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RESUMO

A espécie humana caracteriza-se por ser diurna, concentrando 0s seus
episodios de atividade durante o dia e de repouso durante a noite. O episédio de sono
noturno, além de apresentar diferencas individuais em sua duragdo, ndo ocorre nas
mesmas horas da noite em todos os individuos, ou seja, existem diferencas individuais
relacionadas a preferéncia por horarios de sono. Estas diferencas nos horarios de
sono estdo associadas a diferencas de fase em outros ritmos biolégicos, como o da
temperatura corporal e da secrecdo de melatonina. Estas diferengas de fase
existentes entre os individuos estdo relacionadas ao chamado cronotipo. Inimeros
estudos mostram que o cronotipo € uma propriedade do sistema de temporizagao
circadiana. Entretanto, ainda nao se conhece a origem desta diferenca. Ela poderia ter
origem em diferencas presentes no relégio molecular de controle da ritmicidade
circadiana. Os objetivos deste estudo foram analisar a influéncia do local, sexo e idade
no cronotipo em adultos em relagcao a preferéncia diurna, através da utilizagdo do
questionario desenvolvido por HORNE e OSTBERG e verificar a freqiéncia do
polimorfismo C3111T nos individuos extremamente matutinos e vespertinos com
relacdo as preferéncias diurnas. 1.101 voluntarios responderam ao questionario HO.
Para a influéncia do local, sexo e idade no cronotipo foram analisados os dados dos
voluntérios adultos de duas localidades, Sdo Paulo e Curitiba. A populagdo de Sao
Paulo apresentou uma pontuacao mais elevada em relacdo a populacdo de Curitiba.
Os homens apresentariam uma tendéncia a vespertinidade. Para a verificagdo da
frequéncia do polimorfismo, a partir da pontuacdo obtida com o HO, foram
selecionados os individuos extremos matutinos e vespertinos para que fosse feita a
genotipagem a partir da extragdo de DNA. A analise de qui-quadrado nao detectou
diferencas significativas na freqiiéncia dos alelos C e T entre matutinos e vespertinos.
Nossos resultados sugerem que nao existe associacdo entre o polimorfismo C3111T
do gene Clock e o cronotipo.



1 INTRODUGAO

Uma das mudangas mais caracteristicas no ambiente das espécies é o ciclo
dia e noite. Correspondentemente, a maioria das espécies exibe mudancgas diarias
em sua fisiologia e/ou comportamento (ANOKHIN,1974). Estas mudancas,
caracterizadas como a capacidade dos organismos de expressarem seus
comportamentos e controlarem sua fisiologia, ocorrem de uma forma ciclica,
estavel e periédica, podendo entdo ser chamadas de ritmos bioldgicos.

Os ritmos biolégicos ndo sdo simplesmente respostas as mudangas que
ocorrem em 24 horas. Inicialmente, acreditava-se que o0s responsaveis pelos
ritmos biologicos eram os ciclos da natureza, como alternancia do dia e noite, ou
seja, dependeriam apenas de fatores externos devido a rotacdo da Terra em torno
do seu eixo. Hoje se sabe que os ritmos bioldgicos representam um sistema de
organizacado temporal interna aos organismos que tem como caracteristicas
basicas serem controlados por fatores enddégenos, capacidade de serem
sincronizados por ciclos ambientais e apresentarem compensacao as variagdes de
temperatura do ambiente (MARQUES e MENNA-BARRETO, 2003). Este carater
endégeno dos ritmos permite que 0s organismos antecipem, adaptem e preparem-
se para mudangas ambientais (ANOKHIN,1974).

Os ritmos biolégicos se manifestam na fisiologia e comportamento de
muitos organismos como bactérias, fungos, plantas, insetos, peixes, mamiferos e

dentre estes, os seres humanos.



Quando se mantém animais ou vegetais em um ambiente constantemente
iluminado ou escuro, pode-se observar a persisténcia dos ritmos biolégicos,
embora estes possam apresentar um periodo diferente daquele quando o
organismo esta exposto aos ciclos ambientais. Esses experimentos foram feitos, a
partir da década de 50, por ASCHOFF e WEVER (WEVER, 1979) os quais
coletaram dados de voluntarios que passaram alguns meses em uma caverna
totalmente escura, sem informacdes externas ou pistas ambientais. Os ritmos
biolégicos sincronizados pelo ciclo claro/escuro, como o ciclo vigilia/sono,
passaram a apresentar periodos diferentes de 24 horas. Nesta situacéo, os ritmos
estdo em situacdo de livre-curso e o0 periodo pode variar entre os individuos

(DAVIDSON AJ e MENAKER M., 2003; ROENNEBERG T. e MERROW M., 2003).

Basicamente, costuma-se dividir os ritmos biologicos em trés categorias
diferentes, de acordo com o seu periodo:

e Ritmos ultradianos, os quais se repetem dentro de um periodo menor que
20 horas e tém como exemplo o piscar dos olhos, ritmos cardiacos;

e Ritmos infradianos, os quais se repetem dentro de um intervalo maior que
28 horas, tendo como exemplo o ciclo menstrual, ritmo de produgéo de plaquetas
no sangue, cujo periodo é de 7 dias ;

e Ritmos circadianos, os quais se repetem de 20 a 28 horas, como por
exemplo o ciclo sonolvigilia, secregéd de hormdnios como melatonina, cortisol,

pico de temperatura corporal.



A maior parte do conhecimento na area de cronobiologia esta relacionada
aos ritmos circadianos. Por este motivo, neste estudo sera dada maior énfase a
estes ritmos.

Ritmos circadianos sdo oscilacdes geradas endogenamente nas fung¢des
bioldgicas que ocorrem em um periodo de aproximadamente 24 horas ou dentro
do intervalo entre 20 a 28 horas, e persistem mesmo quando pistas ambientais ou
zeitgebers estao ausentes, indicando a existéncia de um mecanismo interno
chamado relégio biolégico (HALBERG, 1959). Portanto, o controle dos ritmos
biolégicos endoégenos é regulado por processos neurais e hormonais (KULLER,
2002).

A demonstracdo do carater enddgeno dos ritmos biolégicos teve inicio no
século XVIIl com o cientista francés DE MAIRAN que foi o primeiro a propor a
possivel existéncia de um fator interno ao organismo controlando a ritmicidade,
(ROTENBERG et al., 2003). DE MAIRAN observou 0 movimento regular de
abertura e fechamento das folhas da planta sensitiva Mimosa pudica e constatou
que quando a planta era mantida em condi¢des de escuro constante, 0 movimento
de abertura e fechamento das folhas era mantido.

Apbs trabalhos realizados na década de 70 (WEAVER, 1998), acreditava-
se que o relégio bioldégico, nos mamiferos, inclusive na espécie humana, estava
localizado apenas no nucleo supraquiasmatico do hipotdlamo (IWASE et al.,
2002). Estes nucleos séo aglomerados de células nervosas do sistema nervoso

central e estdo localizados na base do cérebro, sobre o cruzamento das fibras



nervosas originarias dos olhos (quiasma 6ptico). Estudos recentes tém
demonstrado que tecidos periféricos (rins, figado, pulmdes) também expressam
seus proprios ritmos, havendo interagdo entre os nucleos do sistema nervoso
central e estes tecidos (BRANDSTAETTER, 2004). Podemos considerar que ha
no organismo um sistema de temporizagao circadiana, que é formado nao s6 por
estruturas do sistema nervoso central, mas por érgéos periféricos.

Os zeitgebers ou sincronizadores séd 0s ciclos ambientais que possibilitam
0 ajuste dos ritmos biolégicos. Sao exemplos de sincronizadores: ciclo
claro/escuro, alimentacao e fatores sociais (horario de aulas, trabalho, lazer, etc).
A sincronizagdo do ritmo circadiano € um processo ativo chamado arrastamento,
sendo o ciclo claro/escuro o principal zeitgeber (ROENNEBERG e MERROW,
2003).

A espécie humana caracteriza-se por ser diurna, concentrando os seus
episédios de atividade durante o dia e o0 repouso durante a noite (KLEITMAN,
1963). O episédio de sono noturno, além de apresentar diferencas em sua
duragdo, nao ocorre nas mesmas horas da noite em todos os individuos, ou seja,
existem diferencas individuais relacionadas a preferéncia por horarios de sono,
constituindo o chamado cronotipo. Inimeros estudos mostram que o cronotipo é
uma propriedade do sistema de temporizagcao circadiana (VAN DONGEN, 1998).
Individuos que preferem dormir mais cedo e acordar mais cedo sdo chamados de
matutinos. Aqueles que preferem dormir mais tarde e acordar méis tarde sao

denominados vespertinos.



Cronotipos, caracteristica que pode ser chamada de preferéncia diurna ou
preferéncia pelos horarios de sono e vigilia, podem ser identificados, em humanos,
pelo questionario desenvolvido por HORNE e OSTBERG (Questionario para
Identificacdo de Individuos Matutinos e Vespertinos — MEQ ou HO). Sao avaliadas
19 questdes relatando horarios de sono e vigilia entre outros habitos como
preferéncias pelos horarios de atividade fisica e mental dos individuos avaliados
(HORNE e OSTBERG,1976). O questionario foi traduzido em varias linguas e
usado em diferentes culturas e paises (SMITH,1998).

Os cronotipos sao classificados em matutinos e vespertinos os quais sao
considerados extremos cronotipos. Entre estes extremos existem os
intermediarios matutinos e vespertinos e ainda os individuos considerados
indiferentes em relacdo aos extremos. Esta classificacdo dos cronotipos é
atribuida por uma pontuagao que se estende de 16 até 86, com pontuagéo acima
de 58 os sujeitos sao classificados como matutinos e com uma pontuagéo abaixo
de 41 s&o classificados com vespertinos. De acordo com HORNE e OSTBERG,
sujeitos com pontuagdo abaixo de 70 s&o classificados como moderadamente
matutinos e o restante como matutinos. Os vespertinos sdo classificados com
pontuagdo abaixo de 31 e o restante como moderadamente vespertino (ADAN e

NATALE, 2002).



O periodo circadiano endégeno, ou seja, aquele que o individuo apresenta

em situacdes de livre-curso ou isolamento temporal, foi investigado em individuos
- matutinos e vespertinos (DUFFY et al., 2001). Na maioria dos individuos a fase
endbgena é de aproximadamente 25 horas (WEVER,1979). Tem sido hipotetizado
que individuos matutinos apresentariam o periodo endégeno um pouco menor
quando comparados aos individuos vespertinos (KERKHOF, 1985).
Os extremos cronotipos matutino e vespertino apresentam diferencas significativas
em relagdo a fase enddgena dos ritmos biolégicos circadianos. Os individuos
matutinos tém seus ritmos apresentando um avango de fase quando comparados
a individuos vespertinos 0s quais apresentam um atraso de fase em seus ritmos
enddgenos (KERKHOF,1985). Sucintamente, nos individuos matutinos os picos de
secrecao de horménios, alerta subjetivo e temperatura corporal acontecem mais
cedo do que nos ritmos circadianos dos vespertinos. Segundo alguns autores
(LANCEL e KERKHOF, 1991; VINK et al., 2001), a temperatura corporal maxima,
o alerta subjetivo, secrecao de melatonina e cortisol ocorrem, em média, 1,2 horas
antes nos individuos matutinos. Outros autores (KERKHOF, 1985; CZEISLER et
al., 1985) encontraram valores para temperatura maxima corporal em matutinos
ocorrendo adiantadas 2,1 horas em relagdo aos vespertinos. E segundo LAVIE e
SEGAL (1989) foi observado que entre individuos matutinos e vespertinos ha, em
média, uma diferenca nos ritmos circadianos do sono e vigilia de 2 horas.

Essas diferengcas nas fases dos ritmos circadianos entre os cronotipos

podem ser observadas pelo comportamento ou preferéncias expressadas pelos



individuos. Os matutinos sentem-se sonolentos, adormecem e acordam mais cedo
do que os vespertinos. A duragao do sono € menos variavel e o despertar tem um
horario mais fixo ou constante em relacdo aos vespertinos (LANCEL e
KERKHOF,1991). Os vespertinos s3o associados com grande necessidade de
dormir, permanecem menos tempo do que O necessario na cama durante a
semana, pois os fatores sociais sdo predominantes ou determinam os horarios de
sono. Permanecem por um tempo maior na cama durante os finais de semana,
tém horarios tardios para dormir e acordar principalmente nos finais de semana,
habitos irregulares de sono e vigilia. Estes sujeitos tém um débito de sono durante
a semana, estendendo-o durante os finais de semana (ASCHOFF, 1979;

ISHIHARA, 1988; KERKHOF, 1985).

As bases biologicas das diferencas de fase na ritmicidade circadiana
endogena dos extremos cronotipos nao sao conhecidas (WEVER, 1979; DUFFY
et al., 2001).

Mesmo que os fatores determinantes para as diferen¢as individuais dos
ritmos circadianos sejam endodgenos, fatores exdgenos também influenciam na
expressdo dos cronotipos mascarando-os com as condicdes ambientais como
temperatura do ambiente, exposicao a luz, comportamentos social e alimentar,
horarios de sono e vigilia (VAN DONGEN, 1998).

Embora ndo se conhegam ainda as bases das diferengas individuais dos

ritmos circadianos, pesquisas indicam que poderiam ter origem em diferengas



presentes no relégio molecular de controle da ritmicidade circadiana. A partir de
1998, surgiram trabalhos com o objetivo de estabelecer relagdes entre
polimorfismos de alguns genes de reconhecida fungdo no sistema de
temporizacdo e as diferencas individuais do cronotipo (KATZEMBERG et al.,

1998).

Estudos em animais e em humanos tém demonstrado a existéncia de
polimorfismos genéticos que atuam sobre os ritmos circadianos. Provavelmente
um grande numero de fatores gqnétiws estejam relacionados as variagcbes entre

individuos na expresséao dos ritmos circadianos na populacéo em geral.

Estudando-se a mosca de fruta Drosophila melanogaster, cinco genes
indispensaveis as atividades circadianas foram isolados. S&o eles: os genes
reguladores Period (per), Timeless (tim), dClock (clk), Cycle (cyc) Doubletime
(dbf). Genes de mamiferos homélogos aos de Drosophila melanogaster também
tém sido estudados para que se possa entender mais sobre 0s ritmos circadianos
em relacdo as bases moleculares da ritmicidade biolégica (PANDA et al., 2002).

Varios estudos foram publicados mostrando que mutagcdes genéticas
podem alterar a ritmicidade circadiana em uma grande variedade de organismos
incluindo mamiferos (RALPH e MENAKER, 1988, VITATERNA, 1994,
TAKAHASHI, 1995).

Atualmente, os principais genes conhecidos por controlar o ritmo circadiano

nos mamiferos sdo os genes: Clock, Bmal1, Period (per) e Timeless (tim). Estes



sdo genes altamente conservados desde a Drosophila melanogaster até os
mamiferos, incluindo o homem. Os mesmos genes encontrados também em
roedores tém mecanismos semelhantes de expressao e repressao génica os quais
provavelmente estariam presentes na espécie humana (PANDA et al, 2002).
Mutacbes em genes que fazem parte do controle da ritmicidade em roedores séo
capazes de alterar o ciclo de sono e vigilia destes animais. Estes genes podem
estar associados a sindromes relacionadas a alteracdes da ritmicidade circadiana
humana (TOH et al,, 2001) assim como polimorfismos naturais existentes nestes
mesmos genes estariam relacionados a diferengcas nos fendtipos como
dificuldades de sincronizagao as pistas externas, como por exemplo, as sindromes
de atraso e avango de fase. Ja foram descritos na literatura casos de familias em
que essas doencas ocorrem, sugerindo que tais disturbios estdo, pelo menos em
parte, sob controle genético (FINK e ANCOLI-ISRAEL, 1997).

Um modelo de mecanismo foi proposto para explicar o papel de cada um
desses genes no controle do ritmo circadiano. Os genes Clock e Bmal1 codificam
proteinas que, quando sintetizadas, se unem formando uma estrutura denominada
heterodimero. Este promove, entdo, a transcricdo dos genes Per1, Per2, Per3,
Tim, Cry1 e Cry2 enquanto os dimeros Per-Tim, Per-Per, Tim-Cry e Per-Cry
bloqueiam o efeito do heterodimero Clock-Bmal1, formando assim, um “Joop”
autoregulatério de transcricdo-traducdo que dura, aproximadamente, 24 horas. O
papel da Cke (caseina quinase) seria de regular a atividade da proteina Per

através de fosforilagdo (SANGORAM et al., 1998, LOWREY. et al., 2000).
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Figura 1. Adaptado de LOWREY et al.; 2000. Esquema do relégio molecular. O heterodimero
clock-bmal1 (em rosa e laranja) ativa a transcrigdo dos genes Per 1, 2 e 3, Cry 1 e 2 e Tim. As
proteinas codificadas por estes genes interagem no citoplasma (circulos vermelhos, verdes e azuis),
onde também a proteina Per 2 é fosforilada por CK1e (em verde claro). Estas proteinas formam
dimeros que retornardo depois ao nucleo para inibir a agdo do heterodimero clock-bmal1 na
transcrigdo de seus proprios genes, formando assim um “loop” autoregulatério negativo de duragéo
aproximada de 24h. O esquema do relégio molecular é constantemente atualizado com estudos
sobre possiveis genes os quais fazem parte do relégio biolégico (HIROTA e FUKADA, 2004).

Pesquisas mostraram que o gene Clock, acrénimo de Circadian Locomotor
Output Kaput, pertencente ao cromossomo 4q12, é responsavel pela regulagao de
duas propriedades fundamentais do sistema do reldgio circadiano na determinacao
da duracdo do periodo endégeno e na persisténcia do desenvolvimento do ritmo
circadiano. Isto péde ser comprovado através de estudos nos quais camundongos

com mutagdes no gene Clock nao eram capazes de desenvolver o ritmo circadiano
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normal em escuro constante, e o periodo circadiano em livre curso deles era mais

longo que em animais selvagens (VITATERNA et al., 1994).

Um exemplo de controle genético de um componente do ritmo circadiano € o
fendbmeno da matutinidade-vespertinidade. Em 1998, KATZEMBERG e cols
publicaram um trabalho no qual descreveram uma associacdo entre um
polimorfismo de um unico nucleotideo (modificacdo de um nucleotideo em uma
determinada posicdo, que causa efeitos mais brandos do que uma mutagao) na
regiao nao-codificadora no flanco 3’ do gene Clock e o cronotipo ou preferéncia
diurna em humanos, avaliado pelo questionario de HORNE-OSTBERG. Individuos
que apresentaram uma mudanga de citosina para timina na posicao 3111 do gene

Clock apresentavam uma tendéncia a matutinidade.

2 OBJETIVOS

e Analisar a influéncia do local, sexo e idade no cronotipo em adultos em
relacdo a preferéncia diurna, através da utilizacdo do questionario desenvolvido por

HORNE e OSTBERG.

e Verificar a freqiéncia do polimorfismo C3111T nos individuos extremamente
matutinos e vespertinos com relagao as preferéncias diurnas. Este polimorfismo
refere-se a uma substituicdo do nucleotideo C para T na posi¢cdo 3111 da regiao

nao-codificadora 3’ do gene Clock da sequéncia de DNAc.
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3 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido em conjunto pelo Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Parand e pelo Laboratério de Biologia Molecular do

Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

3.1 SUJEITOS
Houve a participacdo de 1.101 voluntarios alunos de graduacdo e poés-
graduacao do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana e

alunos de graduacéao da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Os voluntarios responderam ao questionario proposto por HORNE-
OSTBERG (1976) para a determinacdo da preferéncia diurna (Questionario para

Identificagao de Individuos Matutinos e Vespertinos - MEQ ou HO) (Anexo 1).

3.2 ANALISE DA INFLUENCIA DO LOCAL, SEXO E IDADE NO CRONOTIPO
EM ADULTOS

Foram analisados os dados dos voluntarios adultos de duas localidades, Sao
Paulo e Curitiba. As médias da pontuagao foram comparadas atraves da analise de
variancia (ANOVA), sendo considerados como fatores o local e o sexo. A
correlacéo entre a pontuacédo e a idade foi pesquisada através do coeficiente de

Spearman.
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3.3 VERIFICAGAO DA FREQUENCIA DO POLIMORFISMO C3111T NOS
INDIVIDUOS EXTREMAMENTE MATUTINOS E VESPERTINOS COM
RELAGAO AS PREFERENCIAS DIURNAS

3.3.1 SUJEITOS
A partir da pontuacao obtida com o questionario HO, foram selecionados os

individuos extremos matutinos e vespertinos para que fosse feita a analise do DNA.

3.3.2 IDENTIFICAGAO E TIPAGEM DO POLIMORFISMO NA POSIGAO 3111
DO GENE CLOCK

ETAPA 1 - O DNA foi extraido dos leucécitos a partir da doagdo de sangue dos

voluntarios caracterizados com cronotipos extremos.

ETAPA 2 - Ap6s a extracdo, o DNA foi amplificado nas regides de interesse
usando-se os “primers” Clock F2 (TCCAGCAGTTTCATGAGATGC) e Clock R2
(GAGGTCATTTCATAGCTGAGC). Para PCR: 2minutos 95 °C; 30 ciclos 30 s - 95
°C,30s59°, 1 min-72°; 5min - 72 °C. O resultado do PCR foi submetido a
digestdo com a enzima BSP 1286/ por 5 horas a uma temperatura de 37 °C. O
produto da digestao foi observado em gel de acrilamida. Para homozigotos (TT),
uma banda com 220 pb apareceu; para homozigotos (CC), duas bandas (uma com

97 pb e outra com 123 pb); para heterozigotos, apareceram trés bandas no gel.

A etapa 1 foi realizada no Departamento de Fisiologia da Universidade

Federal do Parana e a etapa 2 foi realizada pelo Laboratério de Biologia Molecular
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do Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo

(UNIFESP).

3.3.3 ANALISE DOS DADOS

A freqliéncia alélica e genotipica nos dois grupos extremos foi comparada
através do teste do qui-quadrado, com o objetivo de verificar a existéncia de
associagcao com o carater matutinidade/vespertinidade.

A comparagdo das médias dos 3 genétipos foi feita pela andlise de

variancia das médias do resultado do questionario HO.

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA INFLUENCIA DO LOCAL, SEXO E IDADE NO CRONOTIPO
EM ADULTOS
Foram analisados dados de 1.101 adultos de duas localidades, Sao Paulo

com idade média de 22,9(x5,8) e Curitiba com idade média de 21,6(x7,4), sendo

423 homens e 678 mulheres.
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A distribuicdo dos sujeitos em relagcdo ao local e pontuagdo do

questionario HO esta representada na figura 2.

222

185

148

"

No of obs

74

I 10 1 I" 11

10 20 30 40 50 60 70 80 9010 20 30 4) 50
LOCAL: CTBA LOCAL: 8P

90

Figura 2: Distribuicdo dos sujeitos em relagéo ao local e pontuag&o.

As médias da pontuagdo foram comparadas através da andlise de
variancia, tendo como fatores o local e o sexo. A tabela 1 apresenta os

resultados.
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Tabela 1 — Valores médios do resultado do questionario HO por local e sexo.

Local Sao Paulo (n=477) Curitiba (n=573)
50,8(x10,7) 48.1(x11,8)
P . Homens Mulheres Homens Mulheres
ontuagao (n=125) (n=358) (n=298) (n=320)
49,8(+10,4) | 51,1(¢10,7) 47,3(+11,7) 48,8 (+11,8)

A analise mostrou a influéncia do local sobre o cronotipo (p<0,001). A

populacdo de Sao Paulo apresenta uma pontuacdo mais elevada em relagdo a

populagcao de Curitiba. Ou seja, a populagéo de Curitiba tem a tendéncia de ser

mais vespertina.

A influéncia do fator sexo apresentou resultados no limite de significancia

(p=0,051). Os homens apresentariam uma tendéncia a vespertinidade.

A correlacdo entre a pontuacédo e a idade foi pesquisada através do

coeficiente de Spearman (R=0,147; p<0,001), mostrando a ja descrita tendéncia a

matutinidade com o envelhecimento.
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4.2 VERIFICAGAO DA FREQUENCIA DO POLIMORFISMO C3111T NOS
INDIVIDUOS EXTREMAMENTE MATUTINOS E VESPERTINOS COM
RELAGAO AS PREFERENCIAS DIURNAS

A partir da pontuagdo obtida, foram selecionados os individuos matutinos
(n=71) e vespertinos (n=51), para que fosse feita a genotipagem a partir de coleta
de sangue e extracdo de DNA dos leucécitos. A tabela 2 apresenta o sexo, a
média e o respectivo desvio-padrao da idade dos individuos:

Tabela 2 — Sexo, média e o respectivo desvio-padrao da idade dos

individuos:
Sexo N Média da Idade
Mulheres 81 26,32(x7,81)
Homens 41 25,41(x7,31)
Total 122 26,02(7,63)

A tabela 3 apresenta o numero de individuos em cada gendtipo.

Tabela 3 — Numero de individuos em cada genétipo:

TT CcT cC

VESPERTINOS 26 21 4

MATUTINOS 32 32 7
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A analise de qui-quadrado (Pearson) ndo detectou diferengas significativas
na freqiéncia dos alelos C e T entre matutinos e vespertinos (p=0,80).

A tabela 4 apresenta a média e o respectivo desvio-padrao da pontuacao
dos individuos em cada genotipo:

Tabela 4 — Média e desvio padrdao do resultado do questionario HO para cada

genotipo.
Pontuacao N
TT 50,26( +20,08 ) 58
CT 53,04(+£19,36) 53
cC 51,27(+20,32) 11
Total 122

A andlise de variancia ndo detectou diferentes nas médias do resultado do

questionario HO entre os genétipos (p=0,76).

5 DISCUSSAO

Nossos objetivos foram analisar a influéncia do local, sexo e idade no
cronotipo em adultos em relagédo a preferéncia diurna e associar a freqiiéncia do
polimorfismo C3111T no gene CLOCK em uma populacdo de extremos para

preferéncia diurna.
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Em relagdo a analise da influéncia do local e sexo no cronotipo, foi
encontrado influéncia significativa do local. Os participantes de Curitiba
apresentaram valores menores nas meédias da pontuacdo quando comparados
aos valores de Sao Paulo (p<0,001). Os participantes de Curitiba apresentaram-se
mais vespertinos quando comparados aos participantes de Sao Paulo. Especula-
se que isso se deve ao fato de que a média de idade dos participantes de Curitiba
seja mais baixa do que a média de idade dos participantes de Sao Paulo. Na
adolescéncia hd um atraso de fase em relagdo aos horérios de sono
(CARSKADON et al., 1993). Ja na fase adulta, hd um avan¢o de fase e quanto
maior a idade, maior é este avan¢o (WATERHOUSE JM e MINORS DS, 1996). A
influéncia do local no cronotipo pode estar relacionada com a latitude. Cidades
com diferentes latitudes tém diferentes fotoperiodos e, quanto mais préximo a
linha do Equador, maior o fotoperiodo da regido. Os habitos sociais destas duas
cidades também podem estar influenciando o resultado obtido no cronotipo.

A possivel influéncia do sexo, com os homens apresentando-se mais
vespertinos, é corroborada por estudo recente de ADAN e NATALE (2002), que
sugere a presenca de uma maior vespertinidade em homens.

Foi identificada correlagcdo significativa entre a pontuacdo e a idade
(p<0,001). Estes dados confirmam os estudos de MARQUES e MENNA-
BARRETO (2003).

Em relacdo a associacdo da freqiiéncia do polimorfismo C3111T no gene

CLOCK em uma populacéo de extremos para preferéncia diurna, nossos
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resultados sugerem, ao contrario do proposto por KATZEMBERG e cols (1998),
que ndo existe associacdo entre o polimorﬁsrho C3111T do gene CLOCK e o
cronotipo. Ou seja, nao foram encontradas diferencas na frequéncia do alelo
3111C em vespertinos. Ao contrario, foram encontrados em nossas amostras 7
sujeitos matutinos homozigotos para o alelo 3111C. Estes resultados sé&o
corroborados pelo recente estudo que também ndo achou associagédo entre o

gene CLOCK e preferéncia diurna (ROBILLIARD et al., 2002).

A confirmacéo de nossos resultados poderia ocorrer a partir da analise do
genétipo de um nimero maior de sujeitos com cronotipd extremo.

Outros genes do relégio molecular tém sido estudados. Um dos genes
candidatos do relogio biolégico € o gene Per3 cujo polimorfismo tem sido
associado com sindrome da fase do sono atrasada e preferéncia diurna extrema
(ARCHER et al., 2003)

A associacao de outros genes que fazem parte do relégio biolégico séo as
perspectivas para o futuro. O estudo da influéncia conjunta dos genes Per3 e
Clock ou ainda de outros genes do relégio molecular pode mostrar resultados

promissores.
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7 ANEXO

ANEXO 1

QUESTIONARIO PARA IDENTIFICACAO DE INDIVIDUOS MATUTINOS E
VESPERTINOS
INSTRUCOES:
1. Leia com atencéo cada questao antes de responder.
2. Responda todas as questdes na ordem numérica.
3. Assinale apenas uma resposta para cada questao.
4. Responda a cada questao com toda a honestidade possivel.
5. Se vocé quiser escrever algum comentario, faca-o em folha separada.

6. Nao esqueca de preencher os dados pessoais na ultima folha.

1. Se vocé pudesse acordar na hora que vocé quisesse, a que horas vocé se

levantaria?
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2. Se vocé pudesse ir dormir na hora que vocé quisesse, a que horas vocé se

deitaria?
20 21 22 23 24 01 02 03

3. Até que ponto vocé é dependente do despertador ou de outra pessoa para
acordar de manha?

Nada dependente

Um pouco dependente

Dependente

Muito dependente

4. Vocé acha facil acordar de manha?
Muito dificil

Um pouco dificil

Facil |

Muito facil

5. Como vocé se sente durante a primeira meia hora depois de acordar?
Nada atento
Pouco atento

Atento



27

Muito atento

6. Como é seu apetite durante a primeira hora depois de acordar?
Muito ruim

Ruim

Bom

Muito bom

7. Durante a primeira hora depois de acordar vocé se sente cansado?
Muito cansado

Pouco cansado

Em forma

Em plena forma

8. Se vocé nao tivesse que acordar cedo no dia seguinte e comparando com sua
hora habitual, a que horas vocé gostaria de ir deitar?

No horario de sempre

Uma hora mais tarde do que o horario de sempre

Duas horas mais tarde do que o horario de sempre

Mais do que duas horas mais tarde do que o horario de sempre



28

9. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horéario das 7:00 as
8:00 horas da manha, duas vezes por semana. Como voceé se sentiria?

Estaria em forma

Estaria razoavelmente em forma

Acharia isso dificil

Acharia isso muito dificil

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

20 21 22 23 24 01 02 03

11. Vocé quer estar no maximo de sua forma para fazer um teste que é
mentalmente cansativo (por exemplo, uma prova na escola). Qual desses horarios
vocé escolheria para fazer esse teste?

Das 8:00 as 10:00

Das 11:00 as 13:00

Das 15:00 as 17:00

Das 19:00 as 21:00
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12. Se vocé fosse se deitar as 23:00 horas, como vocé se sentiria:
Nada cansado

Um pouco cansado

Cansado

Muito cansado

13. Por alguma razdo vocé foi dormir varias horas mais tarde do que é seu
costume. Se no dia seguinte vocé nao tiver hora certa para acordar, 0 que
aconteceria com vocé?

Acordaria na hora de sempre, sem sono

Acordaria na hora de sempre, com sono

Acordaria na hora sempre e dormiria novamente

Acordaria mais tarde do que de costume

14. Se vocé tivesse que ficar acordado das 4:00 as 6:00 horas da manha para
realizar uma tarefa e nao tivesse compromisso no dia seguinte, o que vocé faria:

S6 dormiria depois de realizar a tarefa

Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois

Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois

S6 dormiria antes de fazer a tarefa
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15. Se vocé tivesse que fazer duas horas de exercicio fisico pesado, em qual
destes horarios vocé se sentiria melhor?

Das 8:00 as 10:00

Das 11:00 as 13:00

Das 15:00 as 17:00

Das 19:00 as 21:00

16. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 22:00 as
23:00 horas, duas vezes por semana. Pensando apenas na sua disposi¢ao, o que
vocé acha de fazer exercicios nesse horario?

Estaria em boa forma

Estaria razoavelmente em forma

Acharia isso dificil

Acharia isso muito dificil

17. Suponha que vocé pudesse escolher o seu proprio horario da escola e que
vocé tivesse que ficar 5 horas seguidas por dia. Pensando no seu desempenho,

qual horario vocé escolheria?

0001 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24
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18. A que hora do dia vocé atinge o0 seu momento de maior disposicao?

0001 02 03 04050607 080310 11 12 13 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24

19. Fala-se em pessoas matutinas, aquelas que gostam de acordar cedo e dormir
cedo e pessoas vespertinas, aquelas que gostam de acordar tarde e dormir tarde.

Com qual destes dois tipos vocé é mais parecido?

Tipo matutino
Mais matutino que vespertino
Mais vespertino que matutino

Tipo vespertino



