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RESUMO

Os ritmos circadianos séo ciclos de aproximadamente 24 horas, regulados por um oscilador
central e controlados por sincronizadores externos. Durante as ultimas décadas, houve um
grande interesse em estudar a relacdo entre ritmos circadianos e disturbios comportamentais,
tais como transtorno de ansiedade e depressdo. O cronotipo vespertino tem sido proposto
como fator de vulnerabilidade para desenvolvimento dessas alteracdes. Além disso, estudos
moleculares da ritmicidade circadiana envolvendo preferéncia circadiana e/ou doencas
psiquiatricas também conquistaram um grande espaco na pesquisa cientifica. Polimorfismos
em genes circadianos tém sido associados tanto a preferéncia circadiana quanto a transtornos
de humor e ansiedade em diferentes populacdes. O objetivo desse trabalho foi realizar um
estudo da relacdo entre cronotipos, tracos de ansiedade, tracos de depressao e polimorfismos
em genes circadianos em uma amostra da populacdo de Alagoas. Foram aplicados 644
questionarios para a determinacdo dos cronotipos e dos tragos de ansiedade e depressdo em
individuos de 16-25 anos de idade. Dos 644 sujeitos, 144 responderam também ao
questionario de cronotipo de Monique para a avaliacdo da influencia do Jet lag social nesses
distarbios. Para a analise dos polimorfismos, o DNA de 180 individuos foi extraido. A
genotipagem dos sujeitos foi realizada através das técnicas de PCR para o polimorfismo
VNTR do gene Per3 e PCR-RFLP para os polimorfismos C111G do gene Per2 e T3111C do
gene Clock. Uma diferenca significativa foi encontrada entre as medianas dos trés
questionarios em relacdo aos sexos masculino e feminino. Uma correlacdo positiva foi
encontrada entre os escores de ansiedade e depressdo (p<0,001). Houve uma correlagédo
negativa entre 0s escores dos questionarios de cronotipo e depressdao, em ambos 0S Sexos
(p<0,05). Ja em relacdo aos questionarios de cronotipo e ansiedade, houve uma correlacdo
negativa apenas no subgrupo do sexo masculino. Houve uma correlacdo positiva entre 0s
valores de depressao e jet lag social (p<0,05). Nenhuma correlagdo foi encontrada entre jet
lag social e cronotipo, acessado pelo MEQ (p>0,05). Nao houve diferenca significativa entre
as frequéncias alélicas e genotipicas dos trés polimorfismos em relacdo aos cronotipos e 0s
tracos de ansiedade e depressdo. As frequéncias alélicas dos trés polimorfismos encontradas
na populacéo estudada foram 0,752 para o alelo 3111T e 0,247 para 0 3111C do gene Clock ;
0,944 para o alelo 111C e 0,56 para o alelo 111G do Per2; e 0,644 para o alelo de 4 repeticdes
e 0,356 para o alelo de 5 repeticGes para o gene Per3. Em relacdo ao efeito combinado entre
os trés polimorfismos, nenhuma diferenca foi encontrada entre as frequéncias dos genétipos
dos trés polimorfismos e preferéncia circadiana ou alteragdes do humor. Nossos resultados
demonstram que as mulheres tendem a serem mais matutinas, depressivas e ansiosas que 0S
homens. Comparado com os matutinos, individuos vespertinos apresentam maiores escores de
depressdo, em ambos 0s sexos, e ansiedade, apenas no sexo masculino. Além disso, 0s
escores de depressdo foram associados com o jet lag social, independentemente do cronotipo
(acessado por MEQ), demonstrando que o desalinhamento entre os ritmos biolégicos e 0s
ritmos sociais pode contribuir para o desenvolvimento de distarbios psiquiatricos.

Palavras-Chave: Cronotipo, Tracos de Ansiedade, Tracos de Depresséo, Jet Lag Social, Genes
Circadianos.



ABSTRACT

Circadian rhythms are approximately 24-hour cycles regulated by a central pacemaker and
synchronized by external factors. During the last decades, there was an increase in studies
involving the relationship between circadian rhythms and behavior alterations such as anxiety
and depression disorders. The evening type has been considered a risk factor for development
of these disorders. Furthermore, molecular studies of the circadian rhythms involving
circadian preference and/or psychiatry disorders have also conquered a great space on the
scientific research. Polymorphisms in clock genes have been associated with circadian
preference and anxiety and depression disorders in different populations. The aim of this work
was studied the relationship between chronotypes, traces of anxiety, traces of depression and
polymorphisms in circadian genes on a sample of the Alagoas population. A sample of 644
subjects, aging from 16 to 25 years, answered the questionnaires for determination of the
chronotypes, traces of depression and traces of anxiety. From 644 subjects, 144 also answered
the Munich Chronotype Questionnaire for evaluation of the social jet lag influence. For the
polymorphism analyze, DNA from 180 subjects was extracted. The subjects were genotyped
using PCR, for VNTR polymorphism in Per3 gene, and PCR-RFLP, for C111G
polymorphism in Per2 gene e T3111C polymorphism in Clock gene. A significant median
difference in gender was found on the three questionnaires (p<0.05). A positive correlation
was found between anxiety and depression scores (p<0.001). There was a negative correlation
between chronotype and depression scores in both genders (p<0.05). In relationship to
chronotype and anxiety scores, there was a negative correlation in men (p<0.05), but not in
women. A positive correlation was found between depression and jet lag scores (p<0.05). No
correlation was found between social jet lag and chronotype, accessed by MEQ (p>0.05).
Genotype and allele frequencies for the three polymorphisms did not differ significantly
between any of the groups (mornings, intermediate and evenings) and mood alteration
(anxiety and depression). Allele frequency for the three polymorphism found on the
population was 0,752 for 3111T e 0.247 for 3111C in Clock gene; 0.944 for 111C e 0.56 for
111G in Per2 gene; e 0.644 for 4-repetition e 0.356 for 5-repetitions in Per3 gene. In
relationship to the combined effects of three polymorphisms, there was no difference between
genotype combination and circadian preference or mood alterations. Our results demonstrated
that women tend to be more mornings type, depressive and anxious than men. Compared with
mornings types, evenings showed higher scores of depression (both of sexes), and anxiety (in
men). Depression scores were associated with social jet lag, independently of cronotype
(accessed by MEQ), demonstrating that misalignment between of the circadian rhythms and
social rhythms may contribute for psychiatric disorders.

Key Words: Chronotype, Trace of anxiety, Trace of depression, Social Jet Lag, Circadian
Genes.
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1 INTRODUCAO

Os ritmos biologicos estdo presentes em todas as espécies desde bactérias até humanos.
Dentre os ritmos bioldgicos estdo ritmos circadianos que apresentam uma duracdo de
aproximadamente 24 horas, podendo ser eventos bioquimicos, fisiolégicos ou
comportamentais importantes para sobrevivéncia. Estes ritmos sdo gerados endogenamente e
controlados por sincronizadores externos como a luz e a alimentacao.

A harmonizacdo entre o sistema de temporizacdo interno e a sincronizagdo aos ciclos
ambientais, como claro/escuro, permite uma capacidade antecipatdria aos organismos. Assim,
0S seres Vivos podem organizar recursos e se prepararem para eventos e atividades que sejam
necessarios a manutencao da vida.

Na sociedade humana, os horérios de estudo e trabalho ocorrem geralmente entre 8 e
18 horas. A capacidade de sincronizacdo a esses horarios depende do cronotipo, que é a
preferéncia individual de realizar atividades em determinadas horas do dia (manha ou tarde).
Individuos que ndo estdo biologicamente sincronizados a tais horarios sociais vivem num
estado dessincronizado chamado de “Jet lag” social, por fazer alusdo a alteracdo temporal
sofrida por viajantes aéreos que passam por varios fusos horarios.

Durante as Gltimas décadas, houve um grande interesse em estudar a relacdo entre
ritmos bioldgicos e distirbios comportamentais. A depressdo e os transtornos de ansiedade
sdo, provavelmente, os transtornos mentais que mais referéncias fazem aos ritmos circadianos
devido as flutuacBes de seus sintomas. Estudos moleculares da ritmicidade circadiana
envolvendo tipologia circadiana e/ou doencas psiquiatricas também conquistaram um grande
espaco na pesquisa cientifica.

Esses estudos constituem o motivo para o desenvolvimento de hipoteses e teorias
baseadas no desalinhamento dos ritmos circadianos na depressdo e na ansiedade. Dentro dessa
linha, este estudo abordou a hipotese de que as manifestacdes de tracos de depressao e de
ansiedade estariam relacionadas a preferéncia circadiana, acessada por MEQ, e ao
desalinhamento entre os ritmos circadianos e sociais, denominado de Jet lag social.

Além disso, alteracbes em genes circadianos foram associadas tanto a preferéncia
circadiana quanto a transtornos de humor e ansiedade em diferentes populacdes, reforcando
assim o envolvimento dos ritmos biolégicos na etiologia desses fenétipos. Baseado nessa
interacdo, o objetivo desse trabalho foi realizar um estudo da interacdo entre preferéncia
diurna, tracos de ansiedade e depresséo e alteracdes em genes do reldgio molecular em uma

amostra da populacdo Alagoana, localizada na regido Nordeste do Brasil (latitude 9° S).
14
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.7 Ritmos Bioldgicos

Desde os primordios, 0s seres vivos convivem com processos ritmicos ambientais. A
prova disso € a interacdo da Terra com o Sol e a Lua, resultando nos ciclos associados ao dia e
a noite, estacOes do ano e alternancia das marés. Além disso, diversos relatos antigos, como 0s
de Hipocrates, Aristoteles e Galeno, descrevem a alternancia e a repeticdo de eventos naturais
(MENNA-BARRETO, 2003).

Em 325 a.C., Andrdstenes de Thasos descreveu com riqueza de detalhes o movimento
periddico da planta Tamarindo (RIETVELT, 1996). Este, provavelmente, foi o primeiro
relato documentado de um ciclo de atividade/repouso. Movimentos foliares em plantas
mantidas isoladas de claro/escuro tambeém foram descritos por Jean Jacques De Mairan, em
1729, revelando indicios do carater endégeno desses ritmos (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), demonstrando

assim, que os ritmos bioldgicos se estendem a todos 0s seres Vivos.

Em humanos, o primeiro estudo envolvendo os ritmos bioldgicos foi realizado 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 em humanos. Sujeitos submetidos a escuro constante em
cavernas artificiais (ASCHOFF, 1979, 1992; WEVER, 1979), mostraram que 0S ritmos
bioldgicos como o ciclo de vigilia e sono, anteriormente influenciados por sinais ambientais,
passaram a apresentar uma duracdo diferente de 24 horas, revelando assim, seu periodo

endogeno (7).

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 (T) éao
intervalo de tempo no qual a variavel se repete. A amplitude € a diferenca entre a média dos
valores da varidvel e seu valor médximo ou minimo. A fase de um ritmo se refere a um

momento determinado no ciclo. Denomina-se batifase, ao valor minimo da funcéo e acrofase,
16



ao valor maximo da funcdo (MENNA-BARRETO, 2003) (figura 1). Além disso, 0s ritmos
bioldgicos podem ser classificados em: infradianos, que apresentam periodo maior que 28
horas (ex., ritmo cardiaco); ultradianos, que apresentam periodos menores que 24 horas (ex.,
ciclo menstrual e reprodutivo), e circadianos, que possuem periodos de 24 horas (ex., ciclo

sono-vigilia) (figura 2).

Figura 1 - Parametros para a definicdo de um ritmo hipotético. Periodo, amplitude e fase.

| Periodo |

<—— Acrofase

Amplitude

Amplitude

Valores da variavel
Z
2y
o

Batifase —— >

Tempo
FoNte: BELISIV et al., ZulZ

Figura 2. Classificacéo dos ritmos biolégicos de acordo com sua frequéncia.

------ Ritmo Ultradiano
— Ritmo Circadiano

== Ritmo Infradiano

Valores das variaveis

0 24 Tempo (h)

Fonte: BELIiSIO et al., 2012
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2.8 Ritmos Circadianos em Mamiferos

Os ritmos circadianos controlam uma variedade de processos bioldgicos nos seres vivos
(BELL-PEDERSEN et al., 2005; LOWREY; TAKAHASHI, 2004). Esses ritmos sao
regulados pelo sistema de temporizagdo interno e sincronizados por fatores ambientais como a
luz e a alimentacdo, os quais sdo denominados de Zeitgebers, que quer dizer ‘doador de
tempo’ (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003; SEHGAL, 2004). S&do exemplos destes
ritmos em humanos, a secrecdo de horménios, o ciclo de vigilia e sono, a regulacdo da
temperatura corporal, a pressdo sanguinea e a producdo de urina (MARQUES; MENNA-
BARRETO).

Os ritmos circadianos fazem parte de um sistema constituido por dois componentes: uma
entrada (input), que é caracterizado por sinais ambientais (sendo a luz o principal deles), os
quais sincronizam o oscilador central e, uma saida (output), que é caracterizada pelos
processos fisiologicos e comportamentais gerados por ele (SEHGAL, 2004). O oscilador
circadiano central consiste em dois nucleos localizados bilateralmente na base do Hipotalamo,
denominados de Nucleos Supraquiasmaticos (NSQs) (WELSH et al., 2009). Estes nucleos sdo
compostos de 20 mil neurdnios que recebem a informacéo luminosa captada pelas células da
retina através do trato retinohipotalamico (SHIGEYOSHI; TAKAHASHI; KAY, 1997).

Os Nucleos Supraquiasmaticos sdo organizados em duas subdivisGes, uma dorso-
medial, denominada de shell e outra ventro-lateral, denominada de core. (ANTLE; SILVER,
2005; TAKAHASHI et al., 2008). Tais regides sdo definidas fenotipicamente pelos tipos
diferentes de células que as comp8em. A regido mais interna (core) recebe informacdes da luz
através do trato retinohipotalamico e expressa c-fos, Perl e Per2 em resposta ao
deslocamento de fase da luz, enquanto que a regido mais externa (shell) recebe sinais vindos
da regido core através de diversos neurotransmissores, incluindo polipeptideo intestinal
vasoativo (VIP), polipeptideo liberador vasoativo (GRP), substancia P (SP) e &cido gama-
amino-butirico (GABA) ( ANTLE; SILVER, 2005) (figura 3).

Além disso, os NSQs coordenam a acdo dos osciladores presentes em outras areas
cerebrais e em oOrgdos periféricos, como rins, pulmdes, figado e etc., os quais sao
denominados de osciladores periféricos. A ritmicidade circadiana de um organismo, incluindo

a dos osciladores periféricos, pode ser abolida se os NSQs forem retirados cirurgicamente.
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Entretanto, se 0 SCN é transplantado para um animal arritmico, este apresentard um padrdo
semelhante ao do doador (RALPH et al., 1990).

Figura 3 - Posicionamento dos Nucleos Supraquiasmaticos (NSQs) no sistema nervoso central

Suprachiasmatic
Nucleus (SCN)

Thalamus

Fonte: http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200

Figura 4 - Interacdo entre as subdivisdes do Nucleo Supraquiasmatico

SCN core neuron SCN shell neuron

° Cytoplasm \

\'| IPGC Lo .. fy  Nucleus
RHT ¢ i

Glutamate Calt
SP MAPK
PACAP cAMP

A luz é transformada em sinais neurais pelas células ganglionares fotoreceptivas da retina e transmitida para
a porcdo interna do SCN (core) através do trato retinohipotalamico (RHT), que libera diferentes
neurotrasmissores como o glutamato, substancia P (SP) e peptideo ativador de adenilil ciclase na pituitaria
(PACAP), resultando na fosforilagdo da proteina CREB. Esta se liga na regido CRE no promotor de Perl e
Per2, ativando sua transcricdo. A regido core comunica-se com a regido shell através de diversos
neurotransmissores. Células da regido shell contém rel6gios moleculares que séo regulados por uma alca de

transcricdo-traducdo. Fonte: Imagem adaptada de Antle e Silver, 2005. 19



2.9 Mecanismos moleculares reguladores dos ritmos circadianos

As células da porgdo exterior do SCN contém rel6gios moleculares que sdo dirigidos
por uma alga de transcricdo-traducdo auto-regulatéria. As proteinas produzidas pelos genes
que compdem essa alca sdo necessarias para a geracdo e regulacdo dos ritmos circadianos
(KO; TAKAHASHI, 2006).

Em mamiferos, o relégio circadiano € composto primariamente por uma alga de
retroalimentacdo negativa, onde os fatores de transcricdo CLOCK e BMALL1 interagem entre
si, através do dominio PAS (PER-ARNT-SIM) destas proteinas, formando heterodimeros. A
formacdo do heterodimero CLOCK-BMAL1 ativa a transcricdo dos genes Per (Period 1 e 2)
e Cry (Cryptocrome 1 e 2) através de sua ligacdo com a regido regulatéria E-box (5°-
CACGTG-3), destes genes. Além de Cry e Per, CLOCK e BMAL1 ativam a transcrigéo de
outros genes, como RevErba e 0s CCG (Clock Controled Genes), que também possuem a
regido E-box (UKAI; UEDA, 2010). Com o aumento da transcricdo, as proteinas PER e CRY
acumulam-se no citoplasma, sendo translocadas para o nucleo celular, inibindo assim, a
atividade de CLOCK: BMAL1 (ALBRECHT; EICHELE, 2003) e sua propria transcricdo
(Figura 5).

Durante a noite, o complexo repressor PER : CRY é degradado permitindo a liberacdo
do heterodimero CLOCK : BMALL, o qual iniciard um novo ciclo de transcricdo. A CKle
(Casein kinase ¢) é responsavel pela fosforilacdo das proteinas PERS, que resulta em sua
degradacdo (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 transcricdio de Bmall (também conhecido como Arntl -
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like, em humanos), o qual contém a regido RRE
(5’-(AIT) A(AIT)NT(A/G)GGTCA-3") onde o fator de transcrigdo ROR (retinoic acid-related
orphan receptor) se liga (SATO et al., 2004). A transcri¢cdo de Bmall, por outro lado, parece
ser positivamente controlada pelas proteinas PERs e CRYs (PREITNER et al., 2002). Além
desses, outros genes foram gradualmente descritos como componentes do mecanismo de
regulagéo circadiano, tais como Timeless, Decl, Dec2, Bmal2, RevErbf, Rorf, Rory e E4bp4
(UKAI; UEDA, 2010).
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Figura 5 - Alga de transcricédo-traducdo autorregulatoria dos ritmos L'Wael-i-anos\
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O mecanismo molecular dos ritmos circadianos
envolve uma alca de retroalimentagdo de
transcrigdo- traducdo composta pelos genes e
seus produtos. Em mamiferos, o reldgio
circadiano é composto primariamente por uma
alca de retroalimentagéo negativa envolvendo os
genes Clock e Bmall, Period (Per) 1 e 2,
Cryptocrome (Cry) 1 e 2. CLOCK e BMAL1
sdo fatores de transcricio que possuem o
dominio PAS ativando a transcricdo de Per e
Cry. As proteinas PER e CRY formam
heterodimeros, sendo translocadas para o nicleo
onde interagem com o complexo CLOCK-
BMALY, inibindo sua propria transcricdo. A
segunda alca de retroalimentacdo
autoregulatoria é composta por Rev-Erba que €
um alvo direto do complexo ativador de
transcricdo CLOCK-BMAL1. REV-ERBa 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.

21



2.10 Preferéncia Circadiana

Matutinidade e vespertinidade sdo exemplos de variacdes na ordem temporal endégena
entre os individuos, sendo refletida na preferéncia individual da hora de dormir e acordar.
Esta preferéncia por determinadas horas do dia € denominada de preferéncia circadiana ou
cronotipo. Cronotipos matutinos preferem acordar cedo e sdo mais ativos durante o periodo da
manhd, enquanto os cronotipos vespertinos executam melhor suas atividades no periodo da
tarde e comeco da noite, preferindo acordar e dormir nos horarios mais avancados (VINK et
al., 2001).

No entanto, a maioria dos individuos ocupa uma posi¢do que esta entre o tipo matutino
e tipo vespertino, sendo assim definidos como tipos intermediarios. Tal cronotipo tem sido
apontado como mais flexivel (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003), ajustando-se melhor
aos horérios impostos pelas rotinas diarias (jornada de trabalho e/ou estudo). Além disso,
individuos matutinos e vespertinos apresentam diferencas em seus ritmos circadianos como
demonstrado pela medicdo da temperatura corporea em individuos sob condi¢fes controladas
em laboratdrio (KERKHOF; VAN DONGEN, 1996).

Diferentes estudos envolvendo gémeos (homozigéticos e dizig6ticos) e irmdos mostram
que a preferéncia circadiana € um caractere hereditario (DRENNAN et al., 1992; HUR et al.,
1998; KOSKENVUO et al., 2007; VINK et al., 2001; BARCLAY et al., 2010). A sindrome
da fase atrasada do sono (SFAS) e a sindrome da fase avangada do sono (SFAVS), que sdo
condigOes raras, com padrdo de heranca familiar, representam o0s casos mais extremos da
preferéncia diurna (JONES et al., 1999; EBISAWA et al., 2001; ARCHER, et al., 2003,
PEREIRA etal., 2005).

Além disso, evidéncias demonstram que a preferéncia circadiana € influenciada por
fatores individuais tais como idade e sexo, além de fatores ambientais como exposicéo a luz,
latitude/longitude geogréaficas, fotoperiodo de nascimento e polimorfismos genéticos (ADAN
et al., 2012). Criangas geralmente sdo matutinas, enquanto que adolescentes sdo vespertinos.
Em torno dos 20 anos, as pessoas comegcam progressivamente a se tornarem matutinas
novamente. As mulheres tendem a serem mais matutinas que os homens até a idade de 50
anos, apresentando depois disso, cronotipos semelhantes aos homens (ROENNEBERG et al.,
2004).

Com relacdo ao fotoperiodo de nascimento, comprimento de luz em que o individuo é

submentido no primeiro més de vida, estudos demonstram que individuos nascidos durante o
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fotoperiodo curto (outono-inverno) tendem a serem mais matutinos, enquanto que aqueles
nascidos durante o fotoperiodo longo (primavera-verdo) tendem a serem mais verpertinos
(MONGRAIN et al.., 2006b; NATALE; ADAN, 1999; NATALE et al.., 2009; NATALE; DI
MILIA, 2011). J& com relacdo a latitude/longitude, individuos matutinos sdo encontrados
mais ao leste e norte do hemisfério e em localidades rurais, enquanto que os vespertinos séo
encontrados mais ao oeste e sul e em localidades urbanas (BORISENKOV et al., 2010, 2012;
RANDLER, 2008).

A matutinidade e a vespertinidade tem sido avaliada principalmente com o
Morningness—Eveningness Questionnaire (MEQ), de Horne e Ostberg (HORNE OSTBERG,
1976), um instrumento amplamente utilizado para diferenciar cronotipos através de uma
escala que vai de 16 a 86. Além deste, outro questionario bastante utilizado é o Munich
Chronotype Questionnaire (MCTQ), de Roenneberg (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.
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2.11 Ritmos Circadianos e Transtornos Psiquiétricos

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo dos estudos envolvendo 0s ritmos
circadianos na saude. Um dos principais focos tem sido o entendimento dos ritmos
circadianos nos transtornos do humor (GORWOOD, 2010). Alteragdes circadianas podem
interferir no sono e na satde mental, visto que, disfuncbes nos ritmos circadianos da secrecao
de cortisol, da temperatura corporal e do ciclo sono/vigilia sdo sempre observadas em
pacientes com depressdo, esquizofrenia, transtorno bipolar e transtorno de ansiedade
(BOIVIN, 2000; TUREK, 2007; WICHERS et al., 2008). Spoormaker e Bout (2005)
encontraram uma alta correlacdo entre sono e insatisfacdo na ansiedade e depresséo.

Desajustes circadianos entre o sistema de temporizacdo endégeno e 0s horarios sociais
de dormir e acordar, também sdo a base para muitos disturbios do sono, tais como a sindrome
da fase atrasada do sono (SFAS) e a sindrome da fase adiantada do sono (SFAVS) (KAMEI
et al.,, 1998). Nestes casos, os individuos apresentam episddios de sono atrasado (SFAS),
resultando em sintomas semelhantes & insonia e dificuldade de levantar no horario
convencional de trabalho e estudo e, episddios de sono adiantado (SFAVS), dormindo no
inicio da noite e acordando nas primeiras horas da manha (JONES et al., 1999; EBISAWA et
al., 2007). Estas sindromes apresentam uma alta comorbidade com sintomas de depressédo e
ansiedade. A terapia de luz intensa é bastante eficaz em pacientes com transtorno afetivo
sazonal, podendo assim, ser comparada com a eficacia dos medicamentos antidepressivos
(LAM et al., 2006).

Adicionalmente, diferentes estudos relataram uma relacdo entre cronotipo e ansiedade e
depressdo (Tabela 1). Pesquisas envolvendo pacientes com Depressdo (DRENNAN et al.,
1991) e pacientes com Transtorno Bipolar (WOOQOD et al., 2009) demonstraram que ambos 0s
pacientes eram mais vespertinos que os individuos do grupo controle. Sintomas depressivos
também foram associados com vespertinidade em individuos diagnosticados com Depressao
Maior (GASPAR-BARBA et al., 2009).

Além disso, estudos envolvendo individuos saudaveis confirmam a associagdo entre
cronotipo e tracos de ansiedade e depressio (HIDALGO et al., 2009; DIAS-MORALES e
SANCHEZ-LOPEZ, 2008; KITAMURA et al., 2010). Selvi et al. (2007) e Chelminski et al.
(1999) encontraram escores de depressdo maior no grupo vespertino que no grupo matutino.
Diaz-Morales e Sanchez-Lopez (2008) e PABST et al. (2009) demonstraram que mulheres
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vespertinas tiveram valores de ansiedade maior que mulheres matutinas. Esses achados
sugerem que a vespertinidade representa um fator de risco para o desenvolvimento ndo s6 da
depressdo, mas também da ansiedade.

Individuos vespertinos, comparados aos matutinos e intermediarios, apresentam uma
alteracdo no seu ciclo de vigilia/sono (MECACCI; ROCCHETTI, 1998; TAILLARD et al.,
1999). Cronotipos vespertinos preferem dormir e acordar em horarios mais avangados em
relacdo aos vespertinos e intermediarios, 0 que interfere no seu ajuste aos horarios sociais de
estudo e trabalho. Estudantes do ensino médio com vespertinidade extrema relataram um
aumento no seu horério de sono entre os dias de estudo e os dias livres, levando a um débito
de sono nos dias de estudo, que eles compensam nos dias livres (GIANNOTTI ET AL.,
2002). A diferenca entre os dias de estudo/trabalho e os dias livres tem sido descrida como jet
lag social, que é o desalinhamento entre os horarios sociais e biologicos (WITTMANN et al.,
20064a).

Levandovski et al. (2011) demonstraram que existe uma correlagcdo positiva entre
cronotipo, acessado pelo Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) e valores de depresséo;
e entre valores de depressdo e jet lag social, em uma populacdo rural do sul do Brasil,
sugerindo assim que o desalinhamento entre 0s horérios sociais e bioldgicos é um fator de
risco para o desenvolvimento da depresséo. Entretanto, ndo existem estudos de correlacéo
envolvendo cronotipo, acessado por MEQ, e jet lag social. O questionario de MEQ é um
instrumento internacionalmente validado e bastante utilizado para a avaliacdo do cronotipo,
tendo sido fortemente relacionado com o0 MCTQ (ZAVADA et al., 2005). As questbes que
compdem o questionario de MEQ séo baseadas na preferéncia do horério de dormir e de
acordar e de realizar atividades, enquanto que, 0 MCTQ usa questdes baseadas nos horéarios
de sono, distinguindo entre os dias de estudo/trabalho e os dias livres (ROENNEBERG,
2003).

Atrasos nos ritmos circadianos tdo bem como outros aspectos, incluindo estado social
(por exemplo, ser casado, ter filhos, estar empregado) e diferencas hormonais, podem
contribuir com a diferenca sexual no risco da depressdo e ansiedade. Flutuagcdes nos
horménios sexuais podem contribuir com a suscetibilidade para a depressdo e ansiedade em
mulheres (ALTEMUS, 2006; LEACH et al., 2008). Além disso, homens provavelmente tém
mais beneficios nos papeis familiares que as mulheres, pois na maior parte dos casos sao elas
as responsaveis pelo cuidado da casa e dos filhos (DIAZ-MORALES; SANCHEZ-LOPEZ
2008; PLAISIER et al., 2008). Dessa forma, embora a etiologia dos transtornos do humor e de
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ansiedade ndo seja completamente entendida, tais indicios demonstram que ha uma interacéo

dos ritmos circadianos nesses transtornos.
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Tabelal — Resumo dos artigos que encontraram associagdo entre preferéncia circadiana e ansiedade/depresséo

Fendtipos Psiquiatricos  Amostra Resultado Referéncia
Ansiedade Estudantes Tracos de ansiedade relacionada com vespertinidade em homes MATTHEWS, 1988
Ansiedade Adultos Tragos de ansiedade relacionados com vespertinidade em mulheres DIAS-MORALES E

Depressao e Ansiedade

Depressao

Depressao

Depressao

Depressao

Depressao

Depresséo

Depresséo

Adolescentes (mulheres)

Estudantes

Pacientes

Adultos

Adultos (zona rural)

Adultos

Pacientes e controle

Estudantes de medicina

Sinais depressivos e tragos de ansiedade relacionados com vespertinidade

Escores de depressdo relacionados com vespertinidade

Sintomatologia depressiva relacionados com vespertinidade

Estado depressivo relacionados com vespertinidade

Escores de depressdo relacionados com vespertinidade

Sinais de depresséo relacionados com vespertinidade

Pacientes apresentaram mais vespertinidade que os controles

Sinais depressivos associados com vespertinidade

SANCHEZ-LOPES, 2008

PABST ET al., 2009

CHELMINSKI et al., 1999

GASPAR-BARBA et al., 2009

KITAMURA et al., 2010

LEVANDOVSKI et al., 2011

HIDALGO et al., 2009

DRENNAN et al., 1991

HIRATA et al., 2007

Fonte: Autora
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2.12  Polimorfismos em genes circadianos associados com preferéncia circadiana e
transtornos psiquiatricos

Alteracbes em genes circadianos tém sido associadas a preferéncia diurna
(KATZENBERG et al., 1998) (Tabela 2), distarbios do sono como a SFAS e a SFAVS,
(ARCHER et al., 2003; EBISAWA et al., 2001; JONES et al., 1999; PEREIRA et al., 2005), e
distdrbios do humor como depressdo (UTGE et al., 2010; LEVEBRATT et al., 2010) e
transtornos de ansiedade (SIPILA et al., 2010) (Tabela 3). O polimorfismo T3111C (rs
1801260), localizado na regidao 3’UTR do gene Clock, foi o primeiro a demonstrar associacao
entre um gene circadiano e preferéncia diurna em humanos, estando o alelo 3111C associado
com vespertinidade (KATZENBERG et al.,, 1998). Resultado semelhante também foi
encontrado por Mishima et al. (2005) em uma amostra da populacdo japonesa. Entretanto,
dois outros estudos ndo encontraram essa associacdo (ROBILLIARD et al.,, 2002;
PEDRAZZOLI et al., 2007; CHANG et al., 2011).

Estudos envolvendo esse mesmo polimorfismo (T3111C) foram realizados em pacientes
com transtorno bipolar, os quais apresentaram um aumento da frequéncia do homozigoto C
em pacientes que apresentam esse transtorno por mais de cinco anos (BENEDETII et al.,
2003) e, em pacientes com depressdo maior ou transtorno bipolar, 0s quais apresentaram um
aumento da recorréncia de insdnia nos homozigotos 3111C (SERRETI et al., 2003). Além
disso, estudos envolvendo animais knockout para o gene Clock, mostraram que camundongos
portadores da mutacdo apresentaram estados comportamentais semelhantes a mania
(ROYBAL et al.,, 2007). Como polimorfismos localizados na regido 3’UTR tem sido
demonstrado afetar a estabilidade e a meia vida do RNAm (CHATTERJEE; PAL, 2009), o
polimorfismo T3111C poderia ter um efeito significativo nos niveis das proteinas CLOCKs
(KATZENBERG et al., 1998), o que levaria a um atraso na ordem temporal endogena e
assim, a vespertinidade (KERKHOF; DONGEN, 1996)

Um polimorfismo C111G (rs2304672), na regidao 5S’UTR do gene Per2, foi associado
com preferéncia circadiana, estando o alelo 111G associado com matutinidade (CARPEN et
al., 2005). Uma diferenca na predi¢cdo computacional da estrutura do RNAm entre os dois
alelos demonstrou que o polimorfismo C111G possivelmente interfere na tradugdo do gene,

sendo este considerado um candidato em potencial para a sindrome da fase avangada do sono
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(CARPEN et al.,, 2005). No entanto, outros estudos ndo encontraram essa associacao
(CHOUB et al., 2011). Uma mutacdo (S662G) no gene Per2, que afeta o sitio de fosforilacéo
da CK1e (caseina quinase | épsilon), levando a um acimulo da proteina PER no citoplasma e
consequentemente um avanco no ciclo de vigilia e sono, foi associada com a sindrome da fase
avancada do sono em um estudo de familia (TOH et al., 2001).

Xu et al. (2007) realizou um estudo funcional inserindo a mutacdo S662G em
camundongos, 0s quais apresentaram um periodo endogeno curto semelhante em humanos.
Como o polimorfismo C111G encontra-se na regido 5’UTR (localizada no exon 2), é pouco
provavel que o mesmo exerca seu efeito a nivel de DNA por afetar o promotor do gene, que €
separado do exon 2 por um intron de 10.4 Kb. Entretanto, esse polimorfismo poderia alterar
sequéncia da proteina codificada e, de alguma maneira manifestar seu efeito em nivel de
transcrito, o que levaria a um adiantamento no sistema de temporizacdo enddgeno e
consequentemente, a matutinidade (Carpen et al., 2005)

Archer et al. (2003) e Pereira et al. (2005) demonstraram que um polimorfismo de
repeticdo em tandem - VNTR (4 e 5 repeti¢cdes) no gene Per3 esta associado com preferéncia
diurna. Em ambos, a frequéncia do alelo curto (quatro repeticGes) € maior em grupos de
vespertinos do que em grupos de matutinos. Diferentemente desses achados, Osland et al.
(2011) ndo encontrou nenhuma associagédo entre esse polimorfismo e preferéncia circadiana

em um grupo de estudantes universitarios da Noruega.

Em um estudo realizado com pacientes com transtorno bipolar, houve uma associacao
entre o polimorfismo VNTR de Per3 e a idade de inicio da doenca (BENEDETTI et al.,
2008). Individuos homozigotos para a variante de 5 repeti¢cOes apresentaram menor idade de
inicio do que individuos homozigotos para a variante de 4 repeticbes. Como cada uma das 4-5
s repeticdes do polimorfismo VNTR de Per3 apresentam potencias sitios de fosforilagdo da
CKle, que é a responsavel pela fosforilagdo de todas as trés proteinas PERs, o nimero
reduzido de aminoacidos no sitio de fosforilagdo da variavel de 4 repeticbes poderia
representar um efeito funcional do polimorfismo na regulacdo da estabilidade e na

translocacdo para o nlcleo dessas proteinas (Archer et al., 2003).

Polimorfismo nos genes Perl e NPAS2 também foram associados com preferéncia
circadiana e transtorno afetivo sazonal (TAS) respectivamente. O polimorfismo T2434C,

localizado no exon 18 do gene Perl foi associado com preferéncia diurna, sendo o alelo C
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mais frequente em matutinos que vespertinos (CARPEN et al., 2006). O alelo 471Leu, do
polimorfismo Leu471Ser no gene NPAS2 foi associado com individuos com transtorno
afetivo sazonal em relagdo ao grupo controle, indicando que esse gendétipo pode ser um fator
de risco para 0 TAS (JOHANSSON et al., 2003).

Trés polimorfismos, T3111C do gene Clock, C111G do gene Per2 e 0 VNTR do gene
Per3 foram associados com preferéncia diurna em diferentes populagfes, ndo sendo ainda
conhecidas as bases moleculares para essa associacdo. Possiveis explicacbes para tais
associag0es estdo no fato de que polimorfismos localizados na regido 3’UTR podem interferir
na estabilidade do RNAm (CHATTERJEE; PAL, 2009). Ja os localizados na regido 5’UTR,
podem ter um papel importante na regulacdo da traducdo (MIGNONE et al., 2002). No caso
do VNTR, cada uma das 4-5 repeticdes contém potenciais sitios para a fosforilagdo pela
CKle, a qual é a responsavel pela estabilidade e entrada no ndcleo dessas proteinas
(ARCHER et al., 2003).

Embora diferentes estudos demonstrem a associacdo de polimorfismos em genes do
relogio bioldgico com preferéncia circadiana, os resultados ainda sdo controversos, visto que,
a associacao encontrada em um estudo pode n&o ser reproduzida em outro. Estudos sugerem
que essas discrepancias de achados podem ser resultado da influencia da latitude e/ou de
backgrounds genéticos diferentes (ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008), visto que a
alternancia entre claro: escuro atua como sincronizador ambiental do reldgio circadiano e, que
o0 comprimento da luz depende do dia do ano e das mudancas sazonais que ocorrem nas
diferentes latitudes. Em relacdo ao background genético, frequéncias alélicas entre variantes
genéticas podem variar significativamente entre individuos com ancestralidades distintas
(ALLENBRADT et al., 2002). Assim, uma associa¢do encontrada em uma populagdo pode
ndo ser encontrada em outras. Ainda, moduladores genéticos dos ritmos circadianos podem

ser relevantes em algumas populagdes.

Além disso, esses diferentes estudos tém focado apenas na anélise de um Unico gene
circadiano, mas nao no efeito combinatdrio de mais de um gene. Como, esses genes codificam
proteinas que interagem fisicamente entre se, combinacdes de diferentes polimorfismos em
diferentes genes circadianos poderiam ter um efeito sinergético ou inibitorio nos fendtipos
circadianos. Pedrazzoli et. al (2010) analisaram o efeito combinado de quatro polimorfismos

em quatro genes circadianos diferentes (Per2, Per2, Clock e Bmall) de pessoas matutinas e

30



vespertinas extremas. Eles encontraram que uma combinacdo especifica de polimorfismos
nesses genes era mais frequente em individuos matutinos (4/4; G/G; CIC; T/T) e outra
combinacdo diferente era mais frequente em vespertinos (4/4; A/G; C/C; T/T). Assim, o
estudo dos efeitos combinados de diferentes genes do relégio ser mais acurado e mais

informativo do que estudos envolvendo de genes individuais.
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Tabela 2 — Resumo dos principais estudos envolvendo a associagdo de fendtipos circadianos com genes do reldgio

Gene Polimorfismo Populacdo Preferéncia Diurna/ Distirbio do sono Referéncia
Clock T3111C Europeia Vespertinidade KATZENBERG et al., 1998
Clock T3111C Japonesa Vespertinidade MISHIMA et al., 2005
Per2 C111G Britanica Matutinidade CARPEN et al., 2005
Per2 G2114A Japonesa Vespertinidade MATSUO et al., 2007
Per2 G3853A Coreana Matutinidade LEE etal., 2011
Perl T2434C Britanica Matutinidade CARPEN et al., 2006
Per3 VNTR 4-5 repetigdes Britanica Matutinidade - 5 repeticGes e ARCHER et al., 2003

4 —Vespertinidade
Per3 VNTR 4-5 repetigdes Brasileira Matutinidade - 5 repeticGes e PEREIRA et al., 2005

4 —Vespertinidade
Per3 G647 Sueca, Finlandesa, Matutinidade JOHANSSON et al., 2003

Australiana e Alema

Per3 VNTR 4-5 repeti¢des Britanica Matutinidade - 5 repeticdes ELLIS et al., 2009
Per3 VNTR 4-5 repeticdes Britanica Matutinidade - 5 repeticdes e JONES et al., 2007

4 —Vespertinidade

Fonte: Autora
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Tabela 3 — Resumo dos principais estudos relacionando transtornos psiquiatricos com genes do relégio bioldgico

Amostra

Gene, Polimorfismo

Resultado

Referéncia

Pacientes com transtorno bipolar e
grupo controle

Pacientes com depressdo maior e
transtorno bipolar

Pacientes em fase de tratamento com
antidepressivos

Pacientes com transtorno Bipolar

Pacientes com transtorno bipolar

Pacientes com transtorno afetivo
sazonal e grupo controle

Pacientes com depressdo maior e
transtorno bipolar

Pacientes com transtorno bipolar,
esquizofrenia e grupo controle

Transtorno de Ansiedade: transtorno do

panico com ou sem agarofobia, fobia
social, GAD, agarofobia e fobia ndo
especificada.

Clock, SNP T3111C

Clock, SNP T3111C

Clock, SNP T3111C

Clock, SNP T3111C

ARNTL,Clock,CRY2,CSNK1epsilon,
DBP,GSK3 beta,NPAS2, Perl, Per2
e Per3

Per2, Bmall e Npas2

Per3 - 1SNP no éxon 15 (T/G),
1SNP no Exon 18(T/C), VNTR no
exon 18.

Bmal1, Clock, Perl, Per2,
Per3,Cryl, Cry2, e Tim

Bcle2, Drd2 ARNTL2

Aumento da frequéncia do homozigoto C/C em
pacientes com TB

Os pacientes homozigotos C/C aumento da recorréncia
de insbnia.

A maioria dos pacientes com insénia era homozigotos
C/C

Pacientes homozigotos T/T apresentaram serem mais
ativos durante a tarde e ter o inicio sono atrasado

Haplotipos do gene Bmall e Per3 estdo associados com
o0TB

Associa¢do com Transtorno Afetivo Sazonal

Associacao destes polimorfismos com a idade de inicio
destes transtornos

Associacao entre polimorfismos nos genes Tim e Per3
com esquizofrenia e uma modesta associa¢ao dos genes
Tim e Per3 com transtorno bipolar

Associacdo do alelo G do polimorfismo em ARNTL2
com fobia social

BENEDETTI etal., 2003

SERRETTI et al.,2003

SERRETTI et al.,2005

BENEDETTI et al., 2007

NIEVERGELT et al., 2006

PARTONEM et al., 2007

ARTIOLI et al., 2007

MANSOQU et al., 2006

SIPILA et al, 2009

Fonte: Autora
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos envolvendo a relacéo entre preferéncia circadiana e transtornos de ansiedade e
depressdo tém aumentado constantemente. Uma pesquisa recente demonstrou uma relacao
entre depressdo e Jet lag social, utilizando o Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ).
Como o MEQ é o questionario mais utilizado para a avaliagdo da tipologia circadiana em todo
0 mundo, realizar estudos envolvendo esse questionario e fendtipos como ansiedade,

depressao e Jet lag social em uma amostra ndo psiquiatrica € de suma importancia.

Além disso, como diferentes pesquisas tém encontrado polimorfismos em genes
circadianos associados com cronotipo, ansiedade e depressdo, € importante realizar tais
estudos em populagdes com localizacdo geografica e backgrounds genéticos diferentes,
contribuindo assim, para o entendimento de sua etiologia e modulacdo. Ainda, o entendimento
destes mecanismos poderia possibilitar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas no

tratamento de distUrbios do sono e transtornos do humor e ansiedade.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral:

Realizar um estudo da relagdo entre cronotipos, tragos de ansiedade, tracos de depresséo e

polimorfismos em genes circadianos em uma amostra da populacdo de Alagoas.
4.2 Especificos:

1. Aplicar questionarios validados para identificacdo dos fenotipos circadianos, tragos de
ansiedade e depressdo em uma amostra da populacdo de Alagoas;

2. Correlacionar os fen6tipos circadianos com tracos de ansiedade e depressdo;

3. Auvaliar a contribuicdo do jet lag social, medido pelo questionario MCTQ, no
desenvolvimento de tracos de ansiedade e depressao e sua possivel relagdo com

cronotipos;

4. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos C111G
(rs2304672) na regido 5’UTR do gene Per2, T3111C (rs1801260) na regido 3’UTR do
gene Clock e VNTR (4-5 repeticdes) no gene Per3;

5. Correlacionar as frequéncias alélicas e genotipicas dos trés polimorfismos com os

fendtipos circadianos, tragos de ansiedade e depressao;

6. Correlacionar o efeito combinado das frequéncias genotipicas dos trés polimorfismos
com os fendtipos circadianos, tragos de ansiedade e depressao.
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5 METODOLOGIA
5.3 Escolha dos sujeitos

Estudantes da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e da Universidade Estadual de
Alagoas (UNEAL) foram convidados a participar da pesquisa. Apés a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, os estudantes preencheram um formulédrio com perguntas
relativas a sexo, idade e etnia. Além disso, responderam aos questionarios de MEQ para
acessar o cronotipo e para avaliacdo dos tracos de ansiedade e depressdo, BAI e CES-D,
respectivamente. Foram excluidos do estudo os questionarios dos sujeitos que apresentaram
dados incompletos, que alguma vez ja foi diagnosticado com distUrbio psiquiatrico e que
tinham idade inferior a 16 e superior a 25 anos. Essa faixa etaria foi escolhida para tornar a
amostra mais homogénea, visto que o cronotipo, a ansiedade e a depressdo sofrem influencia
da idade. Para a avaliacdo da relacdo do Jet lag social com tracos de ansiedade e depressdo, o
questionario MCTQ foi aplicado no decorrer do trabalho. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética em pesquisa da UFAL com o n° 004517/2011-80 (anexol) e realizado no Laboratério

de Biologia Molecular e Expressdo Génica da UFAL - Campus Arapiraca.
5.2 Determinacéo dos Cronotipos

Para classificacdo dos cronotipos matutinos, vespertinos ou intermediarios, foi aplicado
0 questionario de Horne-Ostberg (HORNE et al., 1976). Este questionario tem sido
amplamente validado por demonstrar sua correlacdo com t (DUFFY et al., 1999). Além
disso, perguntas relativas a sexo, idade e etnia foram introduzidas. O questionario de Horne-
Ostberg é constituido de 19 perguntas, as quais sdo avaliadas segundo uma escala de
pontuacdo que vai de 16 a 86. Os cinco cronotipos diferentes séo classificados na escala
segundo a pontuacdo: vespertino extremo (16-30), vespertino moderado (31-41),
intermediario (42-58), matutino moderado (59-69) e matutino extremo (70-86). Baseado no
escore do MEQ, os sujeitos desse estudo foram classificados em cinco cronotipos de acordo
com o método de gradiente de 5 pontos (Caroji, 1914): vespertinos extremos (23-37),
vespertinos moderados (38-46), intermediarios (47-59), matutinos moderados (60-66) e
matutinos extremos (67-77). Para as analises estatisticas, 0s sujeitos foram agrupados em trés

cronotipos apenas: vespertinos (23-46), intermediarios (47-59) e matutinos (60-77).
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5.3 Determinacéo dos Tragos de Depressao

Para a deteccdo dos tracos depressivos foi aplicada a escala de rastreamento
populacional de depressdo do Cento de Estudos Epidemioldgicos (CES-D) (RADLOF,
1977). A escala CES-D é composta de 20 itens relacionados ao humor, ao comportamento e a
percepcdo. As respostas a cada uma das questdes sdo dadas segundo a frequéncia com que
cada sintoma esteve presente na semana precedente a aplicacdo do instrumento: “raramente
ou nunca" corresponde a pontuacdo zero; "durante pouco™ corresponde a pontuacdo 1;
"durante um tempo moderado" corresponde a pontuacdo 2; e "durante a maior parte do
tempo" corresponde a pontuacdo 3. A pontuacdo pode, portanto, variar entre 0 e 60.
Pontuacdes abaixo de 16 sdo consideradas sem tracos depressivos e, igual ou acima de 16,
com tracos depressivos. A validacdo desse ponto de corte foi verificada através de estudos de
sensibilidade e especificidade na comparacdo de critérios diagnosticos estabelecidos
(WELLS et al., 1987).

5.4 Determinagéo dos Tracos de Ansiedade

O Inventario de Ansiedade de Beck (BAI) foi construido cuidadosamente para avaliar 0s
sintomas de ansiedade. A escala consiste de 21 itens que refletem somaticamente,
afetivamente e cognitivamente os sintomas caracteristicos da ansiedade, mas ndo da depressdo
(BECK et al., 1988). Esta lista de verificagdo de ansiedade apresentou uma boa consisténcia
interna (0=0,92) e boa confiabilidade no teste - reteste com intervalo de uma semana r (58) =
0,75 (BECK et al., 1985). As respostas a cada uma das questdes variam de O(ausente),
1(suave), 2(moderado) e 3 (grave), em que cada sintoma esteve presente durante a semana
anterior a aplicacéo do instrumento. Beck e Steer (1990) recomendam que pontuac6es de 0-9
devem ser consideradas como tracos de ansiedade normal; 10-18 como leve-moderada; 19-29
como moderado-severa; e 30-63 como severa. A confiabilidade dos 21 itens do BAI foi
avaliada em uma amostra de 160 individuos, apresentando boa consisténcia interna (o = 0,92)
em uma faixa de cada item com um total de variando de 0,30 a 0,71 (mediana = 0,60) (Beck
et al., 1988). Creamer et al. (1995) avaliaram as propriedades do BAI em uma amostra ndo
clinica de 316 estudantes de graduacdo, na qual, os escores de BAI apresentaram boa
propriedade psicométrica, com altos valores de consisténcia interna. Assim, a escala BAI
fornece aos pesquisadores e clinicos um conjunto de critérios seguro e validos que podem

ajuda-los na diferenciagéo entre ansiedade e depressao.
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5.6 Determinacéo do Jet lag Social e da Fase Média do Sono

O Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) questionario foi avaliado para a
determinacdo do jet lag social e da fase média do sono, que representa a medida quantitativa
do cronotipo obtida por esse questiondrio. O MCTQ utiliza questbes simples sobre 0 sono
separando os dias livres dos dias de estudo/trabalho. O Jet lag social é a diferenca entre o
horério social e bioldgico, e seu calculo é baseado na diferenca entre o periodo médio do sono
nos dias livres e nos dias de estudo/trabalho (MSF-MSW) (ROENNEBERG et al., 2003). A
fase média do sono é calculada baseada no ponto médio do sono nos dias livres (MSF),
corrigida para o débito de sono nos dias de trabalho (MSFs;) (WITTMANN et al., 2006).

5.7 Coleta e Extracao de DNA

Amostras de sangue de 120 individuos foram extraidas por pun¢do venosa em um tubo
de 5 mL contendo anticoagulante EDTA (Acido Etileno-diaminotetracétrico). O DNA de 80
dessas amostras foi extraido utilizando protocolo padronizado de fenol:cloroférmio (apéndice
1). O DNA das outras 40 amostras foi extraido utilizando o Kit Flexigene (Qiagen, USA)
seguindo as recomendacdes do fabricante (Apéndice 2). J& as amostras de swab bucal dos 60
sujeitos foram coletadas e a extracdo de DNA foi realizada utilizando NaCl (ABRAO et al.,
2005) (apéndice 3). A quantidade e integridade do DNA foram avaliadas em eletroforese em

gel de agarose a 0.8%, corado com brometo de etidio (0.5ug/mL).
5.8 Deteccdo dos polimorfismos através das técnicas de PCR (VNTR) e PCR-RFLP

As regides 5’UTR do gene Per2, 3’UTR do gene Clock e 0 VNTR de Per3 contendo
os polimorfismos foram amplificadas com iniciadores especificos em reac6es de PCR,
produzindo amplicons de 114pb, 221pb e 635pb (5 repeticbes) e 581pb (4 repeticdes),
respectivamente. Cada reacdo teve um volume final de 25ul, com agua (MiliQ), tampdo da
enzima (Fermentas, USA), MgCl, (Fermentas, USA), dNTPs (Fermentas, USA), iniciadores
- direto e reverso, Taq DNA polimerase (Fermentas, USA) e 1uL do DNA extraido, as
concentragOes para cada reacdo estdo listadas na tabela 4. Os primers e 0s parametros de
amplificacdo para cada polimorfismo estdo descritos na tabela 5. Os produtos de amplificagéo
foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio
(0.5pug/mL), sob voltagem de 70V.
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Tabela 4 - Concentracao dos reagentes para cada reacdo da PCR

Reagente Concentracéo
Tampao 1X
MgCl, 1,5mM
dNTP 200pM
Prime F 5pmol
Prime R 5pmol
Taq DNA polimerase 0,5U

Fonte: Autora

Para a genotipagem do polimorfismo C111G de Per2 foi utilizada a enzima de restricao
HpyCHA4V (BioLabs, UK), com sitio Unico no fragmento amplificado, que reconhece o alelo
G (sequéncia "TGCA”). Na presenca do alelo G ocorre a clivagem do amplicon, produzindo
fragmentos de 61pb e 53pb. As reacdes de restricdo consistiram em 6.8l de Agua MilliQ, 3ul
de tampé&o da enzima (1x), 0.2ul de HpyCH4V (1U) e 20uL de cada amostra de PCR, em um
volume final de 30pL. As reagdes foram incubadas a 37°C durante 16hs. A presencga do
polimorfismo foi confirmada com a visualizacdo dos padrbes de restricdo em eletroforese em
gel de poliacrilamida 8%, corado com brometo de etidio (0.5ug/mL), sob uma voltagem de

70.

Ja para o polimorfismo T3111C de Clock, foi utilizada a enzima Sdul (Fermentas,
USA), com sitio unico no fragmento amplificado, que reconhece o alelo C (seqiiencia
“CACGGG”). Na presenga do alelo C ocorre a clivagem do amplicon, produzindo
fragmentos de 125pb e 96pb. As reagdes de restrigio consistiram em 6.9ul de Agua MilliQ,
3ul de tampao da enzima (1x) , 0.1 pl de Sdul (1U) e 20uL de cada amostra de PCR, em um
volume final de 30uL. As reagdes foram incubadas 37°C durante 16hs. O diagndstico do
polimorfismo foi confirmado com a visualiza¢do dos padrdes de restricdo em eletroforese em

gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio (0.5pg/mL).
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Tabela 5 - Primers e condicOes utilizadas para a amplificacdo dos polimorfismos

Gene Polimorfismo Primer Direto Primer Reverso Temperatura de Temperatura de Temperatura de
Desnaturacao Anelamento Extensédo
Clock T3111C 5’TCCAGCAGTTTCATGA  5’GAGGTCATTTCATAG 94°C 30> 55°C 30> 72°C 40>
GATGC3’ CTGAGC3’
Per2 Cl11G 5’GTGCGTGTGCTTGTTA  5’TCCTTGGTGGGGTTAC 94°C 30> 55°C 30> 72°C 40>
ATGC 3’ TGG3’
Per3 VNTR (4-5 5’CAAAATTTTATGACAC 5’AACCTTGTACTTCCAC 94°C 30>’ 58°C 30’ 72°C 40>

repeticdes)

TACCAGAATGGCTGAC3’

ATCAGTGCCTGGY

Fonte: Autora
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5.8 Analises Estatisticas

Para a analise dos dados foi utilizado o pacote estatistico Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 20.0. Como os dados ndo apresentaram normalidade (aferida pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, p<0,05), foram utilizados testes ndo paramétricos. Para a analise de
correlacdo entre as variaveis dos trés questionarios foi utilizado o teste de correlacdo de
Spearman e para a diferenca entre as medianas os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis,
sendo as variaveis dependentes agrupadas por sexo. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi
calculado através do programa SNPstat (http://bioinfo.iconcologia.net) (SOLE et al., 2006).
Ja para as analises entre propor¢des genotipicas e alélicas utilizou-se o teste qui-quadrado de

Pearson. Em todos os testes foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Andlise dos Questionarios

Uma amostra de 725 estudantes universitarios (Alagoas, latitude 9°S), 455 mulheres e
270 homens, com idade entre 16 e 58 anos (media + dp=20.78+2.05), responderam aos
questionarios de cronotipo, ansiedade e depressdo. Destes, 644 foram incluidos no estudo
(236 homens e 408 mulheres; media de idade £ dp = 19.70+2.05). Os outros 73 apresentaram
idade acima de 25 anos ou dados incompletos. Os valores de MEQ variaram entre 23 e 77
(media = 52.61 + 9.8; mediana = 54; moda = 58) e a distribuicdo dos cronotipos foram 163
(25.3%) vespertinos, 300 (46.6%) intermediérios, e 181 (28.1%) matutinos. A tabela 6
representa 0 nimero de mulheres e homens em funcdo do cronotipo. CES-D e BAI valores
variaram entre 0-54 (media = 15.95 £ 9.7; mediana = 13; moda = 12) e 0-57 (media = 13.37 +
9.5; mediana = 12; moda = 5), respectivamente. A distribuicdo das frequéncias de MEQ),
CES-D e BAI nédo apresentaram uma distribuicdo normal como demonstrado pelo teste de
Kolmogorov—-Smirnov (p<0.001) (figura 6).

Tabela 6 - Namero de sujeitos em funcé@o do sexo para 0s cronotipos vespertinos, intermediarios e
matutinos.

Sexo Cronotipo NUmero Frequéncia

Feminino Vespertino 95 23,3
Intermediério 194 47,5
Matutino 119 29,2
Total 408 100,0

Masculino Vespertino 68 28,8
Intermediério 106 44,9
Matutino 62 26,3
Total 236 100,0

Fonte: Autora
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Figura 6 - Distribuigdo das frequéncias dos valores dos questionarios MEQ, BAI e CES-D
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Como esperado, nenhuma correlagdo foi encontrada entre a idade e os valores de MEQ, CES-
D e BAI (MEQ: p= -0.671, p= 0.590; CES-D: p= -0.013, p=0.789; BAI: p=0.087, p=0.080)
em nossa amostra. Houve uma diferenca significativa entre as medianas dos questionarios de
cronotipo, ansiedade e depressdao entre os sexos (p<0,05) (Tabela 7), com mulheres
apresentando valores maiores que os homens. No entanto, quando os dados dos trés
questionarios foram analisados de forma categdrica com relacdo ao sexo, ndo houve diferenga
significativa entre as frequéncias de homens e mulheres e os trés cronotipos do MEQ (x*=
2,47, p=0.290). Além disso, nenhuma diferenca foi encontrada entre as categorias dos
questionarios de depressdo e ansiedade em relagio ao sexo masculino e feminino (BAI =

5.73, p=0.125; ¥*=0.175, p=0.675) (Tabela 8).

A anélise de correlagdo entre os valores dos trés questionarios demonstrou uma
correlacdo negativa entre os questionarios de cronotipo (MEQ) e depressdao (CES-D) em
ambos 0s sexos (p=- 0.18, p < 0.001, em mulheres; p=-0.16, p= 0.013, em homens) (Figura
7A-B), mostrando que individuos vespertinos tém escores maiores de depressdo que 0s
matutinos. Uma corelacdo negativa foi encontrada entre os questionarios de cronotipo e
ansiedade no subgrupo do sexo masculino (p= - 0.15, p= 0.017), mas ndo no sexo feminino
(»=0.006, p>0.05) (Figura 7C-D). Além disso, houve uma correlacdo positiva entre depresséo
(CES-D) e ansiedade (BAI) em ambos os sexos (mulheres: p=0.671, p<0.001; homens: p=
0.541, p< 0.001)(Figura 7 E-F).

De acordo com esses resultados, a analise de Kruskal-Wallis, seguida pelo pds-teste de
Mann-Whitney, apresentou uma diferenca estatistica entre as categorias dos grupos matutinos
e vespertinos nos valores de CES-D (mulheres: Z= -2.98, p= 0.003; homens: Z -2.53, p=
0.011) e nos valores de BAI em homens (Z -2.49, p= 0.013), mas nd&o em mulheres (Z= -0.57,
p= 0.598). Além disso, houve uma diferenca significativa entre 0s sujeitos que apresentaram
tracos de depressao e aqueles que nédo apresentaram tracos de depressdo, quando individuos
matutinos e vespertinos foram analisados como dados categéricos (y*= 7.70, p=0.005) (Figura
8).
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Tabela 7 - Teste de Mann-Whitney para amostras independentes em relagéo ao sexo.

Media dos
Sexo N Media Ranks Z score Sig.

MEQ Feminino 408 53,31 333
-2.041 0.042

Masculino 236 51,39 302

BAI Feminino 408 14,62 339
-3.101 0.002

Masculino 236 12,2 292

CES-D Feminino 408 16,81 336
-2.592 0.009

Masculino 236 14,46 297

MEQ-= Questionario de Matutinidade e Vespertinidade; BAI= Inventario de Ansiedade de Beck ; CES-D= Escala de
Depresséo do Centro de Estudos Epidemiolégicos. Fonte: Autora

Tabela 8 - Teste y 2 para comparacdo das categorias dos questionarios de MEQ, BAI e CES-D em

Sexo
Feminino Masculino Total x p
MEQ Intermediario 194 106 300
. 2,47 0,290
Matutino 119 62 181
Vespertino 95 68 163
BAI Tracos severos 24 22 46
Tracos leve- 146 66 212 5.73 0.125
moderados
Tragos normais 168 104 272
Tracos moderado- 70 44 114
Severos
CES-D Com tragos 166 100 266
depressivos
0.17 0.675
Sem tragos 242 136 378
depressivos
Total 408 236 644

MEQ= Questionario de Matutinidade e Vespertinidade; BAI= Inventario de Ansiedade de Beck ; CES-D= Escala de
Depressdo do Centro de Estudos Epidemioldgicos. Fonte: Autora
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Figura 7 - Correlagdes entre os questionarios de depressao (CES-D), cronotipo (MEQ) e
ansiedade (BAI) nos sexos feminino e masculino
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Figura 8 — Frequéncia dos sujeitos com tracos depressivos e sem tracos depressivos nos
subgrupos vespertinos e matutinos
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No grupo composto por 144 sujeitos, que completaram os dois questionarios — MEQ e
MCTQ, a associacdo negativa entre preferéncia circadiana e CES-D encontrada no grupo
geral foi mantida (p=0,167, p=0,045) (Figura 9A). Jet lag social mostrou uma correlacdo
positiva com CES-D (p=0.21, p=0.009) (Figura 9B) e com o cronotipo (MSFsc) acessado pelo
MCTQ (p=0.64, p<0.001) (Figura 10A), independente do sexo (CES-D: Z= -1.82, p=0.068;
MSFsc: Z=-1.19, p=0.233). MEQ apresentou uma correlagéo positiva com MSFsc (p= -0.28,
p=0.001) (Figura 10B) Nenhuma correlagéo foi encontrada entre jet lag social e os escore de
BAI (p=0.08, p= 0.313) (Figura 11A) ou jet lag social e MEQ (p= -0.44, p= 0.605) (Figura
11B). Quando esses dados foram analisados em relagcdo aos trés cronotipos, uma correlacéo
positiva foi encontrada entre CES-D e jet lag social apenas no subgrupo matutino (p= 0.42,
p=0.008) (Figura 12C). Nenhuma diferenca entre as medianas do jet lag social entre os trés

cronotipos foi encontrada (x°=0.108, p=0.94).
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Figura 9 — Correlacao negativa entre MEQ e CES-D (A) e positiva entre CES-D e Jet lag social (B)
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A B e

3 o = = Ca

2 1o = " .
40 .. -

- JetLag Social 7 MSFsc
Fonte: Autora
Figura 11 — Correlacédo ente MEQ e Jet lag Social (A) e BAI e Jet lag Social (B)
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Figura 12 — Correlacéo entre os valores de CES-D e Jet Lag Social nos subgrupos vespertino (A),
intermediario (B) e matutino (C).
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6.2 Analise de polimorfismos em genes circadianos.

Dos 644 sujeitos que responderam aos questionarios, foi extraido o DNA de 180
amostras, as quais foram genotipadas para os polimorfismos C111G do gene Per2, T3111C
do gene Clock e 0 VNTR do gene Per3.

6.2.1 Polimorfismo C111G do Gene Per2

A sequéncia contendo o polimorfismo foi amplificada com iniciadores especificos
produzindo fragmentos de 114pb (Figura 13).

Figura 13- Fotografia do gel de agarose 2% para a visualizacéo dos
produtos da amplificacdo da PCR

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 C-

1- Marcador de peso molecular 100pb; 2-19 amplificagdo das amostras e C-
controle negativo. Fonte: Autor

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a restricdo para a deteccdo dos
genotipos. A figura 14 mostra o produto da restricdo. A amostra 20 representa 0 marcador de
peso molecular 25pb, a amostras 13 e 19 séo heterozigotas para o polimorfismo.
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Figura 14 - Fotografia do gel de poliacrilamida 8% para a detec¢éo do
polimorfismo.

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Amostras 1-8 e 10-16,18 homozigotos C/C; amostras 9 e 17 heterozigotas
C/G; amostra 19 homozigota G/G; amostra 21 marcador de peso
molecular 50pb. Fonte: Autora

6.2.2 Polimorfismo T3111C do Gene Clock

A sequéncia contendo o polimorfismo foi amplificada com iniciadores especificos

produzindo fragmentos de 221pb (Figura 15).

Figura 15 - Fotografia do gel de agarose 2% para a visualizagéo
dos produtos da amplificacdo da PCR
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won

1-Marcador de peso molecular 100pb; 2-5 amplificacdo das
amostras C- controle negativo. Fonte: Autora

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a restricdo (Sdul) para a detec¢do dos
genotipos. A figura 16 mostra o produto da restricdo. A amostra 1 representa o marcador de
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peso molecular 100pb, as amostras 2 e 3 sdo homozigotas para o alelo T; a amostra 4 é
heterozigotas; a amostra 5 é homozigota para o alelo C.

Figura 16 - Fotografia do gel de agarose 3% para a detecgdo
do polimorfismo
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-

100

1-Marcador de peso molecular 100pb; amostras 2 e 3 homozigotas
T/T; amostra 4 heterozigota T/C e amostra 5 heterozigota C/C.
Fonte: Autora.

6.2.3 Polimorfismo VNTR de Per3

A sequéncia contendo o polimorfismo foi amplificada com iniciadores especificos
produzindo fragmentos de 635pb (5 repeticbes) e 581pb (4 repeticbes). Como esse
polimorfismo trata - se de um VNTR de 5 e/ou 4 repeticbes de 54pb o mesmo pode ser
genotipado apenas por PCR (Figura 17). A amostra 1 representa o marcador de peso
molecular 100pb, as amostras 3 e 8 sdo homozigotas para o alelo 5; a amostra 9 é
heterozigota; as amostras 2,4, 5, 6 séo homozigotas para o alelo 4.

Figura 17- Fotografia de gel de agarose 2% para
1 2 3 4 5 6 7 8 9 C-

500
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1- Marcador de peso molecular 100pb; 4/5; 3 e 8 — homozigoto 5/5; 2, 4-
7- homozigoto 4/4 e 2- heterozigoto; C- controle negativo. Fonte: Autora
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6.3 Estudos das frequéncias genotipicas e alélicas

A Tabela 9 mostra as frequéncias dos gendtipos dos trés polimorfismos nos diferentes
grupos, matutino, vespertino e intermediario. Para o polimorfismo Clock T3111C, houve uma
frequéncia maior de homozigotos T/T (57,2%), seguidos de heterozigotos (36,2%) e
homozigotos C/C (6,6%). Para o polimorfismo Per2 C111G, a maior frequéncia foi de
homozigotos C/C (89,5%), seguidos de heterozigoto C/G (10,0%) e homozigoto G/G (0,5%).
Ja para o polimorfismo Per3 VNTR, houve uma frequéncia maior de heterozigotos (49,5%),
seguidos dos homozigotos 4/4 (38,5%) e homozigotos 5/5 (10,0%). Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos matutino, intermediéario e vespertino quanto as
frequéncias dos gendtipos dos trés polimorfismos (Clock - ¥* = 2,95, df = 4, p = 0,56; Per3 -
v*= 4,54, df =4, p = 0,33 Per2 - y¥*= 7,76, df = 4, p = 0,10). A distribuicio dos genétipos dos
polimorfismos Clock T3111C, Per2 C111G e Per3 VNTR demonstraram estar em equilibrio
de Hardy-Weinberg (p >0,05) (Tabela 10).

Tabela 9 - Frequéncia dos gendtipos nos grupos matutino, vespertino e intermediario para os
polimorfismos T3111C de Clock e C111G de Per2 e VNTR de Pe3 na populacéo de Arapiraca.

Polimorfismo  Genotipo Cronotipo, n (%)
Matutino (M) Intermediario (I) Vespertino (V) Geral, n (%)
T/T 34(51,5) 42(56,8) 27(67,5) 103(57,2)
Clock T3111C T/C 28(42,4) 25(33,8) 12(30,0) 65(36,2)
Ci/C 4(6,1) 7(9,4) 1(2,5) 12(6,6)
Ci/C 61(92,4) 66(89,2) 34(85,0) 161(89,5)
Per2 C111G CIG 5(7,6) 8(10,8) 5(12,5) 18(10,0)
GIG 0(0,0) 0(0,0) 1(2,5) 1(0,5)
4/4 25(38,0) 34(46,0) 12(30,0) 71(38,5)
Per3 VNTR 4/5 34(51,5) 34(46,0) 22(55,0) 90(49,5)
5/5 6(10,5) 6(8,0) 6(15,0) 19(10,0)

M- matutino, I-intermedidrio, VV-vespertino. Fonte: Autora
57



Tabela 10 — Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas do T3111C de Clock ,
C111g de Per 2 e VNTR de Per3 para a avaliacéo do equilibrio de Hardy-Weinberg

Equilibrio de Hardy-Weinberg (Per2)

Cronotipo Genotipo Alelos p
C/C C/G GIG C G

Matutino 61 5 0 127 5 1

Intermediario 66 8 0 140 8 1

Vespertino 34 5 1 73 7 0.09

Equilibrio de Hardy-Weinberg (Clock)

Cronotipo Gendtipo Alelos p
TIT T/C CiC T C

Matutino 34 28 4 96 36 1

Intermedidrio 42 25 7 109 39 0.53

Vespertino 27 12 1 66 14 1

Equilibrio de Hardy-Weinberg (Per3)

Cronotipo Genotipos Alelos p
4/4 4/5 5/5 4 5

Matutino 25 34 7 84 48 0.44

Intermedidrio 34 34 6 102 46 0.60

Vespertino 12 22 6 46 34 0.73

Fonte: Autora

Em relagdo a frequéncia dos alelos, o polimorfismo de Clock T3111C teve uma
frequéncia maior do alelo T (72,1%) em relacdo ao alelo C (27,9%) e no polimorfismo de
Per2 C111G houve uma maior frequéncia do alelo C (95,7%) e em relagdo ao G (4,3%) Ja

para o polimorfismo Per3 VNTR, houve uma frequéncia maior do alelo 4 (65,0%) com
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relacdo ao alelo 5 (35,0%). As frequéncias dos alelos dos polimorfismos Clock T3111C e
Per2 C111G e Per3 VNTR com relacdo aos cronotipos sdo apresentadas na tabela 11.
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos matutino, intermediario e
vespertino quanto as frequéncias dos alelos dos trés polimorfismos (Clock - y* = 2,76, df = 2,
p=0,25; Per2 - y¥*= 0,47, df =2, p = 0,78; Per3 - y*= 4,24, df = 2, p = 0,12).

Tabela 11 - Frequéncia dos alelos nos grupos matutino, vespertino e intermediario para os
polimorfismos T3111C de Clock, C111G de Per2 e VNTR de Pe3 na populacédo de Arapiraca.

Polimorfismo Alelos Cronotipo, n (%)

Matutino (M) Intermediario (1) Vespertino (V) Geral, n(%)

T 96(72.7) 109(73.,6) 66(82,5) 271(75.2)
Clock T3111C C 36(27,3) 39(26,4) 14(17,5) 89(24,7)

C 127(96.,2) 140(94 5) 73(91,2) 340(94,4)
Per2 C111G

G 5(3,8) 8(5,5) 7(8,8) 20(5,6)

4 84(63,6) 102(68.5) 46(57.5) 232(64.4)
Per3 VNTR

5 48(36,4) 46(31,5) 34(43.5) 128(35,6)

M- matutino, I-intermedidrio, VV-vespertino. Fonte: Autora

A andlise de associacgéo entre os gendtipos dos trés polimorfismos e os valores das
medianas obtidos para os tracos de ansiedade (BAI) e depressdo (CES-D), ndo apresentou
nenhuma diferenca estatistica (Tabela 12).
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Tabela 12 - Comparagéo entre os valores de BAl, CES-D e MEQ e 0s genotipos dos polimorfismos
Clock T311C e Per2 C111G.

Gene Questionario  Gendtipo N Média Média dos x2 p
Ranks
T/T 103 13,82 88,77
BAI 1,50 0,47
T/C 65 14,58 95,65
C/IC 12 12,75 77,42
Clock T/T 103 15,85 88,20
CES-D 0,66 0,71
T3lilc TIC 65 15,60 92,45
Ci/C 12 16,67 99,71
TIT 103 52,76 85,41
MEQ 2,32 0,31
TIC 65 55,43 96,88
C/iC 12 56,42 99,63
CIC 161 13,70 88,61
BAI 3,94 0,13
CIG 18 15,56 102,58
GIG 1 39,00 177,00
Per2 C/IC 161 15,77 90,04
C111G CES-D 2,71 0,25
CIG 18 14,83 89,89
G/G 1 41,00 176,00
CIC 161 54,22 91,73
MEQ 1,94 0,37
C/IG 18 52,44 83,03
GIG 1 40,00 27,00
4/4 71 15,21 98,44
BAI 3,25 0,19
4/5 90 12,84 83,67
5/5 19 15,16 93,21
Per3
VNTR 4/4 71 17,08 96,78
CES-D 1,71 0,42
4/5 90 14,84 86,32
5/5 19 15,68 86,84
4/4 71 54,86 93,04
ME 1,04 0,59
Q 4/5 90 53,91 90,86
5/5 19 50,89 79,32

Kruskal-Wallis. Fonte: Autora

Em relagdo a andlise categorica entre os gendtipos dos polimorfismos Per3 VNTR e
Clock T311C e os subgrupos dos questionarios de depressdo e ansiedade, ndo houve nenhuma

diferenca estatistica significativa (Per3 VNTR: BAI: y* = 10,69, df = 6, p = 0,98; CES-D: y° =
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3,79, df = 2, p = 0,15; Clock T311C: BAI: ¥*= 8,17, df = 6, p = 0,22; CES-D: y*= 1,47, df =
2, p = 0,47) (Figuras 18-21). Ndo houve diferenca significativa entre os gendétipos do
polimorfismo Per2 C111G e os subgrupos do questionario de ansiedade e depressdo (x> =

22,57, df = 6, p >0,05; CES-D: * = 1,47, df = 2, p = 0,47) (Figuras 22 e 23)

Figura 18 - Percentagem de sujeitos com cada um dos gendétipos de
repeticdo em cada uma das categorias do questionario de BAI
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Fonte Autora.

Figura 19 - Percentagem de sujeitos com cada um dos gendétipos de repeticédo
em cada uma das duas categorias do questionario de CES-D.
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Figura 20 - Percentagem de sujeitos com cada um dos trés gendtipos do polimorfismo
Clock T311C em cada uma das categorias do questionario de BAI
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Fonte Autora.

Figura 21 - Percentagem de sujeitos com cada um dos gend6tipos do polimorfismo
Clock T311C em cada uma das categorias do questionario de BAI
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Figura 22 - Percentagem de sujeitos com cada um dos genotipos do polimorfismo
Per2 C111G em cada uma das categorias do questionario de BAI
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Fonte Autora.

Figura 23 - Percentagem de sujeitos com cada um dos gen6tipos do polimorfismo
Per2 C111G em cada uma das categorias do questionario de BAI
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6.4 Estudos das interagdes entre polimorfismos

Das 27 combinagbes matematicamente possiveis entre 0s gendtipos dos trés
polimorfismos, foram encontradas apenas 15 (Tabela 13). Combinacdes envolvendo
frequéncias alélicas menores sdo menos provaveis de serem encontradas. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre as combinagdes dos trés polimorfismos entre 0s subgrupos
matutinos e vespertinos (p>0.05) (Figura 25). Além disso, ndo houve diferenca significativa
entre as combinacBes genotipicas dos trés polimorfismos e os individuos com tracos
depressivos e sem tracos depressivos (p>0.05) e, os individuos com tracos de ansiedade
normal-leve moderado e moderado severo-severo (p>0.05).

Tabela 13 - Combinacao genotipica dos polimorfismos nos genes Clock, Per2 e Per3

NCG Clock Per3 Per2 N %
1 CIC 4/4 CIC 4 2,2
2 C/IC 4/5 C/IC 5 2,8
3 c/C 5/5 c/iC 3 1,7
4 TIC 4/4 CIC 27 15,0
5 TIC 4/4 CIG 3 1,7
6 TIC 4/5 C/iC 27 15,0
7 TIC 4/5 CIG 3 1,7
8 T/IC 5/5 c/iC 5 2,8
9 TIT 4/4 C/IC 31 17,2

10 T/T 4/4 C/IG 6 3,3
11 TIT 4/5 C/IC 50 27,8
12 TIT 4/5 CIG 5 2,8
13 TIT 5/5 C/IC 9 5,0
14 TIT 5/5 CIG 1 0,6
15 TIT 5/5 G/G 1 0,6
N 180 100

NCG: Numero de combinagdes genotipicas. Fonte: Autora
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Figura 24. Distribuicéo das frequéncias das combinacfes dos trés polimorfismos nos
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Figura 25. Distribuicao das frequéncias das combinacdes dos gendtipos dos trés
polimorfismos nos subgrupos sem tragos de depressdo e com tracos de depresséo
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Figura 26. Distribuicao das frequéncias das combinag6es dos gendtipos dos trés polimorfismos nos
subgrupos sem tracos de ansiedade normal-leve moderado e tracos de ansiedade

moderado severo-severo
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Discussao
68



7 DISCUSSAO

Alteracbes nos ritmos bioldgicos estdo relacionadas com transtornos do humor e
ansiedade. Sintomas de depressdo e ansiedade apresentam alteracbes circadianas, com
sintomas mais severos ocorrendo durante a manha, na depressdo, e no periodo da tarde e
inicio da noite, na ansiedade (WIRZ-JUSTICE, 2008; WULFF et al., 2010; CAMERON et
al., 1986). Além disso, estudos sugerem que a vespertinidade é um fator de risco para esses
distarbios (CHELMINSKI et al., 1999; KITAMURA et al., 2010; PABST et al., 2009).

Em nosso estudo, uma diferenca significativa foi encontrada entre as medianas dos
valores do MEQ, do CES-D e do BAI com relagdo aos sexos masculino e feminino,
mostrando que individuos do sexo feminino tendem a serem mais matutinos e apresentarem
mais tracos de depressdo e ansiedade que os individuos do sexo masculinos, corroborando
com os dados encontrados na literatura (TAKEUCHI et al., 2002; GIANNOTTI et al., 2002;
ALTEMUS, 2006; NATALE; DANESI, 2002; RANDLER, 2007).

Um estudo envolvendo 2135 estudantes universitarios com idade entre 18 e 30 anos
mostrou que a média dos escores do MEQ foi significativamente maior em mulheres em
relacdo aos homens (NATALE; DANESI, 2002). Hidalgo et al., (2009) demonstrou que
idividuos do sexo feminino apresentaram mais sinais depressivos que os do sexo masculino
em uma amostra de sujeitos saudaveis. Diaz-Morales et al., (2008), por sua vez, encontraram
uma diferenca significativa nos tracos de ansiedade entre os géneros masculino e feminino,
com mulheres apresentando uma média maior que os homes, em uma amostra de adultos

residentes na zona rural.

Diferencas na tipologia circadiana entre os sexos podem estar relacionados a padrdes de
sincronizagdo ambientais diferentes para homens e mulheres (ADAN; NATALE, 2002).
Estudos sugerem que a fase avancada dos ritmos circadiano em individuos matutinos
refletem uma maior sensibilidade ao Zeitgeber ambiental (NATALE; CICOGNA, 1996).
Alem disso, diferencas entre homens e mulheres podem estar relacionadas a influéncia socio-
cultural (PARK et al., 1997). Contudo, diferenca entre sexos nos transtornos de ansiedade e

depressdo podem estar relacionados a influencias hormonais e ambientais (ALTEMUS,
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2006). Entretanto, quando os subgrupos dos trés questionarios foram analisados em relagdo ao

sexo, ndo houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos.

A anélise da distribuicdo da preferéncia circadiana em nossa amostra mostrou que
existem mais tipos intermediarios (46.6%), seguidos por matutinos (28.1%) e vespertinos
(25.3%). Em relacdo aos individuos matutinos e vespertinos, esses resultados apresentam uma
diferenca significativa (3%, p<0,001) com relacéo as frequéncias encontrados por Alam et al.,
(2008) em um estudo realizado no sul do pais. Eles encontraram mais vespertinos (32%) que
matutinos (14%) em uma amostra de 648 sujeitos. Essa diferenca nas frequéncias entre
matutinos e vespertinos pode ser resultado da influéncia de fatores como latitude/longitude e
zona climatica (RANDLER, 2008; SMITH et al., 2002; PEREIRA et al, 2005;
BORISENKOV, 2010).

O estado de Alagoas esta localizado a 9°S e possui um clima tropical, enquanto que o
estado do Rio Grande do Sul esté localizado a 32°S e possui um clima temperado. Smith et al.
(2002) sugere que pessoas que vivem em regides tropicais tendem a ser mais matutinas que
aquelas que vivem em regides temperadas. Em um estudo envolvendo adolescentes de 16
escolas germanicas localizadas em diferentes regides ao redor do mundo, Randler (2008)
encontrou uma influéncia significativa das zonas climéticas na preferéncia circadiana, com
adolescentes de escolas localizadas nos trépicos sendo mais matutinas que aqueles dos
subtrépicos. Em uma pesquisa envolvendo cinco cidades brasileiras, demonstrou-se que
individuos residentes nas cidades localizadas na regido norte do pais apresentaram uma média
maior dos valores do MEQ que aqueles residentes nas cidades localizadas na regido sudeste
(BENEDITO-SILVA et al.,1998).

Em relacdo aos valores dos questionarios de MEQ, BAI e CES-D, foi encontrada uma
correlacdo negativa entre os valores dos questionarios de cronotipo e depressdao em ambos 0s
sexos, demonstrando que individuos vespertinos tendem a apresentar mais tragos depressivos
que os individuos matutinos, corroborando com os resultados encontrados em diferentes
estudos (CHELMINSK et al., 1999; PABST et al., 2009; KITAMURA et al., 2010). Embora
estudos relatem uma correlagdo negativa entre cronotipo e tragos de ansiedade no sexo
feminino (DIAZ-MORALES e SANCHEZ-LOPEZ, 2008; PABST et al., 2009), nosso estudo
apresentou uma correlacdo negativa apenas no subgrupo do sexo masculino, indicando que
individuos vespertinos do sexo masculino tendem a terem mais tracos de ansiedade que 0s

matutinos. Resultado semelhante foi encontrado por Matthews (1988), no qual a associacao
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entre MEQ e ansiedade foi encontrada apenas em homens. Uma possivel explicacdo para isso
esta no fato de que como individuos do sexo feminino sdo mais matutinos que 0s do sexo
masculino, as mulheres tendem a se ajustar melhor ao ciclo social de sono/vigilia (acordar e
dormir “cedo”). Assim, mulheres com tracos de ansiedade poderiam ser mais aptas a
responder as pistas ambientais e manter um ciclo normal de vigilia/sono que os homens
(MATTEWS, 1988).

A influéncia dos ritmos sociais nos tracos de depressdo e ansiedade também foi
analisada no subgrupo da nossa amostra que respondeu ambos 0s questionarios de cronotipo
MEQ e MCTQ. Foi encontrada uma correlacdo positiva entre os escores de CES-D e jet lag
social e mantida a correlacdo negativa entre MEQ e CES-D. Diferentemente, nenhuma
correlagéo foi encontrada entre BAI e jet lag. Uma correlagéo positiva foi encontrada entre o
cronotipo (MSFsc) acessado pelo MCTQ e jet lag social. Tais resultados demonstram que
sintomas depressivos estdo associados com jet lag social independentemente de cronotipo,

acessado por MEQ.

O questionario de MEQ ¢é o mais utilizado no mundo todo para a avaliacdo da
preferéncia circadiana. Suas questdes se baseiam no bem estar de cada individuo com relacéo
aos horarios de dormir e realizar atividades (HORNE e OSTBERG, 1976). JA4 o MCTQ, se
baseia no ponto médio da fase do sono nos dias livres ajustado para o acimulo de sono nos
dias de trabalho (MSFsc) (ROENNEBERG, 2003). Além disso, o jet lag social é calculado
pela diferenca entre o tempo médio do sono nos dias livre e dias de trabalho/estudo
(WITTMANN et al., 2006b). Assim, a relacdo entre vespertinidade (acessada pelo MCTQ) e
jet lag social pode ser o resultado da natureza do calculo, visto que existem varidveis em

comum na avaliagdo do MCTQ para a determinagédo do cronotipo e do jet lag social.

Os horarios de estudo e trabalho impostos pela sociedade interferem na preferéncia
individual do sono. Sujeitos com preferéncia matutina tendem a acordar e dormir cedo, além
de serem mais ativos na primeira parte do dia, enquanto que sujeitos vespertinos tendem a
dormir e acordar tarde e preferem realizar suas atividades na segunda parte do dia. Assim,
para 0s vespertinos, trabalhar e estudar cedo pode levar a um aumento no debito de sono

durante a semana, o qual é compensado nos finais de semana (WITTMANN et al., 2006b).

Por outro lado, os horérios sociais podem afetar também os cronotipos matutinos.
Selvi et al. (2007) relatou que a privacdo de sono no humor depressivo é influenciada pela
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tipologia circadiana, com matutinos apresentando um humor depressivo pior que 0s
vespertinos. Em nosso estudo, foi encontrada uma correlacéo entre os valores de CES-D e jet
lag social apenas no subgrupo matutino (acessado por MEQ), quando os 144 sujeitos foram
agrupados com relacdo ao cronotipo, demonstrando que sintomas depressivos estdo
associados com jet lag social apenas em matutinos. Entretanto, esse resultado pode estar
relacionado apenas ao nimero pequeno de individuos vespertinos em nossos dados.

A associacdo de polimorfismos em genes do relégio com preferéncia circadiana 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). Alterac6es nesses
genes também estéo relacionadas a disturbios denominados de sindrome da fase atrasada do
sono (SFAS) e sindrome da fase avancada do sono (SFAVS) (ARCHER et al.,, 2003;
EBISAWA et al., 2001; JONES et al., 1999; PEREIRA et al., 2005). Além disso, muitos
polimorfismos nesses genes estdo associados com os diferentes distirbios de humor (UTGE et
al., 2010; LEVEBRATT et al., 2010; SIPILA et al., 2010). O polimorfismo T3111C do gene
Clock foi associado a maiores taxas de recorréncia de episodios na de Depressdo Bipolar
(BENEDETII et al., 2003) e o polimorfismo VNTR do gene Per 3 foi associado a influéncia
da idade de inicio no transtorno bipolar (BENEDETII et al., 2008).

Em nosso estudo, ndo houve diferenca significativa entre as medianas do questionario
de cronotipo e os gendtipos dos polimorfismos Clock T3111C, Per2 C111G e Per3 VNTR.
Nenhuma associacdo foi encontrada entre os gendtipos e alelos dos trés polimorfismos com
preferéncia circadiana. Resultados semelhantes foram encontrados em diferentes estudos de
associacdo envolvendo genes circadianos (PEDRAZZOLLI et al., 2000; ROBILLIARD et al,
2002; PEDRAZZOLI et al, 2007; CHANG et al., 2011; CHOUB et al., 2010; OSLAND et al.,
2011). Entretanto, pode-se observar que para o polimorfismo T3111C do gene Clock, as
frequéncias alélicas e genotipicas sdo semelhantes as encontradas no sudeste do pais
(PEDRAZZOLLI et al., 2007). Embora as frequéncias sejam semelhantes, dois homozigotos
C/C foram encontrados no subgrupo intermediario em Alagoas, enquanto que nenhum

gendtipo C/C foi encontrado no subgrupo intermediario do sudeste.

Com relacdo ao polimorfismo C111G do gene Per 2, as frequéncias dos alelos na
populacdo de alagoas sdo semelhantes as frequéncias alélicas encontradas por Carpen et al.
(2005) em uma amostra da populacéo britanica, e por Choub et al. (2010) em uma amostra da
populacdo italiana. Em ambas as populacGes, a frequéncia do alelo G mostrou-se

relativamente baixa, indicando a raridade desse alelo. Além disso, Choub e colaboradores
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também ndo encontram nenhuma associagéo entre o alelo 111G e matutinidade, previamente
encontrada por Carpen et al. (2005). Uma possivel explicacdo para a ndo associagdo dos
polimorfismos Clock T3111C e Per2 C111G com preferéncia diurna seria o tamanho amostral

utilizado em nosso estudo.

Ja, em relacdo ao polimorfismo VNTR de Per3, a frequéncias alélicas sdo semelhantes
aquelas encontrada por Archer et al. (2003) e por Pereira et al. (2005), em uma amostra do
sudeste do pais. Embora as frequéncias gerais sejam semelhantes, nossa amostra apresentou
uma frequéncia maior do alelo de 5 repeti¢des no subgrupo vespertino. Acher et al. (2003) e
Pereira et al. (2005) encontraram uma frequéncia de 0,24 e 0,23 para o alelo de 5 repeticdes
no subgrupo de vespertinos respectivamente, enquanto em nosso estudo foi encontrada a
freqUéncia de 0,45 para esse alelo no mesmo subgrupo. Possiveis explicacBes para esses
achados estdo relacionadas a diferenca de latitude entre essas regides e ao tamanho amostral.

Flutuacdes diarias na intensidade de luz e temperatura e mudancas sazonais variam
consideravelmente em diferentes latitudes (NADKARNI et al., 2005; CIARLEGLIO et al.,
2008). Como os fendtipos circadianos resultam da interagcdo entre o meio (ciclo claro/escuro)
e 0 organismo, em diferentes latitudes o mesmo gendtipo pode resultar em fendtipos
diferentes. Estudos em Drosophila tem demonstrado que diferentes padrdes de
comportamento circadiano dependentes de temperatura estdo relacionados a variantes
polimérficas no gene per encontradas na natureza (ROGERS et al.,2004). Archer et al. (2003)
encontrou uma frequéncia maior do alelo de 4 repeticbes em um grupo de pacientes com
SFAVS do que na populacdo geral. Diferentemente, Pereira et al (2005) encontrou uma
frequéncia maior do alelo de 5 repeticdes em um grupo de pacientes com a mesma sindrome,
sugerindo assim, que a latitude pode ter um papel importante na modulagdo da expressédo
genotipica do polimorfismo Per3 VNTR (PEREIRA et al., 2005).

Em relagéo aos polimorfismos Clock T3111C, Per2 C111G e Per3 VNTR e os valores
obtidos para os tracos de ansiedade (BAI) e depresséo (CES-D), nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre as medianas desses questionarios e os genétipos dos trés
polimorfismos. Além disso, ndo foi encontrada diferenga estatistica entre as analises
categoricas envolvendo os genotipos dos trés polimorfismos e o0s subgrupos dos questionarios
de ansiedade (BAI) e depressdo (CES-D). Embora, nenhuma diferenca tenha sido encontrada,
observa-se que no subgrupo que apresenta tracos de ansiedade mais severos e no subgrupo
com tracos de depressdo ha uma frequéncia maior do genotipo 4/4, indicando que esse

genotipo pode representar um provavel fator de risco para ansiedade e depressao, visto que 0
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alelo 4 foi associado com vespertinidade em diferentes populagdes (ACHER et al., 2003;
PEREIRA et al., 2005).

Embora estudos realizados em diferentes populacGes ao redor do mundo tenham
demonstrado que polimorfismos em genes circadianos estdo associados com tipologia
circadiana, ainda existem discrepancias entre os resultados e, apenas um estudo tem analisado
o0 efeito combinado de mais de dois genes. Pedrozzoli et al. (2010) encontraram combinacdes
diferentes dos gendtipos de quatro genes do reldgio biologico (Per2, Per2, Clock e Bmall) em
sujeitos matutinos e vespertinos. Em nosso estudo, nenhuma diferenga significativa foi
encontrada entre as combinacdes dos gendétipos dos trés polimorfismos (Clock T3111C, Per2
C111G e Per3 VNTR) e preferéncia diurna. Uma provavel explicacdo para esse achado seria o
tamanho amostral. Em seu estudo, Pedrozzoli et al. (2010) utilizaram apenas individuos com
cronotipos extremos, enquanto que 0 nosso estudo foi composto por matutinos e vespertinos
moderados/extremos. Além disso, ndo houve diferenca entre a interacdo desses polimorfismos

e os fendtipos de tracos de ansiedade e tracos de depressao.

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que individuos vespertinos
apresentam maiores tracos de ansiedade e depressdo que 0s matutinos, corroborando com
dados da literatura, e que, tracos de depressdo estdo associados com jet lag social,
independente do cronotipo acessado por MEQ. Em relacéo aos polimorfismos T3111C, Per2
C111G e Per3 VNTR nenhuma associacdo foi encontrada com preferéncia circadiana. No
entanto, como variacfes em genes do relégio tém sido associadas ao metabolismo, sono e a
distarbios do humor e de ansiedade, e sendo os ritmos circadianos fundamentais para a
manutencdo das funcdes celulares, o entendimento desses mecanismos é de suma importancia,
visto que polimorfismos em genes do relégio podem alterar os ritmos circadianos, e
consequentemente, padrdes fisioldgicos e comportamentais. Além disso, o entendimento
desses mecanismos pode ter uma implicagdo importante para estratégias terapéuticas e no

tratamento de disturbios do sono e transtornos do humor e ansiedade.
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8 CONCLUSOES

8.1 Individuos vespertinos apresentaram mais tracos de depressdo (em ambos 0s sexos) e de
ansiedade (em homens) que 0s matutinos, corroborando com os dados da literatura;

8.2 Uma correlacdo positiva foi encontrada entre tracos de depressdo e Jet lag social,

independentemente de cronotipo acessado por MEQ;

8.3 Nenhuma associacao foi encontrada entre os polimorfismos Clock T3111C, Per2 C111G e

Per3 VNTR e preferéncia circadiana;

8.4 As frequéncias alélicas dos trés polimorfismos encontradas na populacao estudada foram
0,721 para o alelo 3111T e 0,279 para 0 3111C do gene Clock ; 0,957 para o alelo 111C e
0,43 para o0 alelo 111G do Per2; e 0,65 para o alelo de 4 repeticdes e 0,35 para o alelo de 5

repeticdes para o gene Per3 .

8.5 Nenhuma associacao foi encontrada entre os polimorfismos Clock T3111C, Per2 C111G e
Per3 VNTR e os valores obtidos para cronotipo e tragos de ansiedade (BAI) e depresséo
(CES-D),

8.6 Nenhuma associacgdo foi encontrada entre os gendtipos combinados dos trés polimorfismo

e preferéncia circadiana ou as altera¢fes do humor (ansiedade e depresséo).

8.7 Individuos do subgrupo que apresentaram tracos de ansiedade mais severos e tracos de
depressdo mostraram uma frequéncia maior do genoétipo 4/4 que agueles sem esses sinais,

indicando um provéavel fator de risco desse gen6tipo para ansiedade e depresséo.
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LIMITACOES

As limitacOes desse trabalho estdo relacionas ao tamanho amostral utilizado para as
analises genéticas e de Jet lag social. Alem disso, para as analises genéticas ndo foram
considerados apenas 0s 7% dos sujeitos pertencentes aos extremos da escala do MEQ, que
torna as amostras dos subgrupos mais bem delimitadas e discrepantes do ponto de vista de
caracterizagdo genotipica.
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APENDICE 1 - Protocolo para a extracio de DNA de sangue periférico utilizando Fenol :

Cloroférmio.

Procedimento

1- Coletar 0 sangue em tubo com EDTA de aproximadamente 5ml;

2- Transferir 0.5ml para tubo eppendof de 1,5ml;

3- Centrifugar & 3.000 rpm por 5 minutos;

4- Descartar o plasma (Com pipeta) — Buffer Coat;

5- Ressuspender o pellet com 1ml de solucéo de lise de hemaécias;

6- Inverter vigorosamente e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente;

7-  Centrifugar a 3.000 rpm por 5 minutos;

8- Descartar o sobrenadante (Hemécias lisadas) e ressuspender o pellet em 500pl de
solucdo de lise de leucdcitos;

9- Incubar por 15 minutos a 37°C;

10- Adicionar Proteinase K (20mg/ml) para concentragéo final de 100ug/ml — Adicionar:

2.5ul;
11- Incubar a 50°C por 30 minutos;
12- Adicionar igual volume de Fenol (500ul) e Homogeneizar;
13- Centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos;
14- Transferir fase aquosa (Com DNA) para novo tubo com pipeta;
15- Adicionar 0.2V de acetato de aménio 10M;
16- Adicionar e misturar 2 vezes de etanol absoluto;
17- Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos;
18- Descartar Alcool;
19- Lavar o pellet com 1 ml etanol 70%, descartar o Alcool e secar;
20- Ressuspender com 100l de Agua de Injecéo.
21- Armazenar em freezer -20° C
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APENDICE 2 - Protocolo de extracio de DNA de sangue periférico utilizando kit Flexigene

Qiagen

Procedimento

o &~ D P

10.
11.

12.
13.
14.
15.

Pipetar 750uL de tampdo FG1 (tampdo de lise) em um tubo de 1,5 mL;

Adicionar 300pL de sangue total e misturar invertendo o tubo 5 vezes;

Centrifugar a 10.000 rpm por 2 minutos;

Descartar o sobrenadante;

Inverter cuidadosamente o tubo (para ndo perder o pellet) sobre um pedaco de papel
absorvente limpo por 2 minutos;

Adicionar 150uL de tampédo FG2 (tampé&o desnaturante) e 1,51 de protease em cada
amostra. Fechar o tubo e dar um vortex imediatamente até completar a
homogeneizagéo;

a) Quando tiver trabalhando com muitas amostras, levar ao vortex cada tubo
imediatamente ap0s a adicao do tampéo.

b) Normalmente de 3-4 pulso de 5 segundos sdo suficientes. Entretanto, tracos do
pellet com consisténcia gelatinosa podem permanecer, neste caso, adicione 30puL
de tampdo FG2 (sem protease), e dé um vortex novamente.

D& um spin no tubo brevemente (3-5 segundos) e incube por 65°C por 5 minutos;
Adicione 150uL de isopropanol (100%) e misture vigorosamente por inversao até que
o precipitado de DNA torna-se visivel;
a) Para amostras de volume pequeno, em que o DNA néo pode ser visto, inverta o
tubo ao menos vinte vezes.
Centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos;
Descartar o sobrenadante;
Inverter cuidadosamente o tubo (para ndo perder o pellet) sobre um pedaco de papel
absorvente limpo por 2 minutos;
Adicione 150uL de etanol 70% e dé um vortex por 5 segundos;
Centrifugue a 10.000 rpm por 5 minutos;
Descartar o sobrenadante;
Inverter cuidadosamente o tubo (para ndo perder o pellet) sobre um pedaco de papel
absorvente limpo por 10 minutos;
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16. Adicione 200uL de tampédo FG3 (Tris-Cl 10mM, ph 8,5) e dé um vortex por 5
segundos em baixa velocidade (somente com o dedo);

17. Dissolva o DNA incubado por 10 minutos a 65°C;

18. Se 0 DNA ndo estiver completamente dissolvido, prolongue o tempo de incubacéo;

19. Se o volume de tampé&o FG3 for reduzido, o tempo de incubagédo deve ser prolongado.
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APENDICE 3 - Protocolo de extracdo de DNA de células bucais utilizando NaCl

Procedimento

1.

L N o g B

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Raspar a face interna das bochechas com swabs estéreis, fazendo movimentos
circulares (aproximadamente 30 vezes);

Cortar a por¢do externa das hastes e coloca-las em microtupos de 2mL;

Aos tubos contendo o swab adicionar 600uL de TES (Tris HCI 10mM pH 8.0; EDTA
1mM; SDS 0,6%) e 7uL de proteinase K;

Incubar por 2 horas a 42°C;

Apos incubacdo retirar o swab;

Adicionar 84pL de NaCl saturado (6 M) e agitar manualmente com vigor;
Centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo e adicionar duas vezes o volume de
etanol absoluto (aproximadamente 800pL);

Agitar e centrifugar os tubos por 1 minuto a 14.000 rpm;

Descartar o etanol absoluto e adicionar 1 mL de etanol 70%;

Inverter o tubo diversas vezes para lavar o pellet;

Centrifugar os tubos por 1 minuto a 14.000 rpm e desprezar o sobrenadante;
Deixar os tubos abertos por 30 minutos para a evaporagéo do etanol residual,
Dissolver o DNA em 60uL de TE 10: 0,1 (Tris HCI 10mM; EDTA 0,1mM);

A concentracdo de DNA obtida é em torno de 80ng/pL.
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ANEXO 1 - Aprovagdo Do Comité De Etica Em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceié — AL, 27/07/2011

Senhor (a) Pesquisador (a), Thiago Gomes de Andrade
Aline Cristine Pereira e Silva

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 27/07/2011 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (2) do processo n° 004517/2011-80 sob o titulo, Estudo de
associa¢do de polimorfismo em Gene do reldgio biolégico com preferéncia circadiana e
transtorno afetivo bipolar vem por meio deste instrumento comunicar a aprovagdo do
processo supra citado, com base no item VIIL. 13, b, da Resolugio n° 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V 4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitiria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA,
o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envid-los & mesma junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.¢).

Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposi¢io dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovagdo nfio é valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa
acima referido. e

(*) Areas tematicas especiais

Valido até: Julho de 2012
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