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RESUMO

A preferéncia circadiana de um individuo, também chamada de cronotipo € uma
caracteristica fenotipica que reflete o turno do seu dia com maior nivel de
atividade e desempenho de tarefas. Atualmente, existem diferentes métodos e
escalas que auxiliam na classificacdo de pessoas “matutinas” ou “vespertinas”.
Sugere-se que 0s cronotipos humanos podem sofrer influéncia defatores
enddégenos como, o ritmo da temperatura corporal, secre¢cdo hormonal e
mecanismos genéticos, assim como fatores exdgenos como, o ciclo diario
claro/escuro (dia/noite) e fatores sociais. O neurotransmissor serotonina €
reconhecidopor seu importante papel ligado a regulacdo do ritmo circadiano, uma
vez que alteracdes presentes no ciclo do sono podem ser associadas a fatores
como o estresse e a mudancas no estado de humor do individuo. Dentre os genes
envolvidos no metabolismo da serotonina, o polimorfismo HTR2A -1438A/G
(rs6311), no gene HTR2A, foi o foco deste estudo devido seu destaque por estar
associado a suscetibilidade a distarbios psiquiatricos. Dada a relevancia da
serotonina, estudos acerca de sua influéncia sobre o ciclo circadiano,
principalmente sobre os cronotipos, podem elucidar o quanto essas variacdes
genotipicas podem influenciar no comportamento. Assim, o presente trabalho tem
o propésito de investigar qual a relagcdo do polimorfismo rs6311 com a preferéncia
matutina-vespertina em uma da populacéo de individuos jovens. Para isso foram
coletados dados de 161 voluntarios, do sexo masculino, com idade de 18 a 32
anos. Para analise do polimorfismo, realizou-se a extracdo de DNA de sangue
periférico e posterior genotipagem por PCR-RFLP. Para a coleta dos dados dos
cronotipos foi utilizado o Questionario para ldentificacdo de Individuos Matutinos e
Vespertinos de Horne e Ostberg (1976) - MEQ, um instrumento utilizado na area
da neurociéncia e em estudos com o ciclo circadiano. Os dados foram
analisados apartir dos testes estatisticos: Qui-quadrado (x2) para associacao do
gendtipo e cronotipo; e ANOVA one-waypara andlise das variancias das meédias
das pontuacBes em relacao aos cronotipos por genétipo. Os resultados mostraram
gue o polimorfismo estudado de forma isolada nédo influenciou sobre a preferéncia
matutina ou vespertina dos individuos, devido o cronotipo ser um fendtipo
complexo e quesua determinacao cabe a analise para além de fatores genéticos,
como considerar também o estado fisiologico, idade, género e fatores
ambientais concernentes ao individuo. Contribuindo com os estudos seguintes de
associacdo entre demais polimorfismo desse gene, que se mostra com grande
potencial, visto que ele pode apresentar uma relacdo e contribuicdo na
modelagem do fendtipo matutino- vespertino.

Palavras-chave: Cronotipo; polimorfismo genético; receptor de serotonina.



ABSTRACT

An individual's circadian preference, also called chronotype, is a phenotypic
characteristic that reflects the time of day with the highest level of activity and
task performance. Currently, there are different methods and scales that help
classify people as “morning” or “evening”. It is suggested that human
chronotypes may be influenced by endogenous factors such as the rhythm of
body temperature, hormone secretion and genetic mechanisms, as well as
exogenous factors such as the daily light/dark cycle (day/night) and social
factors. The neurotransmitter serotonin is recognized for its important role in
regulating the circadian rhythm, since alterations present in the sleep cycle can
be associated with factors such as stress and changes in the individual's mood.
Among the genes involved in serotonin metabolism, the rs6311 (-1438G/A)
polymorphism in the HTR2A gene was the focus of this study due to its
importance for being associated with susceptibility to psychiatric disorders.
Given the relevance of serotonin, studies about its influence on the circadian
cycle, mainly on chronotypes, can elucidate how much these genotypic
variations caninfluence behavior. Thus, the present work aims to investigate the
relationship between the rs6311 polymorphism and the morning-evening
preference in one of the populations of young individuals. For this, data were
collected from 161 male volunteers, aged between 18 and 32 years. To analyze
the polymorphism, DNA was extracted from peripheral blood and subsequent
genotyping by PCR-RFLP. For the collection of chronotype data, Horne and
Ostberg's Questionnaire for the Identification of Morning and Evening
Individuals (1976) - MEQ, an instrument usedin the area of neuroscience and
in studies with the circadian cycle, was used. Data were analyzed using the
following statistical tests: Chi-square for association between genotype and
chronotype; and one-way ANOVA for analysis of variances of mean scores in
relation to chronotypes per genotype. The results showed that the
polymorphism studied in isolation did not influence the morning or afternoon
preference of the individuals, due to the chronotype being a complex phenotype
and that its determination is up to analysis beyond genetic factors, such as also
considering the physiological state, age, gender and environmental factors
concerning the individual. Contributing to the following association studies
between other polymorphisms of this gene, which shows great potential, since it
can present a relationship and contribution in modeling the morning-evening
phenotype.

Keywords: Chronotype; genetic polymorphism; serotonin receptor.
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INTRODUCAO

Durante um periodo de 24 horas, os horarios preferidos de um individuo
para ser mais ativo ou para dormir podem dividir a populacdo em sujeitos
matutinos (os que preferem acordar cedo e sdo mais produtivos no periodo da
manhd) e os vespertinos (que sdo mais produtivos a noite e preferem ficar
acordados até mais tarde). Essa importante caracteristica em relacdo as
diferencas de fase dos ritmos circadianos tem sido denominada cronotipo ou
preferéncia de matutinidade- vespertinidade. Os trés cronotipos principais sao
distinguidos em: matutino, indiferente e vespertino. (MONTARULLI et al., 2021;
DUARTE, 2018).

Dessa forma, a ritmicidade circadiana nos seres humanos é
representada por um fendtipo complexo derivado de mudltiplos fatores, dentre
eles o0s genéticos e estimulos ambientais como ciclo claro-escuro e latitude que
assim contribuem para definir o cronotipo do individuo. (ADAN et al, 2012;
ZALMBACH et al; DUARTE, 2018).

Os cronotipos podem ser avaliados mediante entendimento dos habitos,
rotinas e bem-estar das pessoas em diferentes horarios ao longo das 24 horas
do dia. Individuos com o cronotipo do tipo matutino tém um ciclo vigilia-sono
relativamente avancado em que realizam suas atividades logo que despertam
e apresentam melhor desempenho no inicio do dia, enquanto aqueles com o
cronotipo do tipo vespertino tém um ciclo vigilia-sono relativamente atrasado
em que e apresentam melhor desempenho no final do dia. Dessa forma, o
cronotipo pode influenciar em atitudes, estilo de vida, fungdo cognitiva,
desempenho atlético e tracos de personalidade. Em que as diferencas
interindividuais nos cronotipos precisam ser consideradas para reduzir o0s
efeitos negativos das interrup¢des circadianas na saude (ADAN, 2010;
DUARTE, 2018).

O ritmo circadiano desempenha um papel fundamental na regulacéo de
funcdes bioldgicas, como o cronotipo, incluindo ciclo sono-vigilia, temperatura
corporal, secrecao hormonal, ingestdo de alimentos e desempenho cognitivo e
fisico. Consequentemente, alteracdes no ritmo circadiano podem levar a

doencas cronicas e distarbios do sono, como varios estudos evidenciaram que



a interrupcdo circadiana pode levar a doencas metabdlicas, como diabetes,
obesidade (TEVY, 2011), cancer (MORMONT, WATERHOUSE 2002), doencas
neurodegenerativas (TRANAH et al., 2011) além de consequéncias
cardiovasculares adversas, como aumento do risco de doencas
cardiovasculares, com mortalidade relacionada e ao acidente vascular
cerebral (PAUDEL et al, 2010).

A serotonina, por sua vez, € um neurotransmissor responsavel pela
regulacdo de diversos aspectos fisiologicos que afetam o ritmo circadiano,
como o sono, a termorregulagcéo, a respiracdo, o apetite, a homeostase da
glicose e a dor. Esse neurotransmissor também modula funcdes cerebrais
complexas, como a cognicdo e o comportamento emocional (STRAC et al.,
2016).

A sinalizacdo da serotonina ocorre por sua ligacédo a pelo menos um dos
seus 14 receptores (EL-MERAHBI et al., 2015). Essa ligacdo permite que a
serotonina inicie uma cascata de sinalizacdo especifica de acordo com a sua
funcdo (NODA, et al., 2004, BERGER et al., 2009). Alteragdes no sistema
serotoninérgico foram relacionadas a diferentes transtornos comportamentais e
doencas neurodegenerativas, como o transtorno bipolar (LASKY-SU et al.
2005), ansiedade- depressao (SEN et al., 2004), transtorno de personalidade
(SAVITZ 2004), esquizofrenia (ABDOLMALEKY et al. 2004) e doenca de
Alzheimer (HOLMES et al., 1998).

Na via metabdlica deste neurotransmissor podem ser encontrados
diversos genes de relevancia para estudo deste comportamento. O gene
HTR2A, por exemplo, € responsavel por codificar um dos receptores
serotoninérgicos, e esta implicado na fisiopatologia e tratamento de varios
transtornos psiquiatricos, além de também estar relacionado com o ciclo
circadiano (SPIES, 2020).

Dessa forma, o presente estudo teve o0 objetivo de investigar a
associagao do polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311), do gene HTR2A com a
preferéncia matutina-vespertina em uma populacdo de individuos jovens.
Pesquisas como essa ajudam a compreender melhor sobre a contribuicdo

genética do polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311) na preferéncia por turno
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matutino ou vespertino da populacdo. O entendimento deste comportamento,
por sua vez, € necessario amedida que favorece o planejamento da rotina dos
individuos a partir de suas necessidades e potencialidades. Afinal, diferentes
pessoas possuem ciclos e habitosdistintos e podem melhorar seu desempenho

produtivo e social a partir da consciéncia de seu cronotipo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.RITMO CIRCADIANO E CRONOTIPO

O ritmo bioldgico é um processo que ocorre periodicamente, manifestando-se
como um fendbmeno que se repete aproximadamente a cada 24 horas. Esse ritmo,
também conhecido como ritmo circadiano (circa: cerca de, diano: um dia), influencia
diversas funcdes fisioldégicas, como a temperatura corporal, frequéncia cardiaca,
pressdo arterial, niveis hormonais e numero de células circulantes do sistema
imunolégico, com influéncia no ciclo vigilia/sono, em fenotipos comportamentais
entre outros (DUARTE, 2018).

Os ritmos circadianos sdo controlados por osciladores enddgenos, como
ndcleos supraquiasmaticos e osciladores pineais e periféricos, e por fatores
exdgenos (como ciclo claro/escuro, vida social e ciclo sono-vigilia), que pode
sincronizar o relégio biologico (Figura 1). Esses fatores periédicos, chamados de
“zeitgeber” (“doador de tempo” em alemao), desempenham um papel na
sincronizagao dos ritmos circadianos diariamente (GOLOMBEKE & ROSEINSTEIN,
2010).

Figura 1: Sistema de Temporizacao Circadiana
Nucleos
suprasquiasmaticos

Retina Hipotalamo

Sincronizadores \\\ /

Plneal

Nervo
optico

Ritmos '
biolégicos

Fonte: Adaptado de Duarte, 2016, criada no © 2023 BioRender.
Obtido em https://app.biorender.com/biorender




Segundo Horne & Ostberg (1976), os individuos podem ser classificados
em trés cronotipos, considerando-se as diferencas individuais dos ritmos
biologicos. Os cronotipos sdo: matutino (dividido em tipos extremo e
moderado), indiferente e vespertino (dividido em tipos extremo e moderado).
Os individuos matutinos sédo aqueles que preferem dormir cedo (em torno das
21 ou 22 horas) e acordam cedo, em torno das 6 horas, sem dificuldades,
tendo um bom desempenho fisico e mental pela manha. Os vespertinos, ao
contrario, preferem dormir e acordar tarde (em torno de 1 hora da manha e
apos as 10 horas, respectivamente, apresentando melhor disposicdo no
periodo da tarde e inicio da noite. Ja os indiferentes tém maior flexibilidade,
escolhendo horérios intermediarios de acordo com as necessidades de sua

rotina.

Martynhak et al. (2010) propds uma quarta classe de cronotipo,
denominada bimodal (BC). Esses individuos, corresponderam a 8% da amostra
analisada em seu estudo, responderam algumas questbes do MEQ como
matuino, enquanto responderam outras como vespertino, resultando em uma

pontuacdo total intermediaria.

O cronotipo, referido como preferéncia matutina ou vespertina, faz parte
da ritmicidade circadiana (ADAN et al., 2012) e € normalmente definido como
variacdo individual no tempo preferido do ciclo sono-vigilia (ZAVADA et al.,
2005). Portanto, ele reflete a variabilidade individual, padrées de
comportamento ou manifestacdes indicativas de processos bioldgicos
governados pelo ritmo circadiano, e esta associado a variacbes de natureza
fisioldgica, com o ritmo da temperatura corporal esecrecdo hormonal (TAYLOR
E HASLER, 2018).

Existem diferentes meétodos para medir o cronotipo, incluindo
questionarios autorrelatados, como o Morningness-Eveningness Questionnaire
(MEQ) (HORNE E OSTBERG, 1976), com sua versao reduzida de cinco itens
(rMEQ) (ADAN E ALMIRALL, 1991) e o Munich Chronotype Questionnaire
(ROENNEBERG et al,2003). Aléem disso, ha outras ferramentas relativamente
objetivas, como a medi¢doda Escala Composta Matinal (Composite Scale of

Morningness - CSM) (SMITH et al.,1989), inicio de melatonina com luz fraca

15



(DLMO), um diario do sono (CARNEY etal.,, 2012), acelerometria de pulso e
actigrafos (KAUFMANN et al., 2018; LYALL etal., 2018).

O MEQ é composto de questbes a respeito de situacdes habituais da
vida diaria, e o individuo deve registrar os seus horarios preferenciais para
estas situacoes, partindo-se do pressuposto de uma total disponibilidade de
tempo para a escolha. O resultado do questionario € um valor numeérico, que
varia entre 16 e 86 pontos que classifica o individuo dentre o0s cinco
cronotipos: "vespertino extremo” (16 a 30 pontos), "moderadamente
vespertino" (31 a 41 pontos), "indiferente" (42 a 58 pontos), "moderadamente
matutino” (59 a 69 pontos), e "matutino extremo" (70 a 86 pontos). Sabe-se que
fatores sociodemograficos, como idade e sexo, influenciam o cronotipo ao
longo da vida (MONTARULLI, 2021).

Dessa forma, estudos voltados para a base genética da ritmicidade
circadiana tém sido objeto de interesse hd muito tempo. Atualmente muitos
estudos moleculares vém se desenvolvendo sobre os ritmos circadianos,
facilitando analises genéticas de fisiopatologias do sono e tendéncias a
matutinidade ou a vespertinidade. Um dos primeiros estudos genéticos
identificou o gene period (Per) como o primeiro componente essencial para a
oscilagdo circadiana, e foi seguido pelo isolamento de varios genes reldgio
(PER 1/2/3, CLOCK, CRY 1/2), em muitas espécies incluindo mamiferos
(DUNLAP, 1999). MutacBes naturais nesses genes relégio podem modular os
ritmos circadianos em hamsters e ratos (KING & TAKAHASHI, 2000; LOWREY
& SHIMOMURA, 2000); e provavelmente possuemum papel importante na
regulacdo circadiana da nossa espécie (EBISAWA & UCHIYAMA, 2001;
CERMAKIAN & BOIVIN, 2003).

2.2.SISTEMA SEROTONINERGICO

O organismo produz substancias quimicas conhecidas como
neurotransmissores que, por meio de receptores especificos embutidos em
membranas pré e pos-sinapticos, modificam a atividade elétrica dos neurbnios

(KOBAYASHI et al., 2017).

A liberacdo de neurotransmissores permite a formacdo do impulso
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nervoso, contribuindo na manutencdo dos circuitos neurais, na sua
intercomunicagdo e comunicagao com outros tecidos que, por sua vez, pode ter
consequéncias importantes para a dinamica cortical em maior escala e, em

altima analise, para o desempenho cognitivo (KOBAYASHI et al., 2017).

A serotonina foi descoberta e descrita independentemente por dois
laboratorios. No ano de 1938, em Roma, quando Vittorio Erspamer isolou pela
primeira vez a endolamina, denominada enteroamina, a partir de células do
trato gastrointestinal (ERSPAMER & ASERO, 1952). Em meados de 1948,
uma substéncia vasoconstritora foi isolada do sangue por Maurice Rapport,
Arda Green,e Irvine Page na “Cleveland Clinic” (RAPPORT et al.,1948). Essa
substéancia foi denominada serotonina (do latim “serum”, de onde foi encontrada
e do grego “tonic”, por seu efeito constritor dos vasos sanguineos).
Posteriormente, em 1953, a serotonina foi descrita em extratos do cérebro
(TWAROG & PAGE, 1953). Erspamer foi responsavel por descrever o nucleo
de endol na enteramina e posteriormente Rappor determinou a estrutura da
serotonina como conhecemos sendo 5- hidroxitriptamina ou 5-HT. (RAPPORT,
1949).

A serotonina, € uma indolamina resultante da hidroxilacéo e carboxilacéo
do triptofano. A serotonina faz parte de um conjunto de neuromoduladores
denominados aminas biogénicas, que englobam também a dopamina e a
noradrenalina (PAES, 2017; FEIJO; BERTOLUCCI; REIS, 2011). A serotonina
tem varias funcdes tanto nos sistemas neurais quanto nos sistemas nao
neurais (OH; PARQUE; KIM, 2016).

Nos vertebrados, ela é encontrada e sintetizada no cérebro e nos tecidos
periféricos de forma diferenciada por n&o ultrapassar a barreira
hematoencefalica. A biossintese da serotonina (Figura 2) ocorre nos corpos
celulares dos neuronios localizados nos nucleos da rafe no tronco encefalico,
com propagacOes dos axonios estendidos amplamente pelo encéfalo e medula
espinal. A sua sintese é realizada pela acdo das enzimas expressas pelos
genes da triptofano hidroxilase 1 e 2 (TPH1le TPH2), que se encontram nos

tecidos periféricos e no cérebro, respectivamente (BERGER et al., 2009).
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Figura 2: Biossintese da serotonina
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Fonte: Adaptado de “Sintese da serotonina”, de ©BioRender.(2023).
Obtido emhttps://app.biorender.com/biorender-templates

A biossintese inicia com a passagem do amino&cido essencial L-
triptofano, pela barreira hematoencefélica, por meio de um transportador de
aminoacidos nao seletivo ao triptofano. A primeira fase consiste na hidroxilacao
do triptofano em 5- hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase
(encontrada somente nos neurdnios serotoninérgicos). Em seguida, ocorre a
descarboxilacdo pela enzima L- aminoacido aromatico descarboxilase, gerando
como produto a 5-HT (OKATY; COMMONS; DYMECKI, 2019).

A porcdo de serotonina sintetizada no cérebro representa
aproximadamente 5% desse composto no organismo (BERGER et al., 2009) e
o restante é produzida nos érgaos periféricos, nas células enterocromafins do
trato gastrointestinal, células pancreéticas do tipo B, adipdcitos e osteoclastos.
Aproximadamente, 2% da serotonina encontrada no sangue atua diretamente
como horménio (KIM et al, 2011), possuindo grande importancia na
sinalizacdo hormonal, agregacdo plaquetaria, contracdo dos musculos lisos,
processos inflamatorios, vasoconstricdo edilatacdo (EL-MERAHBI et al., 2015;
RUBLE et al., 2016).
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Figura 3: Liberacdo da serotonina no SNC, originado nos nucleos da rafe.
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Fonte: Adaptado de”Distribuicdo de neurotransmissores de serotonina no cérebro
humano”© 2023BioRender. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

Considerando a abrangéncia de atuacdes da serotonina, estudos
genéticos moleculares constituem uma ferramenta importante para elucidar o
potencial de impacto da modulacdo serotoninérgica associada ao ciclo
circadiano, uma vez que estd intimamente ligado a regibes que tém grande
expressdo desse neurotransmissor (ERIKSSON et al.,, 2015; BARNES et al.,
2016; EKMAN et al., 2016; FITCH et al., 2016; LAMP et al., 2016).

2.3.RECEPTORES DA SEROTONINA - 5HTR

As funcdes da serotonina no SNC sdo mediadas por mais de 14
diferentes receptores (STROBEL et al., 2003). Esses receptores se dividem em
sete tipos ou familias, e ja foram identificados e denominados em varios
subtipos, como a seguir: HTR1 (HTR1A, HTR1B, HTR1D, HTR1E e HTR1F),
HTR2 (HTR2A, HTR2B e HTR2C), HTR3 (HTR3A, HTR3B e HTR3C), HTR4,
HTR5 (HTR5A, HTR5B), HTR6 e HTR7 (NICHOLS et al, 2008; SHARMAN et
al., 2013). Somente a classe HTR3 é formada por receptores do tipo canal de
calcio acoplado a ligantes. Todos os outros receptores de serotonina
pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs). A
serotonina se liga as diferentes formas dessa proteina para iniciar cascatas de

sinalizacdo especificas de acordo com a sua funcdo (NODA, et al., 2004;
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BERGER et al., 2009).

Figura 4: Receptores de serotonina
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Fonte: Autoria propria, criada no © 2023 BioRender.
https://app.biorender.com/illustrations/6489f27f7dfbal191c969e31f

A subfamilia 5-HTR1 é formada por cinco receptores (5-HTR1A, 5-
HTR1B, 5- HTR1D, 5-HTR1E, 5-HTR1F). Os receptores 5-HTR1A estéo
distribuidos como autorreceptores nos neurdnios serotoninérgicos dos ndcleos
da rafe e nas regides terminais como sitios pds-sinapticos (principalmente nas
areas coértico-limbicas) (BARGES et al., 2021; CELADA et al.,, 2004), e no
plexo mioentérico e por todo o trato gastrointestinal. E considerado um dos
principais responsaveis pelo comportamento ansioso. Os receptores 5-HT1B-
1D possuem propriedades antienxaquecosas ja bem estabelecidas (HUANG et
al.,, 2020), mas além disso também tem demostrado possuirem efeito
antiagregante plaquetéario (BERGER; GRAY; ROTH, 2009).

Os receptores 5-HTR2 séo divididos em trés subtipos (A, B e C). Os
receptores 5-HTR2A estdo distribuidos em varias estruturas cerebrais, no
cortex frontal, no nucleo accumbens, nos nucleos do mesencéfalo e no
hipocampo (VAN OEKELEN et al., 2003). Na periferia, esses receptores sao
encontrados na musculatura lisa, (onde medeiam respostas constritivas da
musculatura brénquica, uterina e do trato urinario) e nas plaguetas
(aumentando a permeabilidade capilar ea agregacéo plaquetéria (COOK et al.,
1994; BERGER; GRAY; ROTH, 2009). O antagonismo dos receptores 5-

HTR2A tem se mostrado como boa estratégia terapéutica para a esquizofrenia,
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em concordancia com alguns estudos, demonstrando que o agonismo dos
receptores 5-HTR2A no cortex pré-frontal induz alucinacdes (JONES;
BLACKBURN,2002; VAN OEKELEN, et al., 2003).

Os receptores 5-HTR3 possuem cinco isoformas conhecidas, porém,
somente a isoforma 5HTR3A é funcional (BARNES et al., 2021). Os farmacos
antagonistas destes receptores sdo extensamente utilizados para o tratamento
de nausea e vOmito induzido por quimioterapia e/ou radioterapia (TYERS;
FREEMAN, 1992; GERSHON; TACK, 2007). Além disso, algumas evidéncias
sugerem que o0 antagonismo dos receptores 5-HTR3 podem diminuir as
consequéncias comportamentais das sindromes de abstinéncia causadas pelo
tratamento de adicdo de drogas de abuso, alcool e nicotina, e para uma série
de transtornos psiquiatricos como, a psicoses, a ansiedade e a disfuncéo
cognitiva (THOMPSON; LUMMIS, 2007; BARNES et al., 2021).

Os receptores 5-HTR4 sdo compostos por quatro isoformas, que estéo
distribuidas da seguinte maneira: 5-HTR4A-B-C &trio, cérebro e intestino; na
bexiga existe apenas a isoforma 5-HTR4A; nos rins, apenas a 5-HTR4B; a 5-
HTR4D € expressa apenas nas células intestinais (BLONDEL et al., 1998). Os
receptores 5- HTR4 tém uma importante participacdo na modulacdo da
motilidade e resposta secretéria do TGl (GERSHON;TACK, 2007).

A subfamilia 5-HTR5 é formada pelos receptores 5-HTR5A e 5-HTR5B.
Sugere-se que 0s receptores5-HTR5A possuem uma distribuicdo que permite
funcionalidades na regulacdo emocional, cognicdo e nocicep¢do, porém ainda
nao confirmadas, devido falta de substancias seletivas a estes receptores. Os
receptores 5-HTR5B também ndo possuem ligantes seletivos, e por
conseguinte, ndo tem suas fungbes sou significancias clinicas estabelecidas
(BARNES et al., 2021).

Os receptores 5-HTR6 parecem possuir uma funcdo em potencial no
tratamento de alteracdes cognitivas, devido a algumas evidéncias encontradas
em estudos pré-clinicos em animais. Alguns farmacos, principalmente
antidepressivos e antipsicoticos, possuem afinidade por estes receptores,
porém eles também apresentam seletividade a outros alvos, dificultando uma

definicdo sobre as funcdes desta familia de receptores (BARNES et al., 2021).



22

O dUltimo tipo de receptores de serotonina é a dos receptores 5-HTR?7,
queparecem possuir efeito pro-depressivo (BARNES et al.,, 2021). Alguns
estudos pré- clinicos em modelos animais utilizando antipsicoticos que também
bloqueiam receptores 5-HTR7— amisulpirida, aripiprazol, lurasidona —
demonstraram que, os animais tratados com estes farmacos tiveram o tempo
de imobilidade reduzida nos testes de nado forgcado e de suspenséo pela
cauda, 0 que ndo ocorreu nos ratos nocautes para os receptores 5-HTR?7.
Esses resultados sugerem um papel importante para os receptores 5-HTR7 na
depressao (CATES et al., 2013).

2.4.GENE HTR2A E O POLIMORFISMO HTR2A -1438A/G (rs6311)

O polimorfismo investigado no gene HTR2A, o rs6311 (-1438G/A)
merece destaque por estar localizado na regido de controle transcricional desse
receptor e também por estarem associados a suscetibilidade a esquizofrenia,
ao transtorno obsessivo-compulsivo, e a outros fenétipos (MAFFIOLETTI et al,
2020; POUGET et al, 2014). Os polimorfismos genéticos sao formas
alternativas de um gene onde cada variante € chamada de alelo polimorfico.
Alguns sao caracterizados pela substituicdo de um unico nucleotideo (SNP -

Single nucleotide polymorphisms) na sequéncia de DNA.

O gene HTR2A codifica o receptor HTR2A, esta localizado na regido
cromossdmica 13q14.2, apresentando 3 éxons e 2 introns (Figura 5) (CHEN et
al., 1992).

Figura 5: Localizacdo do gene HTR2A no cromossomo 13
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Fonte: GeneCards — The Human Gene Database, 2017.
Disponivel em: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HTR2A. Acesso em 21 de
julho 2023.

O gene HTR2A é expresso em diferentes tecidos como cérebro,
plaquetas, sistema cardiovascular e fibroblastos (DURK et al., 2005). Sua
expressdo no cérebrotem implicado no mecanismo de agéo de alucindgenos e

em doencas mentais como esquizofrenia e depressdo (NICHOLS, 2004,


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HTR2A
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MELTZER & ROTH, 2013).

Ao longo desse gene sédo encontrados cerca de 169 SNPs, os quais
podem alterar, seja a atividade transcricional ou a estrutura conformacional do
receptor (Wu,2008). Alguns desses SNPs apresentam-se na regido reguladora
do HTR2A, incluindo-1438A/G, -1420C/T e -783A/G; SNPs -1438A/G e -
1420C/T estéolocalizados mais proximos do promotor central. A transicdo A>G,
variacdo que ocorre na posicdo -1438 do gene HTR2A, corresponde a um
polimorfismo funcional que sobrepbe a regido regulatoria. Regulacdo do
receptor de serotonina 5-HT2A humano mostrou-se alterado em pacientes que
sofrem de transtornos do humor, incluindo depressdo maior (MYERS et al.,
2007).

O polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311) amplamente estudado, foi
relatado como estando em desequilibrio de ligacdo significativo (LD) com -
1420C/T (SPURLOCK et al 1998) e em completo LD com um SNP de
codificacdo sinbnimo no exon 1, T102C (BRAY et al, 2004; KOUZMENKO e
outros 1999; KUSUMI e outros 2002; SPURLOCK et al 1998). Ambos os SNPs
T102C e -1438A/G foram encontrados em associacdo a varios transtornos
psiquiatricos, incluindo transtorno depressivo, transtorno obsessivo-compulsivo,
transtornos alimentares e esquizofrenia. (WALITZA et al 2002).

Impactos funcionais de SNPs no promotor do HTR2A (por exemplo, -
1438A/G, -1420C/T e -783A/G) podem estar implicitamente associados
positivamente, assim como a expressdo alterada do receptor HTR2A,
observado em varias doencas psiquiatricas. Potenciais variagdes funcionais
na regido regulatoriado HTR2A foram examinadas em humanos, avaliando a
associacdo entre o gendtipo em-1438A/G (ou no locus-T102C) no receptor
HTR2A expressao usando plaguetase amostras de cérebro pés-morte.

A partir de uma abordagem controlada,ao examinar os efeitos
genotipicos na atividade do promotor do receptor HTR2A, usando gene reporter
em ensaios genéticos, para o polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311),
Spurlock et al (1998) né&o detectaram nenhuma diferenca na atividade do
receptor para ambos os alelos do locus -1438; no entanto, Parsons et al (2004)
verificaram que o alelo -1438A conferia atividade promotora aumentada em

relacéo ao alelo -1438G.
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Visto que o gene HTR2A participa da neuromodulacdo, entende-se a
importancia em analisar o papel dele e de suas variagbes sobre as bases
neurobiolégicas envolvidas na cronobiologia. Como as desregulacfes no ritmo
circadiano e as perturbacdes do sistema estdo ligadas ao desenvolvimento da
doenca, a biologia fundamental do cronotipo tem recebido atencéo por seu
papel na regulacdo e desregulacdo do sono e doencas relacionadas. Por isso,
a importancia de pesquisas que busquem a influéncia genética para a
determinacdo e compreensao dos cronotipos humanos (DUARTE, 2018; ZOU
et al 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL
Investigar a relagdo do polimorfismo HTR2A -1438G/A (rs6311) com a

preferéncia matutina-vespertina em uma populacao de individuos jovens.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter as frequéncias populacionais (alélicas e genotipicas) e verificar o

equilibrio de Hardy-Weinberg do polimorfismo;

e Caracterizar a populacdo investigada segundo o0s cronotipos matutino,
vespertino ou indiferente, a partir do MEQ;
e Estimar a associa¢ado genotipica do polimorfismo analisado para variacdes de

cronotipo.
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4. METODOLOGIA
4.1. AMOSTRA E ASPECTOS ETICOS

Foram selecionados 161 voluntarios, com idade de 18 a 32 anos, e do sexo
masculino - a fim de minimizar possiveis oscilagdes hormonais, inerentes ao sexo
feminino. Os voluntarios ndo possuem historico de doengas neuroldgicas, nem
utilizaram substancias psicotrépicas nas 24 horas antecedentes a coleta dos dados.
Além disso, todos eram destros, seguindo o Inventario de Edinburgh (OLDFIELD,
1971).

Todos o0s voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE autorizando a coleta e armazenamento de seus dados,
aprovado pelo Comité de ética em pesquisa em seres humanos da UFDPar, sob o
nimero CAAE 50651715.2.0000.5669 e numero de registro 3.912.412.
(APENDICE).

Toda a metodologia foi realizada nos Laboratorios de Genética e Biologia
Molecular e no de Neurolnovacéo e Tecnologia, ambos localizados na Universidade
Federal do Delta do Parnaiba — Campus Ministro Reis Velloso, no municipio de

Parnaiba, Piaui.

4.2. COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS
4.2.1. Coleta de material bioldgico para extracdo de DNA
As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa, onde
aproximadamente 4 mL de sangue periférico foram coletados de cada voluntario.
Utilizando o kit Wizard® (Genomic DNA Purification Kit, Promega), as amostras de
sangue foram submetidas a extracdo do DNA de leucdcitos, seguindo as instrucdes
do fabricante, conforme descrito a seguir: para um volume de 300uL de sangue,

adicionou-se 900uL de uma solucéo de lise celular e incubou-se por 10 minutos.

Em seguida, realizou-se uma centrifugacédo para descartar o sobrenadante e
as amostras foram submetidas a uma agitacao vigorosa para evitar a formacao de
grumos na etapa seguinte. Nesta etapa, adicionou-se uma mistura composta por
300uL de solucao de lise nuclear e 100uL de solucado de precipitacdo de proteinas.
Realizou-se uma nova centrifugacdo e transferiu-se o sobrenadante para um novo

tubo contendo 300uL de isopropanol, seguido de outra centrifugacdo. Descartou-se
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0 sobrenadante e adicionou-se etanol a 70%.

Uma nova centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante foi descartado,
deixando uma massa branca (pellet) no fundo do tubo, que corresponde a amostra
de DNA obtida. Em seguida, esse DNA foi incubado com 100uL de solugdo de
reidratacdo em uma estufa a 65°C por 1 hora, para que o DNA fosse eluido e se
dispersasse de forma homogénea. A pureza e concentracdo do DNA foram
determinadas por espectrofotometria, utilizando os comprimentos de onda de 260nm
e 280nm. Apds a analise, o DNA foi armazenado em um freezer no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular da UFDPar, Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba-
PI.

4.2.2. Amplificagdo e genotipagem do polimorfismo HTR2A -1438A/G
(rs6311)

Para a analise dos polimorfismos de fragmentos de restricdo, utilizando a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR - RFLP), foram utilizados iniciadores (primers
Foward e Reverse) sintetizados pela Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA e
especificos para amplificar as regides onde se encontra o polimorfismo. As

sequéncias dos primers estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de primers para amplificacdo das regifes de interesse no

gene HTR2A.
Primer Sequéncia (5’- 3’) pb*
Foward GTCAGTAATTCCACTCTGGAC 21
Reverse GCTTTTGAGAGAAACTGGAG 20

Legenda: (pb): pares de base. Fonte: Autoria prépria.

O DNA de 161 voluntéarios foi submetido & PCR realizada em um volume de

total de 25 pL. Todos os reagentes utilizados foram da Ludwig Biotechnology Ltda.

O protocolo das reacdes de PCR (Tabela 2) foi realizado em uma cabine de
seguranga com fluxo unidirecional horizontal da marca VECO. Antes de cada reagéo
na cabine, foi feita a sua esterilizacdo com luz UV (ultravioleta) por 30 minutos. Para
eliminar qualquer contaminacdo nas reacdes, foi utilizado um controle negativo
(branco) contendo todos os reagentes da PCR, exceto o DNA gendmico. Em

seguida, os tubos foram submetidos ao programa de amplificacdo, realizado no
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termociclador da Applied Biosystems Veriti Thermal Cyclers® (Califérnia, EUA),

conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 2: Protocolo da PCR para amplificacdo do gene HTR2A.

Reagente Volume
Tampéao 10x 2,5l
MgCI2 (1,5mM) 0,75 pL
Primer Foward (15 pmol) 1,0 pL
Primer Reverse (15 pmol) 1,0 pL
DNTPs (250 pM) 5,0 uL
Taq Polimerase (1U) 0,3 pL
DNA (50 ng) 1,0 uL
H20 13,45 puL
Total 25 pL

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3: Programa de termociclagem para amplificagdo do gene HTR2A.

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 96°C 5 min. 1x
Desnaturacéo 94°C 1 min.

Anelamento 62°C 30 segs. 35x
Extenséo 72°C 1 min.

Extenséao final 72°C 5 min. 1x

Fonte: Autoria propria.

Os produtos da amplificacdo, previamente determinados por eletroforese em
gel de agarose a 0,8%, corado com GelRed, foram submetidos & digestéo
enzimatica utilizando a enzima de restricdo MsPI (New EnglandBioLabs, EUA), que
reconhece o sitio 5-...GGCC...-3', e cliva o alelo G, gerando os trés genotipos
esperados para o polimorfismo rs6311, com o0s seguintes fragmentos: 202 pb (AA),

151 pb (GA) e 51 pb (GG) (Figura 6).

ApOs esse procedimento, os tubos contendo o polimorfismo amplificado foram
incubados a 37°C por um periodo de 16 horas em um banho-maria a seco. A
genotipagem do polimorfismo foi realizada em um gel de poliacrilamida com uma
concentracéo de 8%, inserido em uma cuba vertical de eletroforese, submetido a
uma corrente de 130 V, por um periodo de 2 horas e 30 minutos. A Figura 6
representa o padrdo de bandas esperado apos a corrida eletroforética em gel de

poliacrilamida.



29

Figura 6: Padrao de bandas esperadas para o polimorfismo HTR2A -1438A/G
(rs6311)
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Fonte: Autoria propria, criada no © 2023 BioRender.
https://app.biorender.com/illustrations/6489f27f7dfbal191c969e31f

4.2.3. Caracterizacao dos cronotipos

A avaliacdo dos cronotipos, obtidos por meio da aplicacdo do questionario
MEQ (Anexo 2), foi organizada e tabulada em uma tabela no EXCEL para posterior

analise e associacdo com 0s genotipos.

O MEQ é composto por 19 perguntas objetivas que abordam diferentes
situacdes cotidianas, nas quais os individuos indicam suas preferéncias de horério
para a realizacdo das atividades propostas. Cada pergunta possui uma pontuacao
especifica, permitindo que o participante obtenha uma soma total de pontos que
varia em intervalos de 16 a 86. Pontuacdes abaixo de 42 indicam cronotipos
"vespertinos”, pontuagdes acima de 58 indicam cronotipos "matutinos” e pontuacdes

entre 42 e 58 englobam individuos com cronotipos indiferentes.

4.3. ANALISE ESTATISTICA
A populacéo estudada foi testada quanto ao seu equilibrio pela lei de Hardy-
Weinberg por meio do teste do Qui-Quadrado (x?) e as frequéncias genotipicas e

alélicas foram determinadas por simples contagem.
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Para a realizacdo dos testes estatisticos, as variaveis estudadas foram
divididas em: Gendtipo, acerca dos alelos genéticos; cronotipo, em referéncia aos
grupos de individuos matutinos, indiferente e vespertino; e Pontuacdo que identifica
a pontuacao total obtida no questionario.

Foi analisada se ha associacdo entre as variaveis genotipos e cronotipos
utilizando o teste do Qui-quadrado. Em conseguinte, realizou-se uma ANOVA one
way, visando a analise da variacdo das meédias das pontuacOes obtidas nos
questionarios que identificam os grupos de preferéncia matutina vespertina escolhida
pelos individuos, para cada genatipo.

Todas as andlises foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 20.0 e

para todos os testes foi considerado o nivel de significancia com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS

A partir da obtencdo dos gendétipos, foi observado, que a amostra do estudo
se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4) por meio do teste qui-
quadrado (x?). Isso permitiu seguir com seguranca as analises, pois com o0 grupo em
equilibrio, infere-se que a populacdo estudada ndo sofre acdo de fatores evolutivos

como mutacéo, deriva genética, fluxo génico e selecdo natural.

Tabela 4: Frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo HTR2A -1438A/G
(rs6311)

Genotipo N Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
AA 23 14,28% A =41,30%
GA 87 54,04% G = 58,69%
GG 51 31,68%

161 100% x2=2,04/p =0,36

Fonte: autoria propria

A Figura 7 apresenta o padrdo de bandas encontrado para os genoétipos do
HTR2A A-1438G em gel de poliacrilamida a 8%, onde (B) é o controle negativo da
PCR; (LADDER), o marcador de peso molecular de 50pb; AA (202pb), GA (202pb +
151pb + 51pb) e GG (151pb + 51pb), os gendtipos obtidos apdés a digestao

enzimaética.

Figura 7. Genotipagem do polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311)

B LADDER AA GA GG

-

S-—

| —
202phb
150pb G e 151pb

Fonte: SOUSA (2021)
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A predominancia do gendtipo GA (54,04%) no presente estudo, também é
encontrada em outras populagcdes, como se pode evidenciar no estudo de Enoch et
al. (1999), realizado nos Estados Unidos (48,55%) e no estudo de Walitza et al
(2002), conduzido na Alemanha (50,45%).

A partir da analise das frequéncias genotipicas e alélicas obtidas, pode ser
considerada também miscigenagdo presente na amostra, em que ocorre quando
uma populacéo € formada pela mistura de diferentes grupos étnicos, nesse caso, a
populacdo estudada composta predominantemente por piauienses, refletindo
heterogeneidade genética, em que a contribuicdo parental europeia predomina para
a constituicdo étnica da populacdo do Estado do Piaui, seguida da africana e, em
menor propor¢éo, da indigena como relatado por Lopes (2014) em um estudo de
ancestralidade piauiense. Assim, s80 necessarios mais estudos sobre como a
expressbes genotipicas e alélicas dos polimorfismos no gene HTR2A pode ser
diferente em grupos étnicos e como isso afeta a associacdo entre os polimorfismos

do gene HTR2A e o cronotipo.
5.2. ASSOCIACAO GENOTIPO E CRONOTIPO

De posse dos gendtipos obtidos de cada individuo, foram também analisados
seus respectivos questionarios. A partir dessa andlise foram observados que 22,98%
dos individuos séo intitulados como cronotipo vespertino, 58,38% como cronotipo
indiferente e 18,64% como cronotipo matutino. Observa-se que o0s individuos
indiferentes sdo maioria, com 58,38%, assim como o gendtipo heterozigoto (GA),
com 54,03% dos individuos. A amostra coletada encontra-se em uma distribuicao
normal, verificada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (p=0,43), e

com homogeneidade entre as variancias calculada pelo teste de Levene (p=0,95).

O genotipo AA tem maior prevaléncia no cronotipo indiferente, seguido do
matutino e vespertino, respectivamente. O genétipo GA tem maior prevaléncia no
cronotipo indiferente, em seguida do vespertino e matutino respectivamente. O
gendtipo GG estd presente em sua maioria no cronotipo indiferente, seguido do

cronotipo vespertino e matutino, respectivamente.

Para verificar a associagcdo entre as variaveis genotipo e cronotipo, foi
realizado o teste do Qui-quadrado (x?) com a correcao pelo teste Exato de Fisher.

Apoés analise, e de posse dos resultados [x2=0,36, com p=0,98, e f=0,51; p=0,98],
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considerando o valor de significancia p<0,05, verifica-se que 0s grupos amostrais

nao apresentam associacao entre as duas variaveis (Tabela 5).

Tabela 5: Associac¢do dos gendétipos com 0s cronotipos.

Genotipo Vespertino Indiferente Matutino Total
AA 5 (3,11%) 13 (8,07%) 5 (3,11%) 23 (14,29%)
GA 21 (13,04%) 51 (31,67%) 15 (9,32%) 87 (54,03%)
GG 11 (6,83%) 30 (18,64%) 10 (6,21%) 51 (31,68%)

TOTAL 37 (22,98%) 94 (58,38%) 30 (18,64%) 161 (100%)

x2=0,36; Ap =f=0,51; p=0,98

Valor de significancia para os testes: p<0,05.Fonte: autoria préopria

Para contribuir com o teste estatistico de associacgao, foi realizado o teste de

andlise das variancias das médias, ANOVA one way, com as pontuacfes obtidas no

questionario de Horne e Ostberg (MEQ)

e os diferentes gendtipos para o

polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311) (Figura 8). Com base nessa andlise é

possivel inferir se as médias de pontuacdes terdo variancia significativa entre os

gendtipos.

Figura 8: Pontuacdes do MEQ divididas por gendtipo.

B0

@
3
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B
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20
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Fonte: IBM SPSS Statistics 20.0

A Tabela 6 expressa valores proximos para as médias das pontuacdes. A

ANOVA oneway mostrou que nao existe efeito do gendtipo do polimorfismo HTR2A
-1438A/G (rs6311) sobre o cronotipo [F=(2,158) = 0,656; p>0,521].
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Tabela 6: Pontuacdes obtidas no questionario de Horne e Ostberg.

Genétipo N Média da pontuacao Desvio padréo Valor minimo Valor maximo
AA 23 50,22 10,12 29 67
GA 87 48,67 9,47 25 74
GG 51 50,49 9,73 24 73
Total 161 49,47 9,62 24 74
p=0,52

Fonte: Autoria propria.

Por meio da analise das variancias das meédias das pontuacfes obtidas para
cada cronotipo, foi observado que os valores obtidos dentro de cada grupo
genotipico sdo proximos entre si, 0 que indica que nao ha diferencas significativas
entre os cronotipos apresentados por influéncia do gendtipo. Neste caso, um dos
pontos considerado como uma limitagdo do estudo foi o tamanho da amostra para
analise estatistica da associacdo genétipo e cronotipo, com n=161. Em trabalhos de
genética populacional, sdo almejadas amostras maiores que possam representar
melhor a populacdo. Com maior amostra, a distribuicdo dos individuos nos
cronotipos poderia ter nimeros mais expressivos para avaliar as discrepancias entre

0S grupos.

No estudo realizado por Yeom e colaboradores, desenvolvido em 2020 na
Coreia do Sul, com 510 voluntarios, foi investigado a associacdo entre o
polimorfismo HTR2A -1438C/T (rs6311) e a preferéncia diurna em uma populacéo
coreana saudavel. Este estudo foi o mais parecido com o objetivo desta pesquisa,
diante disso é valido a comparacédo entre os estudos, visto que abrangem o mesmo
polimorfismo em associacdo a cronobiologia. E como resultado também n&o foram
observadas diferencas significativas nas pontuacdes médias totais do CSM. No
entanto, sugere que o polimorfismo HTR2A -1438C/T (rs6311) pode exibir uma
propensdo a preferéncia diurna em uma populacdo coreana saudavel, em que a
auséncia do alelo -1438C pode ser responsavel pela suscetibilidade vespertina na
populacdo coreana. Pois, verificou-se que o gendtipo TT est4d associado a
pontuacdes médias totais e de subescala mais baixos de CSM do que os genotipos
CC e CT. Essa propensao alélica ndo foi apresentada entre os alelos -1438A e -
1438G, visto que as meédias possuem valores aproximados para ambos homozigotos
AA (50,22) e GG (50,49) e sem diferenca significativa para o heterozigoto GA
(48,67).
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Além disso, ambos os estudos selecionaram individuos saudaveis, com
auséncia de disturbios psiquiatricos, em que reflete na distribuicdo dos cronotipos
com maioria intermediarios. Dessa forma, € possivel sugerir que se fosse
considerado para esses estudos voluntarios com disturbios psiquiatricos, poderia
refletir nas frequéncias genotipicas e alélicas e na distribuicdo dos cronotipos, com
tendéncia a um dos extremos, visto que o polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311)
pode estar mais associado em individuos afetados por transtorno depressivo, TOC,
transtornos alimentares e esquizofrenia. (WALITZA et al 2002), assim como 0
cronotipo que pode estar associado a problemas de saude humana, principalmente
aos transtornos psiquiatricos, em que o cronotipo noturno € um fator de risco para
transtornos depressivos e transtornos por uso de substancias, enquanto o cronotipo

matutino é um fator protetor (ZOU et al, 2022).

Outra andlise a partir do grupo amostral com individuos € que contém
voluntarios do sexo masculino, com idades de 18 a 32 anos (22,05 + 3,051) e
maioria dos individuos com cronotipo indiferente. A faixa etéria dos participantes
reflete uma amostra homogénea, com predominancia de individuos jovens, cujos
habitos sdo tendenciosos ao cronotipo vespertino, como € observado com a
predominéancia do cronotipo vespertino em relacdo ao matutino. Como afirmado por
Alam (2008) que cronotipos podem exibir distribuicbes especificas em populacdes
com diferentesidades e género, em que foi associando os ritmos de comportamento
circadiano com o0 cronotipo matutino vespertino. A fim de esclarecer os
mecanismos envolvidos,Adan e Natale, realizaram um estudo em 2002, a partir de
uma amostra de estudantes universitarios, italianos e espanhois, com 18 a 30 anos
de idade, os homens e as mulheres apresentaram pontuac¢des totais do MEQ
diferentes e com diferencas nas distribuicdes da tipologia circadiana. Em que o0s
homens tiveram pontuacdes mais baixas, com proporcdo maior de vespertinos. Na
relacdo género e cronotipo observada por Mongrain et al.(2006), as diferencas de
género em adultos jovens, universitarios de 17 a 35 anos, cujos resultados revelaram
pontuagbes do MEQ mais altos no sexo feminino, refletindo mais matutinidade em

mulheres do que em homens.

Além disso, por se tratar de um estudo que analisa um Unico SNP, nao foi
possivel ter resultados significativos nos testes estatisticos utilizados. Isso pode ter

ocorrido devido o cronotipo ser considerado um fenétipo complexo que pode variar
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de acordo com diferentes fatores genéticos e ambientais envolvidos. Em geral, os
padrées sugerem que multiplos genes desempenham papéis importantes que
influenciam na preferéncia circadiana. Devido isso, a deteccdo de multiplos
pequenos efeitos genéticos requer um grande panorama de polimorfismos a serem
estudados em conjunto (ZALMBACH et al, 2022).

Assim, com esse estudo, foi notavel a importancia do gendétipo do
polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311) em comparacao aos diferentes perfis de
cronotipo do individuo. E valido ressaltar que sdo necessarios mais estudos para o
entendimento de como 0s mecanismos genéticos vinculados aos metabolismos
fisiologicos, as caracteristicas de personalidade e a adaptacdo ao ambiente
interferem na capacidade de desenvolver atividades em certos horarios. Além disso,
€ necessario observar a frequéncia e distribuicdo de polimorfismos de interesse
médico que estdo envolvidos em transtornos psiquiatricos, ou outros disturbios
complexos, como distarbios alimentares e TOC. Evidenciando que estudos
genéticos com polimorfismos nos genes circadianos sdo potenciais marcadores
genéticos de preferéncia matutina vespertina, assim como 0s genes associados
indiretamente ao ritmo circadiano sdo de grande interesse em outros efeitos
genéticos nos ritmos circadianos (ZOU et al., 2022; ZALMBACH et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar a associagdo entre o
polimorfismo HTR2A -1438A/G (rs6311) e a preferéncia matutina-vespertina em uma
populacdo masculina jovem. Conforme evidenciado na literatura citada, é importante
ressaltar que a caracteristica cronotipica € de natureza complexa, sendo
influenciada por diversos fatores, sejam eles de origem biologica, genética e/ou
ambiental, além de estar sujeito a interferéncias sociais.

Nesse sentido, foi possivel concluir que néo foi identificada uma relacao
genética especifica do polimorfismo estudado que contribua com a definicdo do
cronotipo. Contudo, é sabido que estudos que realizem a associacdo de mais de um
SNP em genes receptores da serotonina podem responder com mais robustez
evidéncias acerca da contribuicdo genética frente as funcbes cronobioldgicas, e

trazer melhores esclarecimentos sobre essa relacéo.
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Prezado,

Convidamos vocé a participar voluntariamente de nossa pesquisa, respondendo o0s
guestionarios de avaliacdo psicoldgica, fazendo atividade de avaliacdo da percepcao do
tempo associada ao mapeamento cerebral por eletroencefalografia e disponibilizando uma
amostra de material de origem biologica (sangue periférico) para a pesquisa “Influéncia
genética e do ritmo circadiano sobre a percepcdo dotempo e comportamento do
cortex cerebral”, realizada na Universidade Federaldo Piaui (UFPI). Em caso de recusa
vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Leia atentamente as considera¢gfes do
trabalho e assine o final caso se sinta avontadeemparticipar:

Objetivo: Eu entendo que a pesquisa tem como finalidade avaliar se 0 desempenho na
percepcdo temporal, atividade eletrofisiolégica cerebral, polimorfismos genéticos e ritmo
circadiano. Uma amostra de sangue minha serd obtida por meio de puncdovenosa, de
forma asséptica e executada por profissionais treinados, para que possa ser extraido DNA
para a valiagdo de polimorfismos associados ao sistema dopaminérgico, serotoninérgico,
gabaérgico e de genes associado ao ciclo cicardiano (Clock Genes). Também executarei
atividades de percepcdo temporal em frente ao computador, enquanto minha atividade
elétrica cortical serd avaliada por intermédio de uma técnica néo invasiva e indolor
chamada eletroencefalograma. Também responderei questionarios relacionados a
escalas de varidveis psicoldgicas (ansiedade, depressdo, memoria, nivel de atengéo e
hiperatividade).

Participacdo no estudo: Para participar deste estudo afirmo que tenho idade entre 18 e
32 anos, néo fiz uso de produtos com cafeina ha mais de 12 horas e ndo estou utilizando
medicamentos controlados. N&o terei custo ao participar deste projeto, como também nao
receberei pagamento ou qualquer gratificacdo financeira. Caso me sinta lesado, poderei
pleitear, junto aos 0rgdos competentes, indenizacdo, que sera concedida por
determinacgéo legal, caso seja comprovado a ocorréncia de eventuais danos decorrentes
da minha participacdo neste projeto. Minhas informagfes pessoais serdo mantidas em

sigilo, sendo minha identidade preservada.

Detalhamento da técnica: Entendo que a puncgdo venosa é uma técnica que utiliza
seringa para obter uma pequena amostra de sangue. Ela é realizada de forma asséptica,
para evitar infeccdo. Apesar de causar incbmodo durante a coleta, ela € uma técnica
segura quando executada por profissionais. A eletroencefalografia € um exame seguro,

indolor e ndo invasivo, onde eletrodos sdo devidamente colocados sobre a superficie da
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cabeca como intuito de registrar a atividade elétrica cerebral. A tarefa de percepcéo
temporal também é um método seguro e ndo invasivo, sera realizada enquanto a minha
atividade elétrica cerebral é avaliada, onde apertarei teclas ou usarei o mouse do
computador para executar as tarefas, que serdo devidamente explicadas pelos
pesquisadores e que ndo demandam esforco.

Confidencialidade: Eu entendo que todas as informacdes coletadas no estudo séo
confidenciais e que meu nome néo sera divulgado em momento algum. Entendoainda que
toda e qualquer informacéo sera utilizada somente para fins académicos.Os resultados do
estudo serdo publicados em revistas cientificas € meu nome em nenhum momento sera
citado. Os materiais concedidos ficardo sob a guarda daUniversidade Federal do Piaui,
Campus Ministro Reis Velloso (UFPI — CMRYV), sob cuidados dos responséaveis pela
pesquisa, e poderei solicitar a eliminacdo do material em qualquer segmento da pesquisa.
Riscos: Entendo que a coleta sanguinea pode causar dor, o que sera evitado pormeio da
experiéncia dos profissionais. A coleta também pode causar incémodo local apds o
procedimento e raramente pode causar inflamacdo e infeccdo, o que seraevitado
utilizando técnicas de assepsia da regido antes da obtengcédo do sangue.Também entendo
gue o periodo de coleta dos dados é estimado em 55 minutos, o que podera causar
incbmodo devido ao tempo na posicdo sentado. Para evitar esses efeitos posso
interromper a coleta de dados em qualquer momento que eu apresente dor devido a
postura continuada. Poderei me incomodar com as perguntas referentes as variaveis
psicoldgicas, porém estou ciente que os profissionais que as executam estdo treinados e
manterdo a confidencialidade. Caso ocorra qualquer alteracéo, poderei ser encaminhado
pelo pesquisador para acompanhamento médico. Além disso, 0 pesquisador responsavel
ao perceber qualquer risco ou dano significativo do participante comunicara imedi
atamente ao Sistema CEP/CONEP. Porém, em todo momento serdo consideradas minhas

dimensdes fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual.

Beneficios: Entendo que, apesar de ndo me beneficiar diretamente, a presente pesquisa
trara conhecimento sobre uma area pouco conhecida, que s&o as diferencas
interindividuais da percepcdo temporal. De tal modo, poderei contribuir para o
entendimento de como funciona esse mecanismo, o que podera ajudar pessoas que
possuem essa percepcdo alterada em muitas doencas, contribuindo para seu
entendimento, o que podera levar a trazer novas abordagens terapéuticas no futuro.

Liberdade para interromper a participacdo: Sou livre para desautorizar o uso da minha
amostra biolégica, dos dados eletroencefalograficos e das informacfes obtidas em
escalas psicologicas a qualquer momento, sem qualquer prejuizo ou penalizacdo as

partesenvolvidas.
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Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido é feito em duas vias, sendo uma
para o participante e a outra para o pesquisador. Em caso de dividas quanto aos seus
direitos como voluntério de pesquisa, entre em contato com o CEP-UFPI, em Parnaiba-PlI,
gue € o 6rgdo responsavel por garantir os cuidados éticos das pesquisas realizadas como

seu material:

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI - Parnaiba
Campus Universitario Ministro Reis Velloso
Av. S3o Sebastido, 2819, Parnaiba, Piaui, CEP 64.202-020
Telefone:(86) 3323-5125

Os responsaveis pela pesquisa podem ser contatados pelos telefones (86) 9839-2898 ou

(86) 8837- 4232 ou pelos emails: pintogr@gmail.com ou silmarteixeira@ufpi.edu.br.

Diante dessas informacdes, declaro meu consentimento livre para ceder o material
de origem biolégica e de outras informagdes para a pesquisa “Influéncia genética e do

ritmo circadiano sobre a percepc¢ao do tempo e comportamento do cértex cerebral”.

Parnaiba—PlI, de de20

Voluntério(nomecompleto):

Voluntario Pesquisador responsavel


mailto:pintogr@gmail.com
mailto:silmarteixeira@ufpi.edu.br

ANEXO 1

INVENTARIO DE EDINBURGH

Nome: Formulario:
Idade: Sexo:
Data: Resultado: ( ).

Checado por:
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PERGUNTAS

PRIMEIRA PARTE

Que mao vocé usa:

1 - Para lancar?

2 - Para escrever?

3 - Para desenhar?

4 - Para jogar ténis ou pingue-pongue?

5 - Para usar a tesoura?

6 - Para usar o barbeador ou passar batom?

7 - Para se pentear?

8 - Para escovar os dentes?

9 - Para usar uma faca sem ser para comer (cortar um
barbante,apontar um lapis)?

10 - Para comer com uma colher?

11 - Para martelar?

12 - Para usar a chave de fenda?

SEGUNDA PARTE

13 - Com que méo vocé segura uma faca para comer, a0 mesmo
tempo que o garfo?

14 - Se vocé tiver duas malas, com que méo segura a mais pesada?

15 - Ao varrer, qual a médo que fica por cima, no cabo da vassoura?

16 - E no cabo do ancinho (ciscador)?

17 - Que mao vocé usa para desenroscar a tampa de um frasco?

18 - Com que mao vocé segura o fésforo para acendé-lo?

19 - Com que méo vocé distribui as cartas do baralho?

20 - Com que mao vocé segura a linha para enfiar no buraco da
agulha?

TERCEIRA PARTE

21 — Com qual pé vocé prefere chutar?

22 — Que olho vocé usa quando precisa usar apenas um dos olhos?

TOTAL

Adaptado de Oldfield (1971).
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ANEXO 2
QUESTIONARIO DE MATUTINIDADE-VESPERTINIDADE

Versdo de Auto-Avaliacdo (MEQ-SA)*

Nome: Data:

Para cada questdo, por favor selecione a resposta que melhor descreve vocé
checando o icone correspondente. Faca seus julgamentos baseado em como
vOocé tem se sentindo nas semanas recentes.

1. Aproximadamente que horario vocé acordaria se estivesse inteiramente livre
para planejar seu dia?

[5] 05:00-06:30 h

[4] 06:30-07:45h

[3] 07:45-09:45h

[2] 09:45-11:00h

[1] 11:00-12:00 h

2. Aproximadamente em que horario vocé iria deitar caso
estivesseinteiramente livre para planejar sua noite?

[5] 20:00-21:00h

[4] 21:00-22:15h

[3] 22:15-00:30h

[2] 00:30-01:45h

[1] 01:45-03:00h

3. Caso vocé usualmente tenha que acordar em um horario especifico
pelamanhd, quanto vocé depende de um alarme?

[4] Nem um pouco
[3] Razoavelmente

[2] Moderadamente
[1] Bastante

'Algumas questdes e escolhas dos itens foram refraseadas do instrumento original (Horne
e Ostberg, 1976) para conformar com o inglés americano. Discretas escolhas de itens foram
substituidos por escalas gréficas continuas. Preparadas por Terman M, Rifkin JB, Jacobs J, White
TM. New York State Psychiatric Institute, 1051 Riverside Drive, Unit 50, New York, NY, 10032.
Apoiado pelo NIH Grant MH42931. Veja também: versdo automatica (AutoMEQ) em www.cet.org.
Ver. 8/09.

Horne JA and Ostberg O. A self-assessment questionnaire to determine morningness-
eveningness in humancircadian rhythms. International Journal of Chronobiology, 1976: 4, 97-100.
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4. Quéao facil vocé acha que é para acordar pela manha (quando vocé nao
édespertado inesperadamente)?

[1] Muito dificil

[2] Razoavelmente dificil
[3] Razoavelmente facil
[4] Muito facil

5. Quao alerto vocé se sente durante a primeira meia hora depois que vocé
acorda pela manha?

[1] Nem um pouco alerto

[2] Razoavelmente alerto

[3] Moderadamente alerto
[4] Muito alerto

6. Quanta fome vocé sente durante a primeira meia hora depois que vocé
acorda?

[1] Nem um pouco faminto
[2] Razoavelmente faminto
[3] Moderamente faminto
[4] Muito faminto

7. Durante a primeira meia hora depois que vocé acorda pela manha, como
vocé se sente?

[1] Muito cansado

[2] Razoavelmente cansado
[3] Moderamente desperto
[4] Muito desperto

8. Caso vocé nao tenha compromissos no dia seguinte, em que horario voceé iria
deitar comparado com seu horéario de dormir usual?

[4] Raramente ou nunca mais tarde
[3] Menos que uma 1 hora mais tarde

[2] 1-2 horas mais tarde
[1] Mais de 2 horas mais tarde
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9. Vocé decidiu fazer atividade fisica. Um amigo sugere que faca isso por uma
hora duas vezes por semana, e o0 melhor horario para ele é entre 7-8hs. Tendo
em mente nada a ndo ser seu proprio “relégio” interno, como vocé acha que
seria seu desempenho?

[4] Estaria em boa forma

[3] Estaria razoavelmente em forma
[2] Acharia dificil

[1] Acharia muito dificil

10. Em aproximadamente que horéario da noite vocé se sente cansado, e, como
resultado, necessitando de sono?

[5] 20:00-21:00 h
[4] 21:00-22:15h
[3] 22:15-00:45h
[2] 00:45-02:00 h
[1] 02:00-03:00 h

11. Vocé quer estar no seu melhor desempenho para um teste que vocé sabe
qguer serda mentalmente exaustivo e durara duas horas. Vocé esta inteiramente
livre para planejar seu dia. Considerando apenas seu ‘reldgio” interno, qual
desses quatro horéarios de teste vocé escolheria?

[6] 08-10h
[4] 11-13h
[2] 15-17h
[0] 19-21h

12. Caso vocé tivesse que se deitar as 23:00hs, quéo cansado vocé estaria?

[0] Nem um pouco cansado
[2] Um pouco cansado

[3] Moderadamente cansado
[5] Muito cansado
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13. Por alguma razéo, vocé se deitou na cama varias horas depois que o usual,
mas ndo ha necessidade para acordar em um horério especifico na manha
seguinte. Qual dos seguintes vocé mais provavelmente faria?

[4] Acordarei no horéario usual, mas ndo voltaria a dormir
[3] Acordarei no horario usual e depois iria cochilar

[2] Acordarei no horéario usual, mas iria voltar a dormir
[1] N&ao acordaria até mais tarde que o usual

14. Em uma noite, vocé tem de ficar acordado entre as 04:00-06:00hs, para
realizar um plantdo noturno. Vocé ndo tem compromissos com horarios no
dia seguinte. Qual das alternativas melhor se adequaria para vocé?

[1] N&o iria para cama até o planto ter terminado
[2] Teria um cochilo antes e dormiria depois

[3] Teria um bom sono antes e um cochilo depois
[4] Dormiria somente antes do plant&o

15. Vocé tem duas horas de atividade fisica pesada. Vocé esta inteiramente
livre para planejar seu dia. Considerando apenas seu “relégio” interno, qual
dos seguintes horarios vocé iria escolher?

[4]  08-10h
[3] 11-13 h
[2] 15-17 h
[1] 19-21h

16. Vocé decidiu fazer atividade fisica. Uma amiga sugere que faca isso por uma
hora duas vezes por semana, e o melhor horério para ela € entre 22:00- 23:00hs.
Tendo em mente apenas seu préoprio “relégio” interno, como vocé acha que
seria seu desempenho?

[1] Estaria em boa forma

[2] Estaria razoavelmente em forma
[3] Acharia dificil

[4] Acharia muito dificil
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17. Suponha que vocé pode escolher seus proprios horarios de trabalho. Assuma
que vocé trabalha um dia de cinco horas (incluindo intervalos), seu trabalhoé
interessante e vocé é pago baseado no seu desempenho. Em aproximadamente
que horario vocé escolheria comecgar?

[5]
[4]
[3]
[2]
[1]

5 horas comecgando entre 05-08 h
5 horas comecando entre 08-09 h
5 horas comecgando entre 09-14 h

5 horas comecando entre 14-17 h
5 horas comecando entre 17-04 h

78. Em aproximadamente que horario do dia vocé se sente no seu melhor?

[5]

05-08 h
[4] 08-10 h
3] 10-17 h
2] 17-22 h
[1] 22-05h

19. Um escuta sobre “tipos matutinos” e “tipos vespertinos”, qual desses
tipos vocé se considera sendo?

[6]
[4]
[2]
[1]

Definitivamente um tipo matutino
Mais um tipo matutino que um tipo vespertino

Mais um tipo vespertino que um tipo matutino
Definitivamente um tipo vespertino

Pontuacdo total para todas as 19 questdes

Nota:

Tradutor da versao em inglés

para portugués:Sarah Chellappa, MD.

Centre for

Chronobiology Psychiatric
University ClinicsBasel —
Switzerland
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INTERPRETANDO E UTILIZANDO SUA PONTUACAO
DE MATUTINIDADE-VESPERTINIDADE

Este questionario tem 19 questbes, cada qual com um numero de pontos. Primeiro, some

0s pontos que vocé circulou e coloque sua pontuacao total de matutinidade-vespertindade aqui:

Pontuacdes podem variar entre 16-86. Pontuacdes de 41 e abaixo indicam “tipos
vespertinos”. Pontuagdes de 59 e acima indicam “tipos matutinos”. Pontuacdes entre 42-58
indicam “tipos intermediarios”.

16-30 31-41 42-58 59-69 70-86
Definitivamente \Vespertino Intermediario Matutino Definitivamente
vespertino moderado moderado matutino

Ocasionalmente, uma pessoa tem problema com este questionario. Por exemplo,
algumas das questdes sao dificeis de responder se vocé tem estado em um trabalho em turno,
se vocé nédo trabalha ou se seu horario de dormir é muito tarde. Suas respostas podem ser
influenciadas por uma doenca ou medicacfes que esteja tomando. Se vocé ndo esta confiante
sobre suas respostas, vocé também ndo deve estar confiante sobre o conselho que se segue.

Uma forma de checar isso € perguntar se sua pontuacdo de matutinidade-vespertinidade
aproximadamente se equivale ao inicio do sono e os horarios de despertar listados abaixo:

Pontuagao 16-30 31-41 42-58 59-69 70-86
Inicio do sono |02:00- 00:45- 22:45 PM- 21:30- 21:00-
03:00hs. 02:00hs. 00:45hs. 22:45hs. 21:30hs.
Despertar 10:00- 08:30- 06:30- 05:00- 04:00-
11:30hs. 10:00hs. 08:30hs. 06:30hs. 05:00hs.

Se o0 seu inicio de sono habitual é anterior a 21:00hs ou posterior a 03:00hs, ou se seu
horario de despertar € anterior a 04:00hs ou posterior a 11:30hs, vocé deve buscar o auxilio de
um clinico em terapia de luz para proceder efetivamente com o tratamento.

Nés usamos a pontuacdo de matutinidade-vespertinidade para melhorar o efeito
antidepressivo da terapia de luz. Apesar de a maioria das pessoas apresentaram boa resposta
antidepressiva a terapia de luz quando tem sessdes regulares pela manha utilizando 10,000 lux
de dispositivo de luz branca (veja www.cet.org para recomendacfes) por 30 minutos, geralmente
isso podera nao oferecer a melhor resposta possivel. Se seu relogio interno estd deslocado em
relagdo ao horario externo (como medido indiretamente pela sua pontuacdo de matutinidade-
vespertinidade), o timing da terapia de luz necessita ser ajustado.

A tabela abaixo mostra o tempo de inicio recomendado para terapia de luz para uma
ampla faixa de pontuacdes de matutinidade-vespertinidade. Se sua pontuacdo cair para além
dessa faixa (ou muito abaixo ou muito acima), vocé deve buscar o auxilio de um clinico de
terapia de luz para proceder efetivamente com o tratamento.


http://www.cet.org/
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Pontuacao de Tempo de inicio para
matutinidade- 30minutos de terapia
vespertinidade de luz

23-26 08:15hs.
27-30 08:00hs.
31-34 07:45hs.
35-38 07:30hs.
39-41 07:15hs.
42-45 07:00hs.
46-49 06:45hs.
50-53 06:30hs.
54-57 06:15hs.
58-61 06:00hs.
62-65 05:45hs.
66-68 05:30hs.
69-72 05:15hs.
73-76 05:00hs.

Se vocé usualmente dorme acima de 7 horas por noite, vocé tera de acordar
relativamente mais cedo que o normal para obter o efeito — mas vocé deve se sentir bem
para fazer isso. Algumas pessoas compensam isso indo para cama mais cedo, enquanto
outras se sentem bem dormindo menos. Se vocé usualmente dorme menos de 7 horas por
noite, vocé poderd manter seu atual horario de despertar. Se vocé automaticamente se ve
acordando mais de 30 minutos antes da sua sessdo comegar, vocé deve tentar mover a
sessdo para mais tarde. Evite ter sessBes mais cedo que o recomendado, mas se vocé
dormir para além do horario do seu despertador, € melhor ter a sessdo mais tarde que pula-
lo.

Nossa recomendacdo para tipos vespertinos —  digamos, 08:00hs para uma
pontuacdo de matutinidade-vespertinidade de 30 — pode fazer com que seja dificil trabalhar
no horéario estabelecido, contudo tomar a sessdo de luz antes pode ndo ajudar. Uma vez que
vocé tenha notado melhora no horario recomentado, contudo, vocé pode comecar a sessao
de terapia de luz 15 minutos mais cedo por dia, permitindo que seu rel6égio interno sincronize
com meu ciclo de sono-vigilia desejado e seu horario de trabalho.

O conselho personalizado que damos a vocé aqui é baseado em um enorme ensaio
clinico de pacientes com transtorno afetivo sazonal (TAS) no Columbia University Medical
Center em Nova lorque. Pacientes que receberam luz muito tarde apresentaram apenas
metade da melhora daqueles que receberam luz aproximadamente nos horéarios indicados
acima. Estas diretrizes sdo ndo apenas para TAS, mas também podem ser uteis no
tratamento de depressdo ndo-sazonal, para reduzir insénia no horario de dormir e reduzir a
necessidade de dormir mais pela manha.

Nosso conselho serve apenas como uma diretriz geral para novos usuarios de terapia
de luz. Existem muitos fatores individuais que requerem horarios diferentes ou dose
(intensidade, duracao) de luz. Qualquer pessoa com depressdo clinica deve proceder com
terapia de luz somente com supervisao e monitoramento clinico.
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