélica, um
efeito principal foi observado para o polimorfismo rs2234759 (tabela 36). Adicionalmente,
ndo houve efeito de interacdo entre esses SNPs na preferéncia diurna (genotipos: F(32, 127) =

1,20, p = 0,234, w?= 0,23; alelos: (F(10, 321) = 1,64, p = 0,093, w’= 0,04).

Tabela 35 — ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos
polimorfismos rs1805247, rs2234759, rs4753426 e rs6295 (n=168)

Fonte Soma Graus de Média F(321) p o’
guadratica liberdade quadratica

Modelo Corrigido 7485,67 14 534,69 1,87 0,029 0,07

rs2234759 1743,05 1 1743,05 6,09 0,014 0,01

rs1805247 1045,73 1 1045,73 3,65 0,057 0,01

rs4753426 27,21 1 27,21 0,09 0,758 0,00

rs6295 71,15 1 71,15 0,24 0,618 0,00

rs1805247*rs2234759* 4707,04 10 470,70 1,64 0,093 0,04

rs4753426*rs6295

Total 938088 336

Fonte: Autora

Tabela 36 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em fungéo dos alelos dos
polimorfismos rs1805247, rs2234759, rs4753426 e rs6295 (n=168)

Soma Graus de Média F(127) p o’
Fonte quadratica liberdade guadratica
Modelo Corrigido 13815,28 40 345,38 1,22 0,199 0,27
rs2234759 77,49 2 38,74 0,13 0,872 0,00
rs1805247 114,70 2 57,351 0,20 0,816 0,00
rs4753426 1649,38 2 824,69 2,92 0,057 0,04
rs6295 229,31 2 114,65 0,40 0,667 0,00
rs1805247*rs2234759* 10859,53 32 339,36 1,20 0,234 0,23
rs4753426*rs6295
Total 469044 168

Fonte: Autora
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Ja na ANOVA fatorial para a interacdo entre os polimorfismos rs2234759, rs4753426
e rs6295 na preferéncia diurna, observou-se um efeito principal do polimorfismo rs4753426,
localizado no gene do receptor MT2, para seus gendtipos e, um efeito do SNP rs2234759,
localizado no gene do receptor do NPY2, para seus alelos. Ndo houve efeito de interacao entre
os trés SNPS nos cronotipos em relacdo aos genotipos (tabela 37). Entretanto, para os alelos,
um efeito de interacdo foi encontrado para os trés polimorfismos na preferéncia diurna (tabela
38).

Tabela 37 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos
polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 (n=168)

Soma Graus de Média F (145) P o?
Fonte quadrética liberdade guadrética
Modelo Corrigido 9859,37 22 448,15 1,63 0,046 0,19
rs2234759 624,11 2 312,05 1,13 0,324 0,01
rs4753426 1704,72 2 852,36 3,10 0,048 0,04
rs6295 292,57 2 146,28 ,533 0,588 0,00
rs2234759*rs4753426* 6947,47 16 434,21 1,58 0,080 0,14
rs6295
Total 469044 168

Fonte: Autora

Tabela 38 — ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcao dos alelos dos
polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 (n=168)

Soma Graus de Média F(328) p o’
Fonte quadrética liberdade guadratica
Modelo Corrigido 9859,37 22 448,15 1,63 0,046 0,19
rs2234759 2007,09 1 2007,09 7,01 0,008 0,02
rs4753426 1053,52 1 1053,52 3,68 0,056 0,01
rs6295 652,79 1 652,79 2,28 0,132 0,00
rs2234759*rs4753426* 2850,57 4 712,64 2,49 0,043 0,02
rs6295
Total 938088 336

Fonte: Autora
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A figura 28 mostra as diferencas nas médias dos valores do questionario de MEQ para
as combinacgdes alélicas dos trés SNPs (rs2234759, rs4753426 e rs6295). As combinacdes
alélicas C-A-C (M = 53,60 e DP = £17,32) e C-G-C (M = 62,43 e DP = £11,35) mostraram
uma média maior dos valores do MEQ comparada com as combinacdes C-A-G (M = 45,66 e
DP = +18,65) e T-A-C (M = 44,66 e DP= £14,68); t(152) = 2,70, p = 0,008, d = 0,66 e t(53) =
3,68, p = 0,001, d = 0,97), indicando que individuos com as combinagfes C-G-C e C-A-G sdo
mais matutinos. Adicionalmente, as anélises das frequéncias dessas combinagdes
confirmaram que C-G-C (OR = 0,31 95%IC [0,10 — 0,98], p = 0,049) e C-A-G (OR = 0,13
95%IC [0,02 — 0,71], p = 0,020) estdo associadas com matutinidade, enquanto que os T-A-C
estdo correlacionados com a vespertinidade (OR = 3,96 95%IC [1,09 — 14,44], p = 0,039) na

amostra de matutinos e vespertinos (n =112) (tabela 39).

Figura 28 - Médias dos valores do MEQ nas diferentes combinacdes alélicas para os
polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295
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Tabela 39 — Frequéncia das diferentes combinagoes alélicas (“haplétipos™) para os
polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos

(n=112)

N°C  rs4753426  rs2234759 rs6295 FT  Vespertino Matutino OR (95% IC) p
1 C A G 0.24 0.25 0.22 1.00
2 C A C 0.19 0.17 0.25 0.31(0.10 - 0.98) 0.049
3 T A G 0.16 0.15 0.16 0.53 (0.19 - 1.48) 0.220
4 T A C 0.15 0.20 0.08 3.96 (1.09 - 14.44)  0.039
5 T G G 0.08 0.11 0.03 2.11 (0.48 - 9.39) 0.330
6 o G C 0.07 0.01 0.10 0.13(0.02 - 0.71) 0.019
7 T G C 0.05 0.05 0.10 0.10 (0.01 - 1.86) 0.110
8 o G G 0.02 0.03 0.03 0.41 (0.04 - 4.10) 0.450

N° C — ntmero de combinagfes. FT — Frequéncia total: Fonte: autora

Em relacdo a interacdo rs2234759*rs6295, ndo houve efeito principal dos gendtipos e

alelos na preferéncia diurna para ambos os polimorfismos. Além disso, ndo houve efeito de

interacdo entre os SNPs na preferéncia diurna no grupo genotipico (F(3,160) = 2,52, p =
0,059, w? = 0,045 e alélico (F(1, 332) = 0,419, p = 0,518, w? = 0,014). Entretanto, quando

apenas 0s grupos de matutinos e vespertinos foram analisados, um efeito significativo da

interacdo rs2234759*rs6295 na preferéncia diurna foi observado para os gendtipos (tabela

40).

Tabela 40 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em fun¢do dos gendétipos dos
polimorfismos rs2234759 e rs6295 (n=112)

Soma Graus de Média F(105) p w
Fonte quadrética liberdade guadrética
Modelo Corrigido 5599,59 6 933,26 2,23 0,046 0,11
rs2234759 1251,43 2 625,71 1,49 0,229 0,02
rs6295 752,05 2 376,02 0,89 0,410 0,01
rs2234759*rs6295 2996,10 2 1498,05 3,58 0,031 0,06
Total 323871 112

Fonte: Autora
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Um teste post hoc mostrou que a combinacdo A/G;G/G apresenta uma média menor
dos valores do MEQ (M = 42,67 e DP = £ 17,02), ou seja vespertinos, comparada com 0s
A/G;C/C (M = 58,06 e DP = +18,77) e A/G; C/G (M = 55,69 e DP = + 14,75) (F(1, 46) =
4,35, p = 0,018, » = 0,10) (figura 29). Ndo houve efeito de interacdo para os alelos do
polimorfismo (tabela 41). Entretanto, quando as frequéncias desses alelos foram testadas
quanto aos grupos matutinos e vespertinos, a combinacdo alélica G-C foi associada com a
matutinidade (OR = 0,25 95%IC [0,08 — 0,73], p = 0,013) (tabela 42).

Figura 29 - Diferenca das medias dos valores do MEQ nas diferentes combinages
genotipicas dos SNPs rs2234759 e rs6295.
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Tabela 41 -ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos alelos dos
polimorfismos rs2234759 e rs6295 (n=168)

Soma Graus de Média F(332) p o’
Fonte quadratica liberdade quadrética
Modelo Corrigido 1827,35 3 609,11 2,07 0,103 0,01
rs2234759 111484 1 111484 3,79 0,052 0,01
rs6295 1090,50 1 1090,50 3,71 0,055 0,01
rs2234759*rs6295 122,88 1 122,88 0,41 0,518 0,00
Total 938088 336

Fonte: Autora
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Tabela 42 — Frequéncia das diferentes combinagoes alélicas (“haplétipos™) para os
polimorfismos rs2234759 e rs6295 nos grupos matutinos e vespertinos (n = 112)

N° C rs2234759  rs6295 FT Vespertino Matutino OR (95% CI) p
1 A G 0.40 0.42 0.38 1.00
2 A C 0.34 0.36 0.33 1.04 (0.53 - 2.03) 0.91
3 G C 0.13 0.07 0.21 0.25(0.08 -0.73)  0.013
4 G G 0.10 0.15 0.06 1.55 (0.50 - 4.77) 0.45

N° C — nmero de combinacdes. FT — Frequéncia total: Fonte: autora

Ja o resultado da ANOVA fatorial para os polimorfismos rs4753426*rs6295
demonstrou que ndo houve efeito principal de ambos os SNPs na preferéncia diurna e
nenhuma interacdo foi encontrada para o grupo genotipico (tabela 43). No entanto, um efeito
da interacdo rs4753426*rs6295 com preferéncia diurna foi achado para o grupo alélico (F(Z1,
332) =5,39, p = 0,021, w? = 0,014) (tabela 44).

Tabela 43 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em funcéo dos genotipos dos
polimorfismos rs4753426 e rs6295 (n=168)

Soma Degraus de Média F(159) p o’
Fonte quadratica liberdade guadratica
Modelo Corrigido 3600,20° 8 450,02 1,55 0,143 0,07
rs4753426 312,04 2 156,02 ,539 0,585 0,00
rs6295 1044,75 2 522,37 1,80 0,168 0,02
rs4753426*rs6295 1879,77 4 469,94 1,62 0,171 0,03
Total 469044 168

Fonte: Autora

Tabela 44 - ANOVA fatorial para a preferéncia diurna em fungéo dos alelos dos
polimorfismos rs4753426 e rs6295 (n=168)

Soma Degraus de Média F(332) p o’
Fonte guadratica liberdade quadrética
Modelo Corrigido 777466,10 1 777466,10 2675,68 0,000 0,89
rs4753426 294,07 1 294,07 1,01 0,315 0,00
rs6295 751,14 1 751,14 2,58 0,109 0,00
rs4753426*rs6295 1568,75 1 1568,75 5,39 0,021 0,01
Total 938088 336

Fonte: Autora
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A figura 30 mostra que a combinacdo alélica C-C apresenta uma média dos valores do
MEQ maior (M = 54,22 e DP = +17,08), ou seja, mais matutinos, que as combinagdes T-C (M
= 46,70 e DP = +16,40; t(154) = 2,70, p = 0,008, d = 0,67) e C-G (M = 47,85 e DP = £18,54;
t(177) = 2,38, p = 0,018, d = 0,629). Esse resultado indica que 0s sujeitos sdo mais
vespertinos na presenga tanto do alelo T do polimorfismo do receptor MT2 quanto G do
receptor 1 A da 5-HT.

Figura 30 - Diferenca das médias dos valores do MEQ nas diferentes combinacées
alélicas dos SNPs rs4753426 e rs6295
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8- DISCUSSAO

A associagédo de polimorfismos em genes circadianos com preferéncia diurna tem sido
descrita em diferentes populacdes (KATZENBERG et al.,1998; ARCHER et al., 2003;
JOHANSSOM et al., 2003; MISHIMA et al., 2005; CARPEN et al., 2006). Entretanto, pouca
atencdo tem sido dada em relagdo a polimorfismos em genes néo circadianos (OJEDA et al.,
2013; BARCLAY etal., 2010; KOIKE et al., 2013).

Em nosso estudo, nenhuma diferenca foi encontrada entre as médias dos valores do
questionario de MEQ (preferéncia diurna) com relacdo aos sexos feminino e masculino,
corroborando com alguns dados encontrados na literatura (PAINE; GANDER; TRAVIER,
2006; ZIMMERMANN, 2011). No entanto, a maior parte dos estudos tem demonstrado que
mulheres tendem a ser mais matutinas que os homens (NATALE; DANESI, 2002;
ROENNEBERG et al., 2004; RANDLER, 2007; NATALE; DIMILIA, 2011; RANDLER,
2011; TONETTI et al., 2011; BORISENKOV et al., 2012; DUARTE et al., 2014). Diferencas
na preferéncia diurna entre os sexos podem estar relacionada com os padrées de sincronizacéo
entre homens e mulheres (ADAN; NATALE, 2002), além da influencia socio-cultural (PARK
etal., 1997),

Uma diferenca consistente nos habitos de sono (exceto na duracdo do sono nos finais de
semana) e jetlag social foi encontrada entre os cronotipos, ratificando os achados de diversos
estudos (TAILLARD et al., 1999; MORGRAIN et al., 2004; ROEPKE; DUFFY, 2010;
BAKOTIC; RADOSEVIC-VIDACEK; BJELAJAC, 2016; PAINE; GANDER, 2016;
WITTMANN et al., 2006a; LEVANDOVSKI et al., 2011). Pessoas matutinas e vespertinas
diferem em seu periodo enddgeno, com periodos curtos associados com matutinidade e
periodos longos com vespertinidade (DUFFY et al., 1999). Assim, tipos vespertinos preferem
dormir e acordar em horarios mais avancados que os matutinos (PAINE; GANDER, 2016).

Contudo, durante os dias de semana, 0s vespertinos precisam acordar cedo para
atenderem a pressao social dos horarios de estudo e trabalho, resultando assim, em uma
duragé@o do sono menor que a dos matutinos (RUSSO et al., 2007; KAUDERER; RANDLER,
2013). Ja durante os finais de semana, quando estdo livres de seus compromissos sociais,
ambos cronotipos demonstraram uma durag¢do do sono semelhante (MORGRAIN et al., 2004;
LEHNKERING; SIEGMUND, 2007 PAINE; GANDER, 2016). Alem disso, o débito de sono

acumulado pelos vespertinos durante os dias de semana tende a ser compensado nos finais de
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semana. Por isso, 0s vespertinos possuem um valor maior de jetlag social quando
comparados com os matutinos (WITTMANN et al., 2006a; LEVANDOVSKI et al., 2011).

8.1 Polimorfismos no transportador e receptor da 5-HT

A 5-HT tem sido considerada o principal neurotransmissor dos NRM, a terceira via
aferente mais importante do NSQ (GILLETTE, 2002). AplicacBes de 5-HT resultam no
deslocamento (avanco) de fase dos ritmos circadianos em estudos in vitro e in vivo (GLASS et
al., 2000, 2003; SPROUSE et al., 2004). Esse efeito da 5-HT na ritmicidade circadiana parece
ser mediado através de seus receptores localizados no NSQ (EHLEN et al., 2001; SPROUSE
et al., 2004; SMITH et al., 2008). Em nossos dados, nenhuma associacdo significativa foi
encontrada entre as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e
rs2020933 (no transportador da 5-HT) e rs6295 (no receptor da 5-HT) com preferéncia
diurna, quando analisados individualmente.

Os polimorfismos rs2020933 e rs6295 foram associados a diferentes fenotipos
psiquiatricos (STROBEL et al., 2003; HUEZO-DIAZ et al., 2009; YU et al., 2013; KISHI et
al., 2013) e resposta a antidepressivos — rs6295 (LEMOND et al., 2004), contudo, esse é 0
primeiro estudo a correlaciona-los com a preferéncia diurna (base de dados: PubMed,
descritores: “rs2020933” AND “diurnal preference ” or “rs6295” AND “diurnal preference”,
ultimo acesso em: 10 de junho de 2017). Um segundo polimorfismo no gene SLC6A4, o 5-
HTTLPR, tem sido investigado em uma variedade de fendtipos, incluindo a preferéncia
diurna e o fendtipos do sono (CARSKADON et al., 2012; HARTMANN et al., 2014,
DEUSCHLE et al., 2010).

Ojeda e colaboradores (2013) mostraram uma diferenca significativa entre os genotipos
do 5-HTTLPR e os valores de CSM (Composite Scale of Morningness; maiores valores
indicam matutinos) em um modelo genético sobredominante (heterozigoto vs. homozigotos),
indicando que o0s sujeitos heterozigotos sdo mais matutinos que os demais genotipos e
sugerindo assim, um efeito de heterose. Nenhuma diferenca foi encontrada em relagéo aos
alelos desse polimorfismo (OJEDA et al., 2013). Diferentemente desse estudo, Barclay e
colaboradores (2011) ndo encontraram efeito significativo do polimorfismo 5-HTTLPR nas
médias dos valores do MEQ em uma amostra da populacédo inglesa, corroborando assim com
0S nossos achados.

Embora nenhuma associacdo com preferéncia diurna tenha sido encontrada entre os trés

polimorfismos individualmente, o resultado da ANOVA fatorial demonstrou um efeito


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehlen%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11438611
http://www.jneurosci.org/content/26/6/1864.long#ref-39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24474990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deuschle%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20337192
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significativo da interacdo 5-HTTLPR*rs2020933*rs6295 nas médias dos valores do MEQ),
demonstrando que individuos que carregam a combinacao genotipica S/S; A/A; C/G sdo mais
matutinos comparados com aqueles que possuem as composicdes S/S; A/T; CIG e S/S; AlA,
G/G (diferenca entre as médias: 40,5 e 35,17 respectivamente).

Estudos sugerem que a regulacdo génica do SLC6A4 é determinada por um conjunto de
efeitos regulatorios exercidos por diferentes variantes dessa mesma unidade (MARTIN et al.,
2007; WRAY et al., 2009; STRUG et al., 2010). Diferencas na expressao e funcdo do 5-HTT
foram relacionadas com as variantes alélicas do polimorfismo 5-HTTLPR (HEILS et al.,
1996, HEILS; MOSSNER; LESCH 1997). Estudos utilizando gene repdrter mostraram que o
alelo S reduz a transcricdo do gene SLC6A4, resultando na baixa expressdo do 5-HTT e
captacdo da 5-HT (HEILS; MOSSNER; LESCH, 1997; GREENBERG et al., 1999).

Adicionalmente, foi reportado que o SNP rs2020933 (localizado no primeiro intron do
gene SLC6A4, a 870pb do final do primeiro exon ndo codificante) contribui com a regulagéo
genica do SLC6A4 e encontra-se em desequilibrio de ligacdo como o polimorfismo 5-
HTTLPR (HUEZO-DIAZ et al., 2009). Assim, haplotipos desses polimorfismos poderiam
contribuir mais significativamente para a variacdo na expressdao do gene SLC6A4 e sua
associacao com variantes fenotipicas (MARTIN et al., 2007) tais como a preferéncia diurna.

Um terceiro SNP (rs6295) localizado no promotor do gene HTR1A, que também
participa da neurotransmissao da 5-HT, tem sido relacionado com a regulacéo da expressédo de
seus receptores (CZESAK et al., 2006). A mudanga de C — G altera o sitio de ligacdo para 0s
fatores de transcricdo Deaf-1 e Hes5, e resulta no aumento da expressdo dos auto receptores
5-HT1A pré-sindpticos, induzindo a hiperpolarizacdo dos neurdnios serotonérgicos,
diminuicdo dos disparos neuronais e, consequentemente, a liberacdo da 5-HT (ALBERT,
2012; DONALDSON et al., 2016).

Pesquisas tém descrito a interacdo bioldgica entre 0 5-HT1A e 0 5-HTT (LI et al., 2000;
DAVID et al., 2005; ZHANG et al., 2009; GU et al., 2013). Estudos com modelo animal
mostraram que a expressao do 5-HT1A é reduzida em camundongos knock-out para 5-HTT
(LI et al., 2000). Resultados obtidos por tomografia por emissdo de pdsitrons demostram que
os valores dos potenciais de ligacdo do 5-HT1A foram reduzidos em individuos com 0s
gendtipos S/S e S/L comparados com os L/L (DAVID et al., 2005). Assim, uma possivel
explicacdo para nossos achados seria que, a adicdo de um alelo T (variante do SNP 5-
HTTLPR) ou dois alelos G (variante do SNP rs6295) na S/S; A/-; -/G diminuiria a

concentracdo de serotonina nos neurdnios do NSQ, resultando assim em um atraso na fase
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circadiana que levaria a vespertinidade. De fato, a frequéncia da combinacéo alélica S-A-T foi
menos frequente em sujeitos vespertinos (12%) que nos matutinos (27%).

Em relacdo aos habitos de sono e os trés polimorfismo da 5-HT, houve uma diferenca
significativa na interagdo ‘5-HT TLPR genstipo)*preferéncia diurna’ apenas para os horarios de
ir dormir nos dias de trabalho, demonstrando que dentro do grupo vespertino, individuos com
genotipo L/S vdo dormir mais cedo comparados com o0s gendtipos L/L e S/S. J& os resultados
da interacdo ‘preferéncia diurna*rs2020933e10)’ para 0 segundo polimorfismo do SLC6A4
mostraram que houve uma diferenca significativa nas médias dos horarios de dormir/acordar,
do ponto médio do sono nos dias de estudo e do horario de dormir nos finais de semana em
relagcdo aos alelos A e T no grupo de vespertinos. Isso mostra que nesse grupo, sujeitos que
possuem o alelo A dormem e acordam mais cedo que os portadores do alelo T e,
consequentemente, apresentam um ponto médio do sono maior nos dias de estudo.

As andlises envolvendo o polimorfismo rs6295 do receptor 5-HT1A ndo demonstraram
nenhuma diferenca significativa entre os habitos do sono para os dias de estudo e finais de
semana e nos gendtipos e alelos desse SNP, demonstrando que em nossa amostra, esse
polimorfismo ndo esta relacionado aos habitos de sono. Contudo, estudos mostram que o
receptor 5-HT1A pode estar envolvido na mediagéo dos efeitos da 5-HT no sono (PORTAS et
al., 1996; BJORVATN et al., 1997, 1998; SEIFRITZ et al.,1996; TISSIER et al., 1993. A
administracdo do antagonista 8-OH-DPAT desse receptor demonstrou uma melhora no
despertar e uma reducdo do sono REM (BJORVATN et al., 1997). O agonista ipsapiron foi
relacionado com um aumento na atividade das ondas lentas em humanos (SEIFRITZ et
al.,1996) e em ratos (TISSIER et al., 1993),

O sono é regulado basicamente por dois processos: 0 homeostéatico e o circadiano
(BORBELY; ACHERMANN, 1999). Lesdes no NSQ de primatas causam, além da perda dos
ritmos circadianos, um aumento no tempo total da duracdo do sono (SCHWARTZ; ROTH,
2008). A serotonina pode causar deslocamento de fase dos ritmos circadianos, dependendo da
fase que é administrada (PROSSER e al, 2000). Agonistas da 5-HT induzem o adiantamento
de fase durante o dia subjetivo (CT6) in vitro (PROSSER, 2003; MEDANIC; GILLETTE,
1992; SPROUSE et al., 2004) e também in vivo (COLECCHIA et al., 1996; CUTRERA et
al.,1996; BARTOSZEWICZ et al., 2010). Adicionalmente, o neurotransmissor 5-HT participa
da regulagéo do sono (MONTI; PANDI-PERUMAL,; SINTON, 2008).

Uma possivel explicacdo para esses resultados seria que o genotipo L/S (do
polimorfismo 5-HTTLPR) ou o alelo A (do SNP rs2020933), quando comparados com suas
repecticas variantes, poderiam causar um aumento (1) na regulacdo génica do SLC6A4, (2) na
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concentracdo dos seus transportadores e (3) no aumento da 5-HT excretada na fenda sinaptica.
O aumento da concentracdo de 5-HT no NSQ, por sua vez, resultaria em um adiantamento de
fase dos ritmos circadianos de vigilia/sono, permitindo assim com que individuos
heterozigotos fossem para a cama mais cedo comparados com ambos os homozigotos e, que
sujeitos com o alelo A dormissem e acordassem em horarios mais adiantados que aqueles com
oT.

Contudo, nenhuma diferenca foi encontrada para os alelos L e S, sugerindo um efeito
de heteroze (COMINGS; MACMURRAY, 2000), o qual s6 poderia ser observado nas
combinagBes genotipicas, visto que, nas analises alélicas, os individuos heterozigotos
contribuem igualmente para ambas as variantes génicas. Assim, se um carater se expressa por
heterozigose o poder de deteccdo do mesmo passaria a ser diminuido. De fato, a heterose
molecular (quando o heterozigoto de um polimorfismo simples mostra um efeito
significativamente maior ou menor para um determinado traco comparado com o0s
homozigotos) foi descrita para o gene SLC6A4 (COMINGS; MACMURRAY, 2000).

Comparados com matutinos, individuos vespertinos apresentam uma irregularidade em
seus horarios de sono e uma flexibilidade maior para dormir em diferentes horarios
(BREITHAUPT et al., 1978; HILLIKER et al., 1992), que pode ser evidenciada nas
diferengas entre os dias de estudo/trabalho e finais de semana (TAILLARD; PHILIP;
BIOULAC, 1999; CROWLEY; CARSKADON, 2010). Adicionalmente, tipos matutinos
acumulam uma pressdo homeostatica mais rapida durante o dia e a dissipam rapidamente
durante a noite comparado com os vespertinos (SCHMIDT et al.,, 2009; MONGRAIN;
CARRIER; DUMONT, 2006). Provavelmente por causa disso, as diferencas nos horarios dos

habitos de sono foram encotrados no grupo vespertino e ndo nos matutinos.

8.2 Polimorfismo no rs2234759 do receptor NPY2

O receptor NPYR2 tem sido relacionado com o avango de fase dos ritmos circadianos,
apresentando um importante papel na transmissdo dos sinais vindo do TGH e, por sua vez, na
modulacgéo desses ritmos (GOLOMBEK et al., 1996; HUHMAN al., 1996). O polimorfismo
rs2234759 tem sido associado com fenotipos tais como memdria iconica (ARNING et al.,
2014) e inicio da doenca de Huntington (KLOSTER et al., 2014). No entanto, nenhuma
associacao foi encontrada entre os gendtipos e os alelos desse polimorfismo com preferéncia

diurna em nossos dados.
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Wang e colaboradores (2007) também ndo encontraram associa¢do desse SNP com
obesidade entre criangas e adolescentes. Todavia, nosso estudo € o primeiro a correlacionar
um polimorfismo no gene NPYR2 com preferéncia diurna (base de dados: PubMed,
descritores: “rs2234759” AND “diurnal preference”, acessado em 10 de junho de 2017). Uma
possivel explicacdo para esses achados poderia estar relacionada ao tamanho amostral de
cronotipos extremos utilizado.

Em relacdo aos habitos de sono, uma diferenca significativa foi encontrada entre as
médias da duracdo do sono nos dias de estudo e os alelos do polimorfismo rs2234759,
demonstrando que individuos com o alelo G dormem mais durante os dias da semana do que
0s sujeitos que possuem o alelo A. O NPY tem sido considerado um fator de regulagdo do
sono, porém o mecanismo pelo o qual essa modulacdo acontece ainda é desconhecido
(MONTI; PANDI-PERUMAL; SINTON, 2008).

Como o SNP rs2234759 esta localizado na regido promotora do gene NPYR2 e o alelo
G foi associado com uma maior atividade relativa da luciferase em ensaios in vitro
(KLOSTER et al., 2014), uma provavel justificativa para a diferenca na duracdo do sono seria
que o alelo G resultaria no aumento dos niveis do receptor NPY?2, causando assim um avanco
na sua ativacdo. Esse avanco, por sua vez, levaria a um adiantamento no horario de ir dormir
e, portanto, a uma duracdo do sono maior nos dias de estudo. Nos finais de semana, quando 0s
sujeitos tendem a expressar sua preferéncia endogena, pois estdo livres dos compromissos
sociais de estudo e trabalho, nenhuma diferenca foi encontrada na duragédo do sono.

Em relag¢do a interacdo ‘preferéncia diurna*rs2234759° nenhum efeito foi encontrado
para os habitos de sono nos dias de estudo/trabalho e finais de semana entre 0s grupos
matutinos e vespertinos. Em humanos, o NPY tem sido relacionado com a promocao do sono
e modulacdo do sono REM (DYZMA et al., 2009). A aplicacdo intravenosa de NPY em
sujeitos saudaveis diminui a laténcia do sono e o primeiro periodo do sono REM, além de
aumentar o estagio 2 do sono e o tempo de sono (ANTONIJEVIC et al., 2000). Em um estudo
envolvendo pacientes depressivos, a injecdo de NPY mostrou uma diminuigédo da laténcia de
inicio do sono, enquanto os niveis dos horménios adrenocorticotréfico e cortisol ndo foram
afetados (HELD et al., 2006). Os niveis plasmaticos do NPY foram significativamente
menores em pacientes com insonia primaria comparado com os padrdes de sono normais dos
controles (HUANG et al., 2015).

Esses achados indicam que o NPY pode participar da regulacdo do sono atuando
principalmente no horario do inicio do sono como um antagonista do horménio liberador da

corticotrofina através dos receptores GABA (STEIGER, 2003). Assim, dada a importancia do
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NPY no sono, esse é o primeiro estudo a fazer uma correlagdo entre habitos de sono com o
polimorfismo rs2234759 no gene desse receptor. De fato, poucos estudos tém sido realizados
com variantes nos genes dos receptores NPY (HUNT et al., 2011; SIDDIQ et al., 2007;
KLOSTER et al., 2014; SATO et al., 2010; ARNING et al., 2014).

8.3 Polimorfismo rs1805247 no gene da subunidade GRIN2B do receptor NMDA

Os receptores NMDA foram descritos como sendo os principais receptores envolvidos
na via aferente do TRH (COLWELL, 2001; BENDOVA et al., 2012). A subunidade GRIN2B
possui um papel importante para a funcionalidade desse receptor. Polimorfismos nesse gene
tém sido associado com varios fenotipos neuroldgicos transtorno bipolar, esquizofrenia e
transtorno obsessivo compulsivo (WEICKERT e al., 2013; KOHLRAUSCH et al., 2016). Em
nossos resultados nenhuma diferenca significativa foi encontrada para as frequéncias alélicas
e genotipicas do polimorfismo rs1805247 do gene da subunidade GRIN2B do receptor
NMDA com preferéncia diurna. Uma diferenca entre as médias dos habitos da duracdo do
sono nos dias de estudo foi observada para as variantes desse SNP. Com relagdo as analises da
interagdo ‘preferéncia diurna*rs1805247°, nenhum efeito foi encontrado para todos os hébitos
de sono, demonstrando assim que esse polimorfismo ndo tem associa¢do com essas variaveis
em nossa amostra.

Glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central. Em
mamiferos, aproximadamente 70% das sinapses contem receptores do tipo NMDA ou AMPA
(MITCHELL; BAKER, 2009 Rs1805247 é um polimorfismo no exon 13 do gene da
subunidade GRIN2B do receptor NMDA. Os diferentes alelos desse SNP alteram a base na
sequéncia de do DNA, mas ndo o aminoacido codificado. AlteracBes na estrutura dessa
subunidade poderiam estar relacionadas a mudanca de fase nos ritmos circadianos através da
resposta ao Ca+ mediada pela ativacdo dos receptores NMDA nos neurbnios do NSQ
(COLWELL, 2001; PENNARTZ et al., 2001).

Adicionalmente, pesquisas tém mostrado um possivel papel desses receptores no sono.
Em camundongos mantidos em regime de privacdo de sono por 24 horas, foi observada uma
reducdo da expressao dos receptores de superficie do NMDA (CHEN et al., 2006). O uso do
NPC 12626, antagonista competitivo do receptor NMDA, reduziu significativamente as duas
medidas do sono paradoxal, fornecendo evidéncias de que o antagonista para 0 NMDA resulta
em padrdes anormais de sono (STONE; WALKER; GOLD, 1992). Estudo em Drosophila
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(TOMITA et al., 2015) também tem demonstrado um possivel papel do NMDA na regulacdo
do sono. Tatsuki e colaboradores. (2016) mostraram que 0 uso de antagonistas para NMDA
em camundongos selvagens resultou em uma diminuicdo significativa na duragdo do sono.
Individuos portadores do alelo G para o polimorfismo rs1805247 mostraram um aumento na
facilitacdo intracortical e no potencial de longa duracdo apds estimulagdo magnética (MORI
et al., 2011). Assim, uma possivel explicacdo para a diferenga encontrada na duragdo do sono
nos dias de estudo seria que a presenca de dois alelos G aumentaria a atividade do receptor e o
influxo de Ca+, resultando no avanco de fase do ritmo circadiano e consequentemente na

duragéo do sono maior.

8.4 Polimorfismo rs4753426 do receptor MT2

Evidéncias indicam que a MLT estd envolvida na regulacdo dos ritmos circadianos
principalmente através da ativacdo dos receptores MT2 (DUBOCOVICH, 2007; PFEFFER et
al, 2012). Alteracdes genéticas nesse receptor tém sido associadas com uma variedade de
fenotipos tais como obesidade, depressdo e diabetes (WANG et al., 2015; GALECKA et al.,
2011; ZHAN et al., 2015). Em nosso estudo, uma associagéo significativa foi encontrada entre
os alelos do polimorfismo rs4753426 no gene MTNR1B com preferéncia diurna, com a
frequéncia do alelo C (62%) maior no grupo de matutinos comparado com 0s vespertinos
(47%).

Ji e colaboradores (2010) investigaram a correlacédo entre o polimorfismo rs4753426 e
a duracdo da incidéncia solar entre diferentes populacbes ao redor do mundo. Eles
encontraram uma correlacdo negativa entre o alelo C e a duracdo diaria da incidéncia solar,
sugerindo que esse alelo derivado pode promover uma vantagem seletiva as populacdes
adaptadas a diferentes duracdes de incidéncia solar e, consequentemente, uma adaptacdo mais
eficiente as variagOes sazonais.

Se considerarmos que a curta duracdo de luz solar aumenta a duracdo da melatonina
secretada (ADAMSSON; LAIKE; MORITA, 2016), uma adaptacéo fisiologica poderia ser a
selecdo de variantes genéticas nos receptores da melatonina que balanceariam esse aumento
da melatonina, resultado em um impacto nos ritmos circadianos e na homeostase do sono.
Adicionalmente, n6s encontramos uma associa¢do do alelo T com o grupo que tem uma
duracdo do sono maior que 8 horas nos finais de semana (dados ndo mostrados), sugerindo
que esse alelo poderia modular o papel da melatonina na regulacdo circadiana do sono
(GANDHI et al., 2015).



97

Uma possivel explicacdo para esses resultados é que, desde que o polimorfismo
rs4753426 esté localizado na regido promotora, o alelo —1193C poderia ser responsavel pela
diminuicdo dos niveis de MT2, resultando no atraso da ativacdo da melatonina. Além disso,
uma lenta dessensibilizacdo dos receptores MT2 nos sujeitos portadores do alelo -1193T
poderia contribuir com uma prolongada transducdo do sinal da melatonina levando a uma
duragéo do sono mais longa (GERDIN et al., 2004).

Essa hipotese poderia explicar também outros dois achados: (1) a alta frequéncia do
alelo C no grupo matutino, que poderia expressar uma inativacdo rapida da melatonina nas
horas iniciais do dia e, (2) a baixa frequéncia desse alelo nas populacGes expostas a longas
incidéncias solares (JI et al., 2010), que pode levar ao aumento dos niveis de MT2,
compensando assim a baixa sintese de melatonina nesse ambiente. Contudo essas
especulacbes devem ser funcionalmente validadas.

Estudos in vitro (HUNT et al., 2001; DUBOCOVICH et al., 2005; GERDIN et al.,
2004) e in vivo (DUBOCOVICH et al., 1998; PFEFFER et al., 2012) tém demonstrado que o
adiantamento de fase causado pela MLT no NSQ é mediado através da ativacdo do receptor
MT2, dependendo da dose e da sensibilidade em sua CRF (MCARTHUR et al., 1997;
GERDIN et al., 2004). Pesquisas sugerem que o deslocamento de fase mediado pelo MT2
ocorre através do aumento da atividade da proteina quinase C (PKC) (HUNT et al., 2001;
MCcARTHUR et al., 1997; RIVERA-BERMUDEZ et al., 2004). A ativagdo da PKC, por sua
vez, € necessdria para induzir mudancas nos genes circadianos Perl and Per2
(KANDALEPAS et al., 2016). Assim, alteracdes genéticas no MT2 poderiam contribuir para

a modulacdo do sistema circadiano e na expressao de seus fenotipos.

8.5 Interagéo entre os polimorfismos rs2234759 no gene do NPYRZ2, rs4753426 do gene
MTNR?2 e rs6295 do gene HTR1A com preferéncia diurna

O resultado da ANOVA fatorial mostrou um efeito de interacdo significativo entre os
alelos dos polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 na preferéncia diurna. As
combinagbes alélicas C-A-C e C-A-G tiveram uma média maior dos valores do MEQ
comparado com as combinagcdes C-A-G e T-A-C, mostrando que portadores dessa
combinagdo sdo mais matutinos comparados com os C-A-G e T-A-C.

Uma andlise das frequéncias desses alelos entre matutinos e vespertinos confirmara que
as combinagdes C-A-C (matutinos: 25% e vespertinos: 17%) e C-A-G (matutinos: 10% e

vespertinos: 1%) estédo associados com a matutinidade, enquanto que, a combinagdo T-A-C
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foi associada com a vespertinidade (matutinos: 8% e vespertinos: 20%). Todas essas
diferencas nas combinagdes alélicas entre matutinos e vespertinos mostram uma interagao
entre polimorfismos de genes envolvidos nas diferentes vias aferentes do NSQ na modulacao
do fendtipo circadiano (preferéncia diurna).

A 5-HT, derivada do triptofano, exerce sua funcdo através de diferentes receptores
expressos no sistema nervoso central e periférico (MILLAN et al., 2008). A MLT, por sua
vez, € derivada da 5-HT e se liga com alta afinidade aos seus receptores MT1 e MT2
(JOCKERS et al., 2008). Os receptores de 5-HT e da MLT pertencem a classe da superfamilia
de proteinas acopladas a proteina G. Apesar dessa similaridade, pouquissimos estudos tém
focado na comunicagdo entre as transmissdes serotonérgicas e melatonérgicas (PROSSER,
2000; CHENU et al., 2014; KAMAL et al., 2015). Esses estudos tém demonstrado uma
potencial interacdo funcional entre essas cascatas de sinalizagéo.

De fato, um efeito de interacdo também foi encontrado para os polimorfismos dos genes
dos receptores 5-HTR1A e MT2, com a combinagdo alélica C-C tendo uma média do MEQ
significativamente maior comparado com a combinacdo C-G, ou seja, os individuos C-C
apresentam serem mais matutinos que os C-G. Esse resultado sugere uma possivel interacdo
na transmisséo de sinal entre essas vias que regulam a ritmicidade circadiana. Entretanto, ndo
houve associagdo entre essas combinagdes alélicas e 0s grupos matutinos e vespertinos.

Além de sua participacdo na via de sintese da MLT, a 5-HT também estabelece
comunicacdo com o neuropeptidio Y através da conexdo com o FIL. Dois componentes
anatdmicos do sistema circadiano, o0 SQN e o FIL, recebem conexdes serotonérgicas dos
nacleos da rafe medial (MEYER-BERNSTEIN; MORI, 1996). Estudos indicam que as fibras
serotonérgicas do FIL vindas do NRM podem atuar no deslocamento de fase através da
ativacdo do TGH e suas terminacdes no NSQ (MINTZ et al., 1997; CHALLET et al., 1998).
Assim, a 5-HT e o NPY poderiam atuar na mudanca de fase induzida pela luz durante a noite
(REA; GLASS; COLWELL, 1994).

A sensibilidade do SCN ¢é similar para NPY:5HT, causando deslocamento de fase em
animais noturnos e modulando a resposta aos sinais féticos a noite (MEDANIC; GILLETTE
et al., 1992; YANNIELLI, 2000). Tais achados indicam uma possivel interacdo de ambos 0s
receptores na regulacdo dos ritmos circadianos. Por sua vez, nossos dados mostraram um
efeito de interacdo entre os polimorfismos dos receptores rs2234759 e rs6295 nos genes do
NPY2 e HTR1A com preferéncia diurna. A combinagdo genotipica A/G; G/G mostrou uma

média significativamente menor do MEQ comparado com as outras duas combinagdes A/G;
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CIC e AIG; C/G, demonstrando assim, que sujeitos portadores dos gendtipos A/G; G/G sé&o
mais vespertinos comparados com as demais combinagoes.

Adicionalmente, as analises da frequéncia das combinacdes alélica desses
polimorfismos indicaram uma associacdo entre a combinacdo G-C com a matutinidade
(matutinos: 21% e vespertinos: 7%). Uma possivel explicacdo para todos esses achados seria
que, como os polimorfismos rs2234759, rs4753426 e rs6295 tenham sido descritos como
sendo funcionais, ou seja, que podem contribuir para a regulacdo da transcricdo de seus genes
(LEMONDE et al., 2004; KLOSTER et al., 2014), o efeito aditivo de suas variantes poderia
resultar em uma diminuicdo dos produtos desses receptores e assim, contribuir mais
eficientemente para o deslocamento da fase circadiana (adiantamento ou atraso), que pode ser

expresso fenotipicamente como preferéncia diurna.

8.6 Interacdo dos polimorfismos rs2020933 no gene SLC6A4; 43pb ins/del no gene
SLC6A4, rs2234759 no gene NPYR2; rs1805247 no gene GRIN2B; rs4753426 no
gene MTNR1B e rs6295 no gene HTR1A com jetlag social

Os horarios de estudo e trabalho impostos pela sociedade interferem na preferéncia
individual do sono, matutinos e vespertinos diferem significativamente em suas preferéncias
nos horarios de dormir/acordar e realizar suas atividades (KALMBACH et al., 2016). Assim,
os horéarios sociais podem resultar em um aumento no débito de sono durante a semana, o
qual é compensado nos finais de semana, para os vespertinos e; um débito de sono nos finais
de semana para os matutinos (WITTMANN et al., 2006). De fato, uma correlacdo negativa foi
encontrada com a preferéncia circadiana corroborando com os achados da literatura
(WITTMANN et al., 2006; LEVANDOVSKI et al., 2011). Entretanto, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre as frequéncias genotipicas e alélicas de todos os
polimorfismos estudados com o jetlag social. Além disso, nenhum efeito de interacdo foi
observado para ambos os alelos e genotipos.

Os resultados encontrados nesse trabalho mostraram uma diferenca consistente nos
habitos de sono (exceto na duragdo do sono nos finais de semana) e jetlag social,
corroborando com dados da literatura, em que, individuos matutinos acordam/dormem mais
cedo e possuem menor valor de jetlag social que os vespertinos. Uma associagdo foi
encontrada com preferéncia circadiana apenas nos alelos do polimorfismo rs4753426 entre 0s
grupos de matutinos e vespertinos extremos, mostrando que o alelo C foi associado

significativamente com matutinidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalmbach%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27855737
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O efeito de interacdo entre os diferentes polimorfismos*preferéncia diurna nos habitos
de sono, sugerem a importancia de alguns dos polimorfismos estudados nos habitos de sono.
Além disso, as diferentes analises de interacGes entre os polimorfismos demonstraram a
importancia das combinacfes entre as variaveis dos polimorfismos em genes que fazem de
parte das diferentes vias aferentes do NSQ, mas ndo desses SNPs individualmente, na
contribuicdo do fenotipo circadiano - preferéncia diurna. Assim, como os ritmos circadianos
sdo fundamentais para a manutencéo das funcdes celulares, o entendimento dos mecanismos
envolvidos em sua regulacdo pode ser de suma importancia, visto que, alteracbes nos ritmos
circadianos tém sido relacionadas a uma variedade de padrdes fisiol6gicos e comportamentais

normais ou alterados.
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9- LIMITACOES

As limitacbes desse trabalho estdo relacionadas (1) ao uso de questionarios auto
avaliativos. Contudo, os questionarios de MEQ e MCTQ tém sido amplamente utilizados e
validados em diferentes paises. Além disso, ambos 0s questionarios tém sido
significativamente correlacionados com o periodo enddgeno (t) (KANTERMANN et al.,
2015). (2) As andlises genéticas, onde foram genotipados apenas os individuos matutinos e
vespertinos extremos, com um igual ndmero de intermediarios. Esse método tem sido
utilizado anteriormente para estudos de associacdo com preferéncia diurna com o intuito de
reduzir a varidncia da amostra e aumentar o poder da genotipagem individualmente
(ROBILLIARD et al., 2002). (3) A amostra escolhida, estudantes universitarios necessitam de
longas horas de estudo o que resulta em uma ma qualidade de sono e horarios de sono
inapropriados (KANG et al., 2007). (4) A faixa etéria escolhida, individuos com idade entre
18-30. Contudo, esse tipo de abordagem é utilizado para eliminar da analise a influéncia da
variavel idade (DIAZ-MORALES, 2007). Além disso, o questionario de matutinidade e
vespertinidade (MEQ) foi validade inicialmente em uma amostra de jovens adultos (HORNE;
OSTBERG, 1976). (5) A localizacdo geogréfica, visto que a latitude e a longitude s&o fatores
que influenciam a preferencia diurna (RANDLER; RAHAFAR, 2017). Flutuacdes diarias na
intensidade de luz e temperatura e mudancas sazonais variam consideravelmente em
diferentes latitudes (CIARLEGLIO et al., 2008). (6) Ao background genético, pois devido a
variabilidade genética, a associacdo encontrada em uma determinada populacdo pode ndo ser
replicada em outra. (7) A quantidade reduzida de polimorfismo analisados, visto que, existem
diferentes componentes atuando nas vias aferentes do NSQ, com seus genes apresentando

maultiplas variagbes genéticas.
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10- CONCLUSOES

A ritmicidade circadiana enddgena € uma propriedade quase universal dos organismos,
sendo sincronizada por fatores ambientais tais como o ciclo claro/escuro. Os ritmos
circadianos sdo regulados molecularmente por algas de retroalimentagdo autorregulatorias
envolvendo diferentes genes e suas respectivas proteinas. Desde a descoberta do primeiro
gene circadiano - Clock, varios estudos tém investigado a associacdo de genes circadianos
com preferéncia diurna em diferentes populacdes. Contudo, pouquissima atencdo tem sido
dada a estudos de associacdo envolvendo genes ndo circadianos relacionados com a
modulacgéo dos ritmos circadianos centrais e nas vias sensitivas a luz.

Este estudo teve como enfoque correlacionar polimorfismos em genes de
transportadores (5-HTT) e receptores (NMDA, NPY2, MT2 e 5-HTR1A) que participam das
cascatas de sinalizacdo das principais vias aferentes do NSQ, responsavel pela manutencdo da
relacdo de fase entre todos os osciladores do organismo, com preferéncia diurna. Observou-se
que o alelo C do polimorfismo —1193C/T (no gene MTNR1B) esteve mais frequente em tipos
matutinos extremos. Além dessa variante individual, combinacdes entre diferentes SNPs
foram correlacionadas com matutinidade ou vespertinidade.

Embora o estudo de fenétipos multifatoriais impossibilite uma relacdo direta de causa e
efeito, esses resultados deixam claro a evidencia de que alteracbes em genes nao circadianos
contribuem para a preferéncia diurna, sugerindo assim, que alteracdes nos niveis ou mudancas
nessas proteinas podem resultar na modulacdo do ritmo circadiano enddgeno, ou seja, no
adiantamento/atraso na fase circadiana, sendo refletida através dos cronotipos.
Adicionalmente, os achados de interacdo entre preferéncia diurna e esses polimorfismos nos
habitos de sono sugerem também o envolvimento dessas alteracGes nas vias eferentes dos
ritmos circadianos.

O presente estudo torna-se importante, pois adiciona informacdes relacionadas ao
mecanismo genético da regulacdo circadiana. Assim, o entendimento dessa regulacdo pode
contribuir para o desenvolvimento de estratégias para o tratamento distarbios fisioldgicos e
comportamentais ligados as alteragfes dos ritmos circadianos. Contudo, outros estudos com
backgrounds genéticos e condi¢cBes ambientais diferentes sdo necessarios para a replicacdo

desses achados.
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11- PRINCIPAIS ACHADOS

1  Os cronotipos apresentaram diferenca nos habitos de sono (exceto na duracdo do sono
nos finais de semana) e jetlag social, corroborando com dados da literatura;

2 Uma associagdo foi encontrada entre os alelos do polimorfismo rs4753426 no gene
MTNR1B com preferéncia diurna nos grupos de matutinos e vespertinos extremos, com o
alelo C mais frequente em matutinos;

3 Nenhuma associacdo foi encontrada entre os genoétipos e alelos dos polimorfismos
rs2020933/5-HTTLPR no gene SLC6A4; rs2234759 no gene NPYR2; rs1805247 no gene
GRIN2Be rs6295 no gene HTR1A e preferéncia circadiana;

4 Um efeito da interacdo entre os polimorfismos do transportador da 5-HT (5-HTTLPR e
rs2020933) e do receptor da 5-HT (rs6295) nas médias dos valores do MEQ foi
encontrado, demonstrando que a adigéo do alelo T ou do alelo G na sequéncia (S/S; -/A, -
;- /1G) diminui a média do MEQ comparado com a combinacdo S/S; A/A;C/G;

5 O efeito da interagdo 5-HTTLPR genstipo)*preferéncia diurna’ nos horarios de ir dormir nos
dias de trabalho, foi significativamente diferente em vespertinos com gendtipo L/S
comparados com 0s genoétipos L/L e S/S;

6 Os resultados da interagdo ‘preferéncia diurna*rs2020933e10)” foram significativos para
as médias dos horarios de dormir/acordar e do ponto médio do sono nos dias de estudo e
do horéario de dormir nos finais de semana em relacdo aos alelos A e T no grupo de
vespertinos;

7 Uma diferenca na média da duracdo do sono nos dias de estudo foi encontrada para 0s
alelos do polimorfismo rs2020933;

8 Um efeito de interacdo foi encontrado entre os alelos dos polimorfismos rs2234759,
rs4753426 e rs6295 na preferéncia diurna, com a média dos valores do MEQ sendo maior
na combinacdo alélica C-A-C;

9 Nenhuma diferenca foi encontrada entre os polimorfismos rs2020933/5-HTTLPR no
gene SLC6A4; rs2234759 no gene NPYRZ2; rs1805247 no gene GRIN2B; rs6295 no gene

HTR1A associada ao jetlag social.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Folha de dados cadastrais utilizada na pesquisa

DADOS CADASTRAIS

IDENTIFICACAO

Nome Completo
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Data de Nascimento Sexo Idade
Nivel de Escolaridade .
CUiia
LOCAL DE NASCIMENTO
Cidade UF Paic
ENDERECO
Rua/Av. No°
Bairro Cidade UF
Pais CEP
Telefone Email

INFORMACOES COMPLEMENTARES

1. Vocé tem ou ja foi diagnosticado com alguma doenca psiquiatrica/mental?

Sim Nao

Qual?

2. Vocé possui algum parente que tem ou ja tenha sido diagnosticado com alguma doenca

psiquiatrica/mental?

Sim Nao

Qual?

3. Vocé faz uso regular de algum medicamento?

Qual?
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4. Voce faz uso regular de bebidas alcodlicas?

Sim Com qu¥doe Com que frequéncia?

5. Vocé faz uso de fumo/cigarro?

Sim Né&o Com que frequéncia?
6. Vocé estuda?

Sim Nao Que horario?
7. Vocé trabalha?

Sim Nao Que horario?
8. Em que estacdo do ano vocé se sente menhor?

Primavera Verao Outono Inverno
9. Vocé sente desconforto com o horario de verdo?

Sim Néo



ANEXO 2 — Questionario de Matutinidade e Vespertinidade de Horne-Ostberg

Questionario Horne-Ostberg (Tipos Matutinos — Vespertinos)
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1. Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar seu dia, a que horas

voceé se levantaria?

P NWR~O

'] Entre 5:00 e 6:30hs.

] Ente 6:30 e 8:00hs.

1 Entre 8:00 e 9:30hs.

[ Entre as 9:30 e 11:00hs

'] Entre as 11:00 e as 12:00hs.

2. Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar sua noite, a que horas

VvOcCe se deitaria?

PN wWwk~Oo

(] 20-21hs

] 21-22:30hs.

] 22:30-00:30hs.
] 00:30-1:30hs.
] 1:30-3:00hs.

3. Até que ponto vocé depende do despertador para acordar de manha?

PN WS

[ Nada dependente

01 N&o muito dependente

[ Razoavelmente dependente
(1 Muito dependente

4. Vocé acha facil acordar de manha?

B OWODNPRF

[J Nada féacil.

0 Nao muito facil.

[1 Razoavelmente facil.
[J Muito féacil.

5. Vocé se sente alerta durante a primeira meia hora depois deacordar?

1
2
3
4

[1 Nada alerta.

[J N&ao muito alerta.

[1 Razoavelmente alerta.
[J Muito alerta.

6. Como é seu apetite durante a primeira meia hora depois deacordar?

1
2
3
4

[1 Muito ruim.

[J N&o muito ruim.

[1 Razoavelmente bom.
[1 Muito bom.
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7. Durante a primeira meia hora depois de acordar vocé se sente cansado?

Muito cansado.
N&o muito cansado.
Razoavelmente em forma.

0
0
0
1 Em plena forma.

A WD

8. Se vocé ndo tem compromisso no dia seguinte e comparando com sua hora habitual, a que horas
vocé gostaria de ir deitar?
4 [J Nunca mais tarde.
3 [ Menos de 1 hora mais tarde.
2 [J Entre 1 a2 horas mais tarde.
1 [ Mais do que 2 horas mais tarde.

9. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 7:00 as 8:00 horas da
manhd, duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, 0 que vocé acha de
fazer exercicios nesse horario?

[ Estaria em boa forma.

[J Estaria razoavelmente em forma.
[1 Acharia isso dificil.

[J Acharia muito dificil.

PN WS

10. A que horas da noite vocé se sente cansado e com vontade de dormir?

20:00-21:00hs.
21:00-22:30hs.
22:30-00:30hs.
1:00-2:00hs.
2:00-3:00hs.

PN Wk~ OoO
N O O

11. Vocé quer estar no maximo de sua forma para fazer um teste que dura duas horas e que vocé
sabe que é mentalmente cansativo. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal, qual
desses horéarios vocé escolheria para fazer oteste?

Das 8:00 as 10:00hs.

Das 11:00 as 13:00hs.
Das 15:00 as 17:00hs.
Das 19:00 as 21:00hs.

PN PO
I O B

12. Se voce fosse deitar as 23:00 horas, em que nivel de cansaco vocé se sentiria?

| Nada cansado.
| Um pouco cansado.

1 Razoavelmente cansado.
| Muito cansado.

g wnN O
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13. Por alguma razdo vocé foi dormir vérias horas mais tarde do que € de seu costume. Se no dia
seguinte vocé ndo tiver hora certa para acordar, 0 que aconteceria comvocé?

[J Acordaria na hora normal, sem sono

[J Acordaria na hora normal, com sono.

[ Acordaria na hora normal e dormiria novamente.
1 Acordaria mais tarde do que o costume.

NN WS

14. Se vocé tiver que ficar acordado das 4:00 as 6:00 horas da manhd para realizar uma tarefa e ndo
tiver compromissos no dia seguinte, o que vocéfaria?

(1 S6 dormiria depois de fazer a taref.
1 Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois.
[ Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois.
1 SO dormiria antes de fazer a tarefa.

A WDN P

15. Se vocé tiver que fazer duas horas de exercicio fisico pesado e considerando apenas o seu bem-
estar pessoal, qual destes horéarios vocé escolheria?

Das 8:00 as 10:00hs.

Das 11:00 as 13:00hs.
Das 15:00 as 17:00hs.
Das 19:00 as 21:00hs.

PN WS
(N I B A

16.  Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 22:00 as 23:00 horas,
duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, o que vocé acha de fazer
exercicios nesse horario?

Estaria em boa forma.

Estaria razoavelmente em forma.
Acharia isso dificil.

Acharia isso muito dificil.

A WN P
(I I I B |

17. Suponha que vocé possa escolher o seu prdprio horario de trabalho e que vocé deva trabalhar
cinco horas seguidas por dia. Imagine que seja um servigo interessante e que vocé ganhe por
producdo. Qual o horério que vocé escolheria? Marque as cinco horas consecutivas.

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Considere o quadrante marcado mais a direita para escolher entre as seguintes op¢des:

Entre 0:00-3:00hs.
Entre 3:00-7:00hs
7:00hs.

Entre 8:00-13:00hs.
Ente 13:00-17:00hs.
Entre 17:00-0:00.

PNWk~OE

0o
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18. A que horas do dia vocé atinge seu melhor momento de bem-estar?

PNWk~OE

N O O I

Entre 0:00 e 4:00hs.
Entre 4:00 e 7:00hs.
Entre 7:00 e 9:00hs.
Entre 9:00 e 16:00hs.
Entre 16:00 e 21:00hs.
Entre 21:00hs e 0:00hs.

19. Fala-se em pessoas matutinas e vespertinas (as primeiras gostam de acordar cedo e dormir cedo,
as segundas de acordar tarde e dormir tarde). Com qual desses tipos vocé se identifica?

OoON PO

[ I A B A

Tipo matutino.

Mais matutino que vespertino.
Mais vespertino que matutino.
Tipo vespertino.
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ANEXO 3 - Questionario de Cronotipo de Munique

Instrucgdes: O questionario a seguir se refere ao seu comportamento de sono e vigilia. Por
favor, responda as seguintes questdes baseado no seu comportamento nas Ultimas semanas.
Todos os campos sao obrigatorios

Vocé tem um horario regular de estudo/trabalho (mesmo que seja dona de casa etc.)?

“ sim © Nao

Quantos dias por semana sdo caracterizados como dias de trabalho para vocé?

Instrucdes: Use a escala das 24 horas, por exemplo, 23:00 em vez de 11:00!!!

Dias de trabalho/estudo

Vou para a cama as ’_: | horas.

Algumas pessoas permanecem algum tempo ativas (ex: lendo) antes
de decidir dormir!

Eu estou pronto(a) para ir dormir as ’_: ’_horas.

Eu necessito de minutos para adormecer.

<L ® Acordo as l_: l_horas.

— “ como despertador

sem o despertador
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| Passados minutos, levanto-me.

Dias fora dos dias de trabalho/estudo

Vou para a cama as : horas.

Algumas pessoas permanecem algum tempo ativas (ex: lendo) antes de
decidir dormir!

Eu estou pronto(a) para ir dormir as l_: ’_horas.

Necessito de minutos para adormecer.

<L ) Acordo as l_: l_horas.

“ como despertador

sem o despertador

6
Passados minutos, levanto-me.
L

Por favor deixe um comentario se vocé atualmente ndo puder escolher livremente os seus
horéarios de dormir (por exemplo: por causa de animais domésticos, etc.):
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ANEXO 4 — Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS gwi“l"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacdo de Potenciais Moduladores Genéticos do Ritmo Circadiano
em Humanos

Pesquisador: Aline Cristine Pereira e Silva

Area Tematica: Genética Humana: (Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que
ndo necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versao: 4
CAAE: 38930914.0.0000.5013

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Alagoas

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.033.322

Data da Relatoria: 23/04/2015

Comentarios e Consideraces sobre a Pesquisa:
Estudo de importancia para a area de estudo

Consideracg0es sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:

Os termos analisados foram:

Informacdes Basicas do Projeto, Folha de Rosto, Declara¢Ges diversas, PROTOCOLO DE
DESENVOLVIMENTO SOBRE ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO
HUMANO;

Documento comprobatdrio Termo de responsabilidade da Instituicdo - UFAL, Projeto
Detalhado Projeto doutorado

Os termos apresentados atendem ao solicitado pela Resolugéo 466/12.
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PENDENCIA ANTERIOR TCLE: Apresentar dois TCLE separados, sendo um para 0
consentimento da execugao da pesquisa e outro para 0 consentimento da coleta e
armazenamento do material biol6gico; RESPOSTA A PENDENCIA: Solicitacao atendida.

Recomendacdes:

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto de pesquisa analisado estd aprovado por estar em conformidade com as
especificacdes das ResolucOes: 466/12 e 441/11.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Considerac0es Finais a critério do CEP:

MACEIO, 23 de Abril de 2015

Assinado por:
Deise Juliana Francisco (Coordenador)



