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“Unsere Winsehe sind Vorgefihle oer Fithigkeiten, die in uns Liegen, Vorboten desjenigen,
was wir zu Lelsten bmstande sein werden. was wir Rinnen und mochten, stellt sich
unserer Einbildungskrafe auber uns und in der Zukunft dar; wir fihlen eine Sehnsucht
nach dem, was wir schown tim Stillen besitzen. So verwandelt ein Letdenschaftliches
Vorausgreifen das wahrhaft Mdgliche in ein ertriiumtes Wirkliches.”

_ohann Wolfgang von Goethe (1979-1832)
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RESUMO

As preferéncias interindividuais de fase circadiana também sdo denominadas de cronotipo,
considerado como um traco pessoal e caracterizado pelas diferencas dos ritmos circadianos.
Nos dltimos anos o interesse no estudo desta tipologia tem aumentado, sendo de particular
relevancia para compreender a organizagdo temporal do processo de regulacdo do organismo.
O questiondrio de Cronotipo de Munique (MCTQ) ¢ um novo método de avaliacdo do
cronotipo que avalia o periodo médio do sono durante os dias livres e de trabalho. As
caracteristicas individuais cronobioldgicas, relacionadas as preferéncias para alocar as
atividades durante o dia, também foram relacionadas aos distirbios de humor. O presente
trabalho foi realizado pelo nticleo de pesquisa de Cronobiologia do Hospital de Clinicas em
colaboracdo coma a Universidade de Munique na Alemanha, tendo por objetivo avaliar em
uma amostra populacional do Vale do Taquari a variabilidade interindividual dos cronotipos e
sua relacdo com os niveis de sintomas depressivos. Foi observada uma dependéncia entre as
varidveis de idade e género tanto para a distribuicdo do MCTQ, quanto para a distribui¢c@o dos
escores da BECK. A distribuicdo do BECK mostrou uma correlagdo nao linear com o MSF
(Pearson = 0,094; p < 0,0001), demonstrando que os sintomas depressivos predominaram na
maior parte entre os individuos que apresentam um avanco na fase do sono, mas também os
tipos matutinos apresentaram uma tendéncia de maior pontuagdo na escala BECK. Houve uma
diferenca no ponto médio do sono entre dias de trabalho e os dias livres, nos diferentes
cronotipos. Essa caracteristica foi denominada no presente estudo como jet lag social e
mostrou uma correlacio positiva tanto com MSF (Spearman r* = 0,381, p < 0,0001), quanto
com BECK (Spearman = 0,297, p < 0,0001). Quanto maior o jet lag social, mais intenso

foram os sintomas depressivos, os individuos que apresentaram jet lag social entre O e 2 horas
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(N = 3.674) relataram sintomas significativamente menores de depressdo do que aqueles que
apresentaram 2 a 4 horas (N = 320), ou mais de 4 horas (N = 57, ANOVA: F = 79,36, p <
0,0001). A correlacdo entre o nivel de sintomas depressivos e o jet lag social ndo ocorreu
somente nos grupos vespertinos, mas também entre os tipos intermedidrios e matutinos
(Spearman t* = 0,233, p < 0,0001; r* = 0,275, p = 0,0001 e r* = 0,311, p < 0,0001,
respectivamente). Estes resultados sugerem que a relagdo do cronotipo com o risco de
sintomas depressivos pode ser entendida pela exposicdo destes individuos a situacdes de
periodicidade ambiental diferentes da ritmicidade interna do organismo, o que corresponde a

um desalinhamento dos ritmos circadianos internos com o0s externos.

Palavras chaves: Cronobiologia, Cronotipo, Depressdo, Jet Lag Social, Meia Fase de Sono,

Ritmo Circadiano, Transtornos de Humor.
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ABSTRACT

The individual circadian phase preferences, also called chronotype, are an attribute of
human beings, which is characterized by differences in circadian rhythms. The interest in the
study of individual typology differences has increased in the last years. It is also relevant for
understanding the temporal organization of the body’s regulatory process. The Munich
Chronotype Questionnaire (MCTQ) is a new method developed to assess chronotype based on
individual midsleep phase. Individual chronobiology characteristics to allocate activities
during the day were also related to mood disorders. This work was carried out by the research
group of Chronobiology at Clinicas Hospital in collaboration with the University of Munich in
Germany. The objective of this study was to evaluate the interindividual variability of
chronotypes and its correlation to the levels of depressive symptoms in a sample of rural
population in Vale Taquari. As a result, we observed a dependence between the variables of
age and gender distribution of both MCTQ and Beck scores. The distribution of Beck showed
a nonlinear correlation with MSF (Pearson = 0.094, p <0.0001), demonstrating that depressive
symptoms were prevalent mostly among people who have a sleep phase advance, but also the
morning types showed a trend of higher scores on the Beck scale (ANOVA: F = 23:14, p
<0.0001). The difference in the midpoint of sleep between workdays and free days was
dependent on chronotypes. In this study that was called social jet lag and showed a positive
correlation with both MSF (Spearman r* = 0.381, p <0.0001) and BECK (Spearman r* =
0.297, p <0.0001). The level of social jet lag was correlated to depressive symptoms.
Individuals who had a social jet lag from 0 to 2 hours (N = 3,674) reported significantly less
symptoms of depression than those which reported to 2 to 4 hours (N = 320), or more than 4

hours (N = 57, ANOVA: F = 79.36, p <0.0001). The correlation between the level of
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depressive symptoms and social jet lag did not occur only in the late type, but also between the
morning and intermediate types (Spearman r* = 0.233, p <0.0001, r* = 0.275, p = 0.0001 and r*
= 0.311, p <0.0001, respectively). These results suggest that the relationship between
chronotypes with the risk of depressive symptoms can be understood through the exposure of
these individuals to environmental differences in the body's internal rhythm frequency.
Additionally it can be suggesting that these changes also correspond to a misalignment of

circadian rhythms with internal and external rhythm.

Keywords: Chronobiology, Chronotype, Circadian Rhythms, Depression, Midsleep Phase,

Mood Disorders, Social Jetlag.
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INTRODUCAO

A sobrevivéncia das espécies depende da adaptacdo ao meio ambiente aos quais estas
estdo inseridas. Um dos mais importantes processos de adaptacdo refere-se a capacidade de
antecipacdo de eventos. Esse fato permitiu que os seres vivos desenvolvessem respostas

fisiolégicas e comportamentais capazes de predizer as altera¢des que ocorrem na natureza.

O ciclo claro-escuro que ocorre em torno do periodo de 24 horas, devido aos
movimentos de rota¢do do nosso planeta, € considerado como o mais facilmente percebido aos
nossos olhos. A duragdo desta alternancia € sabidamente dependente das estacdes do ano e da

localizacdo geografica (latitude e longitude) em que nos encontramos na terra.

Portanto, um sistema temporizador interno, capaz de medir o tempo ou as variacdes
ciclicas, ¢ fundamental para elaborar respostas adaptativas a estes processos naturais que
ocorrem no ambiente externo. Este sistema, denominado de sistema circadiano, é responsédvel
pela geragdo de ritmos enddgenos no nosso organismo € age em consonancia com as variagoes

ambientais.

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse aos aspectos cronobioldgicos do
comportamento mental, psicoldgico e social, o que tem resultado numa vasta proliferacdo de
estudos sobre esta matéria. A depressao €, provavelmente, a doenga psiquidtrica cujos estudos
mais referéncias fazem aos ritmos bioldgicos, pelo cardter periddico dos seus sintomas. A
observagao de flutuagdes nas caracteristicas dos transtornos do humor constituiu 0 motivo para
o desenvolvimento de diversos modelos ou teorias baseados nas alteracdes dos ritmos

bioldgicos.
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As manifestagdes transitérias observadas durante a travessia aérea de vdrios fusos
horarios, denominada de jet lag, tem sido observadas em trabalhadores de turnos e podem ser
extrapoladas para os episddios depressivos. Dentro desta linha, este estudo ird abordar a
hipétese de que a manifestacio dos sintomas depressivos corresponderia também a um

desalinhamento dos ritmos circadianos internos com 0s externos.

O presente trabalho foi realizado pelo nicleo de pesquisa de Cronobiologia do Hospital
de Clinicas em colaboragdo com a Universidade de Munique na Alemanha (Ludwig-
Maximilians-University of Munich - LMU). Serd apresentada nesta Tese a primeira etapa do
trabalho em que foi avaliada a relagdo do cronotipo e o risco de sintomas depressivos. O
objetivo foi explorar um modelo de andlise para explicar esta relacdo no dominio do reldgio
circadiano interno e da sua modulagdo pelos diferentes cronotipos, tendo como perspectiva a
regulacdo, através da diferenca entre os periodos de sono nos dias de trabalho e nos dias livres,

que possa ser perturbada.

A formatacdo desta Tese segue o modelo preconizado pelo Programa de Pds
Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas. Um referencial tedrico serd apresentado na
primeira parte deste trabalho na forma de revisdo da literatura. Os achados pincipais serdo
apresentados na forma de artigo original (artigo 1), aceito para publicacdo na Chronobiology
International. A revisdo sistemdtica (artigo 2) estd sendo submetida para publicagdo na

Biological Rhythms.

Uma grande base de dados, de 6.500 sujeitos, foi gerada nesta fase e estd sendo
avaliada de acordo com os demais objetivos do projeto apresentado. A metodologia utilizada

pode ser localizada no anexo I. O banco de dados gerado encontra-se em processo de analise.
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Os resultados descritivos da amostra e o racional utilizado para a modelagem proposta nesse

trabalho estdo apresentados no anexo II.

24



REVISAO DA LITERATURA
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Estratégias utilizadas para localizar e selecionar as informacaoes

Para apresentar o tema central desse estudo, buscou-se suporte em estudos
experimentais, observacionais, ensaios clinicos randomizados e duplo-cegos controlados. Para
localiza-los, foi utilizada a estratégia de busca MEDLINE (1960-2011), LILACS, SciELO e o
site da Biblioteca Cochrane, com artigos escritos em inglés e portugués, usando as palavras-
chave cronobiology, chronotype, depression; social jetlag, circadian rhythms and mood
disord. No MEDLINE (site PubMed), usando a combinacdo das palavras depression and,
circadian rhythms, foram localizados 1840 dois artigos. Desses artigos, foram selecionados os
que tinham desfecho definido, relacionando citadas no abstract, depressio ou doencas
afetivas, cujo fator tivesse relacdo com os ritmos biologicos ou a tipologia circadiana. Foram
revisadas as listas de referéncias de todos os estudos selecionados para detectar possiveis
relatos adicionais nao localizados na estratégia acima. Outros artigos e capitulos de livro-texto

relacionados ao tema desta Tese também foram revisados.
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1.1.1 Mapa catalogrdfico

Cronobiology; Chronotype;
i i hythms; Mood Disorders

5 ARTIGOS | ‘ " Liacs I
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1.2 As Primeiras Evidéncias sobre os Ritmos Biologicos

O fato de que os organismos vivos convivem com processos ritmicos ndo € uma
descoberta recente. Diversos relatos antigos descrevem a repeticdo e a alternancia de eventos
na natureza. Como exemplos cldssicos, temos as referéncias encontradas desde tempos
imemoriais, como por exemplo, Homero, na Iliada, compara o ciclo de vida do homem as
mudancas sazonais dos bosques e Hipdcrates, cerca de 300 AC, relaciona o aparecimento de
certas patologias com as estagdes do ano, bem como a existéncia de dias criticos para o
aparecimento e desenvolvimento de determinadas doengas (Aschoff, 1984; Aschoff, 1992).
Andréstenes de Thaso em 325 a. C (um historiador do tempo de Alexandre o Grande)
realizou, provavelmente, o primeiro relato documentado de um ciclo de atividade/repouso em
plantas ao relatar que as folhas de tamarindo se moviam de acordo com a mudanca do dia para

a noite (Rietveld, 1996).

A cronobiologia é uma drea do conhecimento cientifico que se refere ao estudo
sistemdtico das caracteristicas temporais da matéria viva, em todos os seus niveis de
organizacdo (Halberg, 1969). Esta ciéncia inclui o estudo de ritmos biolégicos como, por
exemplo, as oscilagdes periddicas em varidveis biologicas e as mudangas associadas ao
desenvolvimento. Apesar de a cronobiologia ser considerada relativamente nova enquanto
disciplina cientifica, as primeiras descri¢des dos ritmos bioldgicos encontrados na natureza

constam desde a antiguidade.

Segundo Marques e Menna-Barreto (Marques et al., 2003) existem principalmente
duas linhas de estudo dos ritmos bioldgicos. A primeira inclui relatos de ritmos,

predominantemente no homem, em diversas varidveis fisioldgicas em condi¢des de saude e
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doenca. A maioria dos ritmos observados refere-se a mudancas didrias, mas hd também
referéncias a ritmos mensais € anuais no peso corporal € no volume urindrio (Marques et al.,
2003). A segunda linha de estudos envolve a manipulacio do ambiente, observando-se os
ritmos em condi¢des do ambiente constantes. Um dos primeiros trabalhos que se insere nesta
linha e que alcangou bastante notoriedade foi realizado pelo francés Jean Jacques d’Ortous de
Mairan em 1729. Este astronomo descreveu os movimentos periddicos das folhas em plantas
mantidas em um lugar isolado de ciclos ambientais de claro e escuro (Moore-Ede, 1986),
tendo constatado que esta continuava a orientar periodicamente as suas folhas para o Sol
mesmo na auséncia de luminosidade. Este foi o primeiro estudo experimental nesta drea em
que foi eliminado a ritmicidade ambiental verificando-se a persisténcia dos ritmos fisioldgicos
e comportamentais da planta nessa situacdo. Darwin no seu livro “O Poder do Movimento nas
Plantas” relatou descrigdes semelhantes as de Mairan, tendo escrito em 1880 que o movimento
didrio das folhas era uma propriedade interessante das plantas. O proprio Lineu criou um
rel6gio baseado nas horas em que determinadas espécies de flores abriam ou fechavam (Figura
1). A partir do século XIX foram realizados estudos de ritmos em animais, como o estudo do
ritmo de pigmentacdo em artrépodes. Na primeira metade do século passado esta linha de
investigacdo havia se ampliado para uma grande variedade de organismos: abelhas e outros
insetos, crustdceos, coelhos e roedores (Bunning, 1969; Bunning et al., 1969). Nessa linha de
estudos, ja se pode observar uma preocupacio com a andlise do papel de ciclos ambientais nos
diferentes ritmos estudados (Bunning et al., 1969) o que levava a constatacdo de que a

ritmicidade era uma propriedade geral da matéria viva.
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Figura 1. Relégio floral de Linneo. Proposta em 1751 para descrever o tempo caracteristico de abertura

e fechamento das pétalas em diferentes espécies de flores (Noguera et al., 2007).

1.3 Os Primeiros Ritmos Estudados

A demonstracdo do cardter endégeno dos ritmos bioldgicos teve inicio no século XVIII
com o cientista francés de Mairan, que foi o primeiro a propor a possivel existéncia de um
fator interno do organismo controlando a ritmicidade. Observando o movimento regular de

abertura e fechamento das folhas da planta sensitiva Mimosa pudica, ele constatou que quando
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a planta era mantida em condicdes de escuro constante, 0 movimento de abertura e
fechamento das folhas era mantido. Este cardter endégeno dos ritmos permite que 0s
organismos antecipem e preparem-se para mudangas ambientais. Quando animais ou vegetais
sdo mantidos em um ambiente constantemente iluminado ou escuro, observa-se a persisténcia
dos ritmos bioldgicos, embora estes possam apresentar um periodo diferente daquele quando o

organismo estd exposto aos ciclos ambientais.

Os estudos dos ritmos em humanos somente iniciaram muito tempo depois, em 1938,
quando Nathanial Kleitman e seu aluno, Bruce Richardson, decidiram realizar um auto-
experimento estudando os ritmos e a fisiologia do sono em uma caverna natural em Kentucky,
USA. Eles permaneceram 33 dias sem sinais externos de luminosidade e com ciclos de sono
de 9 horas didrias e rotinas regulares de alimentacdo, leitura, escrita e caminhada. A
temperatura corporal foi monitorada durante todo o periodo em que os pesquisadores
estiveram privados dos sinais externos, sendo observada a persisténcia de ritmicidade dos
ritmos avaliados. Esse foi um dos primeiros estudos em humanos que indicou a existéncia de
um mecanismo de controle interno com capacidade de auto-sustentagdo mesmo na auséncia da

alternancia do ciclo claro e escuro.

Em 1962, Michel Siffre passou dois meses em total isolamento em uma caverna e
realizou a avaliacdo de seus ritmos. Durante esse periodo Siffre viveu em total escuriddo.
Segundo o protocolo seguido neste estudo, ele ligava para sua equipe informando os horarios

em que dormia ou se alimentava ou acordava (Foer et al., 2008).

Os estudos experimentais e controlados foram realizados em humanos por Aschoff e

Wever (Aschoff, 1979; Aschoff, 1992; Aschoff et al., 1967; Wever, 1979). Nestes estudos
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foram coletados dados de voluntdrios que passaram alguns meses em uma caverna artificial,
sem informacOes externas ou pistas temporais ambientais. Como evidéncia, os ritmos
bioldgicos anteriormente sincronizados pelo ciclo claro e escuro, como o ciclo sono e vigilia,
passaram a apresentar periodos diferentes de 24 horas. Os ritmos nesta situacdo foram
considerados como estando em situacdo de livre-curso, revelando o periodo endégeno dos
ritmos que foi denominado de tau (t). Os estudos revelaram que os individuos diferem em
relacdo a este periodo endégeno, podendo apresentar periodos menor, préximo ou maior das
24 horas, variando entre 23h30min a 26h00Omin. Participantes que durante a situacdo de livre-
curso apresentaram periodos maiores do que 24 horas, quando expostos ao periodo externo,
apresentaram um atraso de fase em relacdo ao periodo de alternancia de claro e escuro. Por
outro lado, os individuos com um ritmo endégeno menor do que 24 horas apresentaram um
avanco de fase em suas varidveis endogenas em relagdo ao tempo externo. O periodo
enddgeno em livre-curso também variou de acordo com a natureza das condi¢cdes ao qual eles
foram submetidos, como periodos de claro ou escuro constante (Aschoff, 1979). Durante o
mesmo periodo, Colin Pittendrigh realizou estudos com moscas das frutas e descobriu outras
propriedades do reldgio circadiano, a compensacdo de temperatura em diferentes condi¢cdes

ambientais (Pittendrigh, 1960).
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Figura 2. Nathaniel Kleitman e Bruce Richardson, no ano de 1938 durante o periodo de um més de
estudo em uma caverna natural, no Parque Nacional Mammoth de Kentucky (EUA). Fonte:

http://image.guim.co.uk/Guardian/society/gallery/2007/dec/03/exhibition.art/Kleitman_d-6690.jpg

1.4 A Evolugéao da Cronobiologia como Ciéncia

Julien Joseph Virey (1775-1846) € considerado por muitos como o pai da
cronobiologia (Reinberg et al., 2001). A tese de doutorado de Virey, concluida em Paris em
1814, € considerada como um dos primeiros trabalhos dedicados aos ritmos bioldgicos. Este
defende que os ritmos bioldgicos sdo enddgenos, controlados por relégios biolégicos que sao
sincronizados através de mudancas do ambiente como a alternancia do ciclo claro e escuro.
Ele também relatou que os efeitos das drogas variam de acordo com seu tempo de
administracdo e foi o primeiro a defender a importancia do tempo nas intervencdes

terapéuticas (Reinberg et al., 2001).
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A variacdo circadiana da pressdo arterial € um pardmetro hemodinamico que é
conhecido desde 1881 quando Zadek registrou a existéncia de uma variabilidade diaria na
pressdo arterial, aumentando durante a tarde e diminuindo a noite com variagdes entre 8-15
mm-Hg (Middeke et al., 1991). Em 1897, Howell observou a diminui¢do noturna na pressao
sanguinea, seguido de Leondard Hill que em 1898 registrou a variabilidade diurna e o

decréscimo com o sono, da pressao arterial (Redfern et al., 1991).

Todo este desenvolvimento de uma nova drea do conhecimento viria a ser
sistematizado em Ronneby, na Suécia, em 1937, quando da realizagdo da primeira reunido
cientifica sobre ritmos biolégicos onde foi decidida a fundacdo da Sociedade para a
Investigagcdo dos Ritmos Bioldgicos, mais tarde (em 1971) designada Sociedade Internacional

de Cronobiologia (Marques et al., 2003).

A primeira monografia publicada na &area da Cronobiologia, afirmando que os
organismos tém capacidade de medir o tempo e demonstrando que as plantas possuem
reatividade varidvel em relacdo a luz, dependendo do momento de exposic¢do foi realizada por

Bunning, em 1958 (Bunning, 1969).

Neste periodo, ja se havia acumulado um grande nimero de investigacdes sobre a
ocorréncia de ritmos bioldgicos, tanto sobre varidveis comportamentais, quanto fisioldgicas.
Os primeiros instrumentos de medida e de monitoracido de varidveis bioldgicas comecaram a
serem desenvolvidos e a observacdo de eventos similares por pesquisadores de diferentes dreas
levava a necessidade de elaboracdo de principios gerais que pudessem unificar os diferentes
achados. Além disso, tornava-se também desejdvel a divulgacdo destes achados entre os

pesquisadores da drea. Nesse contexto, em 1960 iniciaram os primeiros encontros na historia
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da Cronobiologia com a realizacdo do Cold Spring Harbor Symposium on Biological Clocks,
organizado por Colin Pittendrigh e colaboradores, realizado de 5 a 14 de junho de 1960 nos
EUA (Marques et al., 2003). Este simpdsio constituiu-se como um fator decisivo para o
reconhecimento da Cronobiologia por parte da comunidade cientifica internacional ao adotar
metodologias rigorosas, tanto ao nivel do desenho experimental como da demonstracdo
matematica e estatistica da ritmicidade bioldgica (Cipolla-Neto et al., 1988). Atualmente ainda
realizado e considerado como um dos famosos e tradicionais eventos nesta area (Cold Spring

Harbor Symposium on Quantitative Biology; http://symposium.cshlp.org/).

Desde entdo, tém surgido sub-especialidades desta drea da ciéncia, como por exemplo,
a cronofarmacologia (estudo das variacOes ritmicas da eficdcia, da cinética e da toxicidade dos
farmacos) e a cronopsicologia (estudo das variacdes ritmicas de funcdes cognitivas e

comportamentais) (Marques et al., 2003).
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2 CRONOBIOLOGIA: PRINCIPAIS CONCEITOS

A semelhanca de outras dreas da ciéncia, a cronobiologia desenvolveu um conjunto de
conceitos e termos de modo a compreender, do ponto de vista temporal, 0s organismos e as
suas interacdes com o meio ambiente. Para o estudo da cronobiologia, € relevante definir o
que se entende por ritmos, 0s principais parametros necessdrios a sua caracterizacdo e a
relacdo que estes estabelecem entre si (ordem temporal interna), assim como conhecer as
estruturas que os geram (relégios biolégicos) e a relacdo que estas estabelecem com o meio

(sincronizagdo).

2.1 Ritmos e seus Parametros

De acordo com Minors e Waterhouse (Minors et al., 1981), ritmo tem sido definido
como uma “sequéncia de eventos que se repetem na mesma ordem e nos mesmos intervalos”.
Embora, o ritmo possa mudar as suas caracteristicas sob certas condi¢des ou mesmo na
auséncia de pistas externas, como por exemplo, quando os ritmos se encontram em livre-curso.
Para se proceder a caracterizagdo de um ritmo torna-se necessdrio definir vérios dos seus

parametros, como o periodo (T), a frequéncia (f), a amplitude (A), o nivel médio (ou mesor)
(M), a fase (@), a acrofase (¢), o z€nite (z) ou o nadir (n) (Figura 3). O ritmo também pode ser

denominado como ciclo, periodicidade ou oscilacdo.
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2.1.1 Periodo

O periodo (T) refere-se ao tempo necessdrio para que um dado ritmo finalize um ciclo

completo, podendo oscilar desde milisegundos até anos. (Marques et al., 2003).

e

M
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r

Figura 3. Pardmetros de um ritmo. T = tempo para completar um ciclo ou periodo; f = frequéncia; n =

nadir ou batifase; z = zénite ou acrofase (¢); M = mesor; A = amplitude; ¢ = fase.

2.1.2 Frequéncia

A frequéncia (f) corresponde ao inverso do periodo (f=1/T) (Minors & Waterhouse,
1981) e se expressa em nimero de ciclos por unidade de tempo. Uma vez que a unidade de
tempo em cronobiologia € o “dia” de 24 horas, a unidade de medida para a freqiiéncia

corresponde ao numero de ciclos por dia.
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2.1.3 Nadir ou Batifase

O nadir (n) corresponde a0 momento em que ocorre o valor minimo da fungdo,

podendo também ser denominada por batifase.

2.1.4 Acrofase ou Zénite

A acrofase, também designada como zé€nite (z) corresponde a0 momento em que
ocorre o valor mais elevado da fun¢do, sendo designada pela letra grega ¢. Suponhamos que o
ponto mdximo, zénite, do ritmo da temperatura de um dado individuo ocorre as 19 horas; neste

caso, diz-se que a acrofase desse ritmo € de 19 horas (¢=19h).

2.1.5 Mesor

Outro parametro utilizado para a estimativa do nivel médio do ritmo € o mesor.
Quando se usam métodos de andlise trigonométrica e estatistica dos ritmos bioldgicos (ex.,
método Cosinor), o nivel médio designa-se mesor, nome derivado do original em inglés

Midline Estimated Statistic of Rhythm.

2.1.6 Amplitude

A amplitude (A) corresponde a diferenca entre o nivel médio da fun¢do e o seu ponto

mdaximo (ou ponto minimo).
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2.1.7 Fase

A fase traduz a relacdo que existe entre um dado valor da funcdo e um dado tempo t do

ciclo a que se refere, sendo designada, habitualmente, pela letra grega .

2.2 (lassificacoes dos Ritmos

Os parametros referentes ao periodo e a frequéncia permitem classificar os ritmos em
ultradianos, infradianos e circadianos (Noguera et al., 2007). Os ritmos circadianos referem-se
a ritmos cujo periodo € de cerca de um dia (do latim, circa dies), compreendido entre as 20 e
as 28 horas. Os ritmos ultradianos apresentam uma frequéncia inferior a 1 ciclo por dia (ex.,
ritmo cardiaco) e em ritmos infradianos quando estes apresentam uma frequéncia superior a 1
ciclo por dia como por exemplo a produ¢do de plaquetas no sangue, o ciclo menstrual ou o

ciclo de reproducdo (Marques et al., 2003).

2.3 Relacdo de Fases

A fase do relogio pode ser definida por qualquer ponto instantdneo da curva de
oscilagdo em relagdo a fase de um zeitgeber, podendo esta ser representada, por exemplo, pelo
seu valor maximo ou minimo os quais sdo generalizados como marcadores para a fase interna

de um ciclo como pontos de referéncia.
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Quando a fase de um ritmo muda relativamente aos seus pontos habituais de referéncia
no eixo do tempo, diz-se haver uma alteracdo ou mudanca de fase; dependendo da direcdo do
seu deslocamento no eixo, a alteragdo de fase é descrita como um adiantamento ou avango de
fase, quando a alteracdo na fase acontece antes do horario habitualmente observado. Quando o
evento é observado depois do hordrio habitual ele é denominado de atraso de fase. (Minors et

al., 1981).

O termo fase € também usado para descrever a relagdo temporal entre dois ritmos; por
exemplo, quando se refere que “o ritmo da temperatura central estd em fase com o ritmo da
atividade”, significa que aspectos similares dos dois ritmos (por exemplo, as suas acrofases)
ocorrem simultaneamente, ou seja, diz-se que os dois ritmos estdo em fase. No entanto, se
tiverem as acrofases separadas entre si por meio ciclo, diz-se que estdo em inversdo de fase
(Marques et al., 2003). Se num dado ritmo a acrofase ocorrer mais cedo do que em outro, diz-
se que esse ritmo estd em avanco de fase enquanto que se ocorrer mais tarde diz-se que estd
em atraso de fase. O conceito de fase diz respeito tanto a forma da curva no seu todo como em
segmentos, podendo ser aplicado na descri¢do da expressdo de um processo ritmico (Marques

et al., 2003).

Em condicdes normais, as diversas fungdes ritmicas no organismo mantém uma
estabilidade das relagdes de fase entre si, apresentando uma sincronizagdo temporal

caracterizando uma ordem temporal interna (Marques et al., 2003).

O mapa de fases (figura 4) € a representacdo grifica da caracterizacdo entre as
diferencas de fases entre os ritmos estudados no periodo de 24 horas (Marques et al., 2003;

Noguera et al., 2007). Nos animais, incluindo os seres humanos, cujos ritmos estao alinhados
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por pistas temporais ambientais com um periodo de 24 horas, a escala temporal externa
adotada na elaboracdo do mapa de fases € o ciclo ambiental claro e escuro. A figura 4 mostra a

acrofase de algumas varidveis bioldgicas em relagdo ao periodo de 24 horas.

A relagdo de fase entre a fase interna e externa também ¢é chamada a fase de
arrastamento por alguns autores (Roenneberg, Daan, et al., 2003). O angulo de fase entre o
tempo interno e a fase externa depende do periodo interindividual em livre-curso (Aschoff,
1979; Roenneberg & Merrow, 2000) e, consequentemente, isso influencia o tempo de

arrastamento a um zeitgeber.

Atividade Repouso
—a—] = Conisol plasmitico
I . 4 Poidssio urindrio
! * i Ecsindfilos {no sanmua)
—e— Forga de preensio
] Fluxe expistéric miximo
& q Catecolaminas {na urina)
k * Aldosterona {na urina)
|—--—9—| Pressfio sanguinea sisiélica
—a Pressiio sanguinea diastélica
f——i Baiimentos cardiacos

+—————— Perindo=24h ———*

Figura 4. Mapa de fases representando os ritmos circadianos de algumas variaveis fisiolégicas (Noguera

et al., 2007).
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O Mapa de fases, representando na figura 4, pode ser utilizado para na comparagdo de
varidveis fisiologicas que exibem ritmos circadianos. Os pontos representam as acrofases das
respectivas fungdes ritmicas enquanto que as barras horizontais representam a variabilidade

das medidas (intervalo de confianca de 95%) (Noguera et al., 2007).

A representacdo gréafica de caracteristicas do sistema circadiano do sono é mostrada na
figura 5. Primeiro, sobre a influencia das condi¢des externas, o periodo de sono permanece em
fase estdvel (sincronizado) em relacdo ao ciclo de claro e escuro (¥), apresentando uma
relacdo entre o periodo de atividade e repouso (a:p). Na auséncia de pistas externas (ciclo
claro e escuro), o periodo de sono apresenta um atraso de fase progressivo ao longo dos dias
de acordo com a ritmicidade interna do relégio circadiano (t), estando em livre-curso. O prior
de livre-curso somente pode ser mensurado em humanos utilizando protocolos especificos e
rigidos, mesmo assim sofrendo influéncia do fotoperiodo ao que foi exposto. A duracido do
fotoperiodo durante as estagdes do ano pode modificar o valor do 1, apresentando um valor
maior durante o periodo de inverno. Este fato mostra que o valor do tau também reflete as
diferencas externas em relacdo a exposi¢do ao periodo de claro e escuro, mais acentuado em
algumas latitudes. Técnicas mais atuais sdo capazes de medir a expressdo dos genes do relogio
biolégico em culturas de tecidos como a pele, embora ainda ndo esteja estabelecida a relacio

destes com o reldgio central (Brown et al., 2005).
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Figura 5. Esquema comparativo das fases interna em relagdo ao periodo externo para varidveis
relacionadas ao ciclo de sono vigilia. O periodo de sono (linha verde) esta representado em relagdo ao
tempo externo (ciclo claro e escuro) e a fase circadiana interna estd representada em relacdo ao periodo

de inicio da produgdo de melatonina (DLMO - circulo verde) (Wirz-Justice, 2007).

2.4 Representacao Grdfica da Acrofase

Dada a diversidade que as vérias fun¢des ritmicas podem ter, € necessdrio reduzir essa
complexidade a um descritor comum que represente a andlise da organizacdo do sistema
circadiano. Entre os parametros ritmicos, a acrofase, que corresponde a0 momento em que
ocorre 0 valor midximo de um dado ritmo, é um dos pardmetros mais utilizados para

caracterizar o0 modo como os diversos ritmos se relacionam entre si (Marques et al., 2003;

Noguera et al., 2007).
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Figura 6. Visualizacdo grifica da acrofase de temperatura corporal ao longo do dia em trabalhadores
diurnos e noturnos. O deslocamento dos pontos, representados na figura, indica a variabilidade da
temperatura de acordo com o grupo ao qual ele pertence. A acrofase da temperatura periférica € maior
durante a noite no grupo de trabalho diurno e nos trabalhadores noturnos com baixo nivel de atividade
(figura a e b). O grupo de trabalhadores noturnos com maior nivel de atividade apresenta um
deslocamento na acrofase de temperatura em relacdo ao demais. O Grafico d representa a distribuicdo

desta varidvel para todos os grupos de trabalhadores (Moraes et al., 2011).
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3 O RELOGIO CIRCADIANO DE MAMIFEROS

3.1 Relégio Biologico

O termo rel6gio biolégico (ou circadiano) € usado em cronobiologia para designar
marca-passo, referindo-se e a toda a estrutura (fisica ou bioldgica) cujo funcionamento varia
no tempo de forma ciclica como um oscilador e que através da via nervosa ou humoral é capaz
de transmitir esta oscilagdo para regides proximas ou distantes, capaz de impor o seu ritmo a
outras estruturas. A maioria dos ritmos bioldgicos observados podem nio ser originados
diretamente pelo relégio bioldgico, mas por uma cadeia sucessiva de eventos como numa
cascata de eventos, tendo apenas o primeiro ritmo sido originado diretamente pela atividade do
relogio bioldgico. O reldgio bioldgico controla diversos niveis fisioldgicos desde expressao
génica a comportamentos complexos. Em condi¢des constantes, o relogio biolégico funciona

livremente, com um periodo endégeno em torno de 24 horas (Roenneberg et al., 2007a).

3.2 Localizagdo do Reldgio Central de Mamiferos

Para que haja ritmicidade circadiana endégena em um ser vivo € necessdria a presenca
de marca-passos. Estes sdo definidos como osciladores primérios, endégenos que exibem um
padrio oscilatorio geneticamente determinado, auto-sustentado. No hipotdlamo, dois pequenos
aglomerados de neurdnios (15 - 20.000 neurdnios) constituem os marca-passos geradores da

ritmicidade circadiana em mamiferos representados pelos reldgios biolégicos circadianos que
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sdo os nucleos supraquiasmdticos (NSQ) (Reppert et al., 2001) (Figura 7). As células do
organismo tém padrdes de oscilacdo enddgena que marcam ritmos de aproximadamente 24

horas.

_ Cerebral
cortex

Suprachiasmatic
nucleus
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chiasm

/ :
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Figura 7. Posicionamento dos Nucleos supraquiasmdticos (NSQ) no sistema nervoso humano e

conexdes entre a retina e a glandula pineal. Fonte: http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200.

3.3 O NSQ como o Marca-passo Circadiano Central

O mecanismo interno que organiza os processos bioldgicos circadianos estd localizado
no hipotdlamo, mais precisamente no nucleo supraquiasmatico (NSQ), considerado como o

relogio circadiano central dos mamiferos (Berson et al., 2002).

Ruppert e Weaver (Reppert et al., 2001), descrevem o sistema circadiano nos

mamiferos como estando organizado segundo uma hierarquia de multiplos osciladores
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circadianos dispersos pelo organismo, encontrando-se o “centro de comando” do sistema de
temporizacdo contido nos neurdnios do NSQ, sendo possivel que a larga maioria destes
funcione como “células reldgio” ou osciladores circadianos. O NSQ recebe informagao fética
diretamente através do trato retino-hipotalamico, sincronizando-o para as 24 horas; este, por
sua vez, coordena a ac¢do dos osciladores presentes em outras dreas cerebrais e nos 6rgaos
periféricos, como pulmao, rim, figado etc., denominados como osciladores periféricos. Estes
osciladores sincronizados, por sua vez, regulam os ritmos locais na fisiologia constituindo-se,
assim, como entidades multi-oscilatérias. Esta acdo parece estar dependente da alimentagdo
recebida pelo reldgio central, uma vez que estes apenas conseguem suster oscilacdes de 24
horas por poucos dias em estudos experimentais (Reppert et al., 2001). No caso do ser
humano, os ritmos circadianos podem ser sincronizados por estimulos féticos e ndo féticos

(Marques et al., 2003).

No caso dos estimulos féticos, o trato retino-hipotaldmico assegura uma projecao direta
da retina para o NSQ, através do trato retino-hipotalamico, constituindo este a base bioldgica
da sincroniza¢do do NSQ pela luz. O principal neurotransmissor desta via € o glutamato, mas
também € importante a participacdo do n-acetil aspartil glutamato e da substancia P (Noguera
et al., 2007). O NSQ efetua a sincronizacdo dos ritmos pelo foto periodo através do envio de
impulsos ritmicos para estruturas vizinhas, entre as quais, o nucleo paraventricular do
hipotdlamo, medula espinhal e ganglio cervical superior de onde partem fibras noradrenérgicas
em direcdo a pineal, glandula enddcrina localizada no teto do terceiro ventriculo. A
noradrenalina, serotonina e acetilcolina sdo os principais neurotransmissores que participam

destas vias de transmissdo até a chegada dos sinais a pineal.
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Nos mamiferos, a pineal € considerada um 6rgdao enddcrino com propriedades de
transdutor neuroenddcrino dado que a informacao fética, transmitido através da via simpatica,
chega a glandula e regula a secre¢cdo da melatonina (Golombek et al., 1996), principal
hormdnio produzido pela glandula pineal, que desempenha um papel central no processo de
sincronizacdo dos ritmos circadianos (Moore, 1997; Moore, 1980). A sintese e a secrecao
deste hormonio ocorrem durante o periodo noturno, sendo suprimida pela luz. A produgdo de
melatonina depende da estimulacdo noradrenérgica e funciona como um sinal para a duragdo
do foto periodo (Lavie, 2001). A pineal constitui o principal meio de comunicagdo entre o
meio externo (ciclo claro e escuro) e os sistemas internos (nervoso central e endécrino). E
ainda considerada como uma estrutura responsdvel pelo efeito sincronizador interno do

sistema circadiano.

Quanto a informag@o ndo fotica, esta parece chegar ao NSQ através da sua conexao
com o folheto intergeniculado (Moore, 1997), os principais neurotransmissores desta via sdo o

GABA e o Neuropeptideo Y (Noguera et al., 2007).

3.4 Agentes Sincronizadores

Os eventos externos que sdo capazes de promover o ajustamento das varidveis
circadianas foram designados por Aschoff como zeitgeber (palavra alema que significa
“doador do tempo”), por Halberg e colaboradores como sincronizadores ou por Pittendrigh
como agentes arrastadores (Reinberg er al., 2001). As primeiras experiéncias sistemdticas

sobre arrastamento foram conduzidas por Pittendrigh, na década de 1960. Ao expor os
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organismos em escuriddo constante com exposi¢do de pulsos curtos de luz em diferentes
momentos ao longo do dia. Pittendrigh observou a altera¢do de fase promovida pela exposi¢ao
a luz durante o dia de 24 horas foi dependente do momento de aplicacdo do estimulo.
Posteriormente outras experiéncias t€m encontrado os mesmos efeitos em humanos (Beersma

etal., 1993).

Sincronizador, zeitgeber ou agente de arrastamento referem-se a todo o agente cujas
variagOes periddicas sdo capazes de modificar o periodo e/ou a fase de um ritmo biolégico. Ou
seja, o periodo observado em ambiente de livre-curso € ajustado para um periodo de 24 horas,
pelo processo de arrastamento ou de sincronizacdo, passando a ostentar um periodo de 24
horas (Marques et al., 2003). O periodo da oscilagdo endégena pode ser sincronizado pelos
ciclos ambientais externos se o periodo destes estiver dentro de um intervalo limite entre 20 e
28 horas; caso o periodo dos agentes arrastadores se encontre fora dos limites de sensibilidade,
o periodo endégeno ndo serd acoplado a periodicidade dos ciclos externos e entrard em livre-
curso. Além do ajuste do periodo e fase de um dado ritmo biolégico pelos ciclos ambientais,
este processo € responsdvel pela harmonizagdo das fases dos ritmos fisiolégicos e
comportamentais com as fases dos ciclos ambientais de tal modo que os ritmos bioldgicos se
encontrem associados as fases dos ciclos ambientais permitindo a manutencdo da
sobrevivéncia da espécie (Marques et al., 2003). A importancia de um ciclo como
sincronizador depende de uma dada espécie, sendo que os ritmos de uma mesma espécie
podem ser alinhados por zeitgebers diferentes, organizados segundo uma hierarquia (Marques

et al.,2003).
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O NSQ ¢ sincronizado aos ritmos exteriores pela luz e por fatores sociais e
comportamentais. No caso do ser humano, os zeitgebers de natureza sdcio-ecoldgica,
associados aos hordrios da vida em comunidade assumem especial relevancia (Aschoff et al.,
1971). Variacdes didrias de intensidade do ruido ambiental, hordrios das refei¢des, rotinas
domésticas e profissionais, interacdes sociais sdo exemplos de zeitgebers que sincronizam os

ritmos humanos (Marques et al., 2003).

De acordo com Marques e Menna-Barreto (Marques et al., 2003), os seres humanos e
animais podem ser sincronizados pelos ciclos geofisicos, como ciclo claro e escuro, pelas
oscilacOes ambientais, como variacOes da temperatura, e também pelos ciclos sociais e
comportamentais. Por outro lado, € enfatizado que estes atuam de modo interativo: por
exemplo, quando um individuo deixa de sair de casa e passa o dia na cama altera diretamente
um zeitgeber comportamental (o ciclo de atividade-repouso), privando-se igualmente da
exposicdo ao ciclo natural claro-escuro (zeitgeber geofisico) bem como de
contactos/atividades de natureza social (zeitgeber social). Quando o sistema estd sincronizado,
os ritmos circadianos do organismo assumem uma relacdo estdvel com os zeitgebers,
permitindo esse alinhamento a manutencdo de uma relacdo estdvel dos ritmos circadianos
entre si (Moore-Ede, 1986), em que o sistema temporal circadiano conduz o organismo a uma
alternancia ciclica ao longo do dia, como pode ser evidenciado pelo ciclo sono-vigilia marcado
por um periodo de alerta com uma ativacao fisioldgica durante o dia e sonoléncia na parte da
noite. O ritmo também pode ser modificado pelo processo de arrastamento, resultando dos
efeitos mascaramento (Noguera et al., 2007) quando o ritmo enddgeno passa a se manifestar
na presenca de um ritmo externo, como no exemplo da antecipacdo dos hordrios de

alimentacdo. Embora os efeitos de mascaramento estejam frequentemente associados a
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artefatos experimentais no estudo de componente endégeno dos ritmos circadianos, Marques e
colaboradores (Marques et al., 2003) salientam a importancia deste fendbmeno do ponto de
vista da adaptacdo temporal pela flexibilidade que d4 ao organismo de responder diretamente a
um estimulo ambiental. Segundo estes, o arrastamento representa um mecanismo para a
sincronizacdo geral de um individuo ao seu meio ambiente, enquanto que o efeito de
mascaramento pode ser importante do ponto de vista da adaptacdo do organismo no meio em
que vive. Quando os ritmos bioldgicos deixam de estar em fase com os ciclos externos, diz-se
que ocorreu dessincronizacdo externa, como observado durante a realizacdo de trabalho
noturno ou a travessia rapida de fusos horarios exemplos de situacdes onde ocorrem alteragcdes
bruscas nos zeitgebers. Caso a situacio de dessincronizag¢do externa persista, pode ocorrer, em
alguns individuos, dessincronizagdo ou dissocia¢do interna das relagdes de fase entre os ritmos

biolégicos, fendmeno que ocorre com freqii€éncia durante diferentes jornadas de trabalho.

3.5 Osciladores Biologicos

Diferentes espécies sdo acopladas com as suas proprias fases caracteristicas ao ciclo
ambiental das 24 horas e, em fun¢do desse acoplamento sdo divididas em noturnas, diurnas ou
crepusculares (Moore-Ede, 1986). Os homens que sdo ativos durante o dia e repousam durante
a noite, apresentam um padrdo diurno, e grande parte das varidveis fisioldgicas apresenta os
seus valores mais elevados durante o dia e os valores mais baixos durante a noite. A
melatonina, principal hormonio da glandula pineal, apresenta um ritmo circadiano oposto, com
niveis elevados durante a noite e baixos durante o dia. O ponto médximo de secrecdo deste

hormodnio ocorre entre as 2 e as 6 da manha (Golombek et al., 1996). O cortisol plasmatico
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atinge a sua acrofase por volta das 7-8h da manhd e a temperatura corporal atinge o valor

maximo por volta das 17 a 19 horas (Bailey et al., 1991).

Kidnay

Figura 8. O reldgio central localizado no SCN é composto por numerosas células relégio. O SCN recebe
informagdes de luz através do trato retino-hipotalamico (RHT) para sincronizar o reldgio biolégico no
ciclo de 24 horas. O SCN, por sua vez, coordena a sincronizagdo de osciladores em outras areas do

cérebro (como o cértex) e em 6rgdos periféricos (como por exemplo, rim e figado).

Os ritmos de 24h da fisiologia e do comportamento sdo influenciados por varios fatores
ambientais como os horérios de alimentacdo, fatores genéticos e interagdes sociais como as

condic¢des de luz (Ohdo, 2007). Nos seres vivos, ha necessidade de sensores que percebam a
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variagdo temporal. Além disto, a presenca de sistemas humorais e neurais € necessdria para
que informem a todo o organismo o estado de iluminacdo ambiental para que possam
acompanhar estas variagdes. O organismo vivo multicelular atua de forma integrada e
sincronizada. A comunicacdo entre diferentes 6rgdos e sistemas pode ser feita através da rede
neural ou pelo sistema enddcrino. A informagao € transmitida em tempo real e os 6érgaos-alvo
reagirdo segundo o estado em que se encontram no momento em que recebem o estimulo. Este
processo ¢ mediado pelos relégios circadianos que s@o definidos como um conjunto de
proteinas de auto-transcri¢do com feedback positivo e negativo no periodo de 24 horas. Os

componentes do relégio circadiano tém sido encontrados em todos os tecidos mamiferos

investigados, incluindo o tecido adiposo (Markus et al., 2003).

3.6 Controle Transcricional dos Osciladores Periféricos

A habilidade de predizer as mudangas as oscilacOes temporais € outros ritmos
circadianos sdo baseadas em células autdnomas-transcricionais capazes de fazer feedback nos
relogios de células como proteinas e suas bases. A identificacdo da ritmicidade circadiana
baseada em genes do reldgio (clock genes), realizada nas espécies Drosophila melanogaster e
Neurospora crassa, foram fundamentais para a busca de homélogos em estudos com outras
espécies animais. Trés genes do reldgio sdo encontrados nos mamiferos: 1) denominados gene
CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput), e o BMALI1 (também conhecido como
Mop3), envolvidos com o sistema de temporizagdo em mamiferos; 2) PER1 (Period), PER2 e
PER3, e sdo expressos ritmicamente no SNC. Perl e Per2 induzem a resposta pulsos de luz

nos NSQ, enquanto o Per3 tem um padrdo oscilatério de expressdo independente da luz
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(Ohdo, 2007; Pereira et al., 2009). 3) Os genes CRY1 e CRY2 (Cryptochromes) sao membros
da familia de receptores de luz azul em plantas. Estes genes foram primeiramente classificados
como possiveis candidatos para fotorreceptores circadianos; no entanto, andlises posteriores
demonstraram que estes genes t€ém um papel independente da luz no sistema circadiano de

mamiferos (Pereira et al., 2009).

Sao encontrados outros fatores de transcri¢do de genes como BMALI1, CLOCK, CRY1
e CRY 2. Todas estas proteinas, incluindo Per 1, Per 2 e Per 3 estabelecem as oscilagcdes dos
periodos de ~ 24h. Os heterodimeros do CLOCK: BMALI estdo vinculadas as sequéncias de
DNA e estimulam a transcri¢do de producdo de genes que regulam o comportamento, o
metabolismo e a manutencdo do estado fisiologico. Além disto, o CLOCK: BMALI ativa a
transcricdo dos genes PER e CRY. O complexo PER: CRY ¢é formado no citoplasma e
transloca-se para o nucleo onde regula a atividade transcricional de CLOCK: BMALIL. Um
segundo loop feedback também tem sido identificado, envolvendo a transcri¢io Rev-erba e
repressdo da transcricdo do BMALIL. A expressdo e supressdo da transcri¢do e a formagdo
destes genes e seus heterodimeros de forma sequenciada resulta na ritmicidade de 24h (Mignot
et al., 2007). Além disto, BMALI1 € um fator de transcri¢ao que controla o ritmo circadiano e
contribui para o controle da adipogenese e da atividade do metabolismo lipidico e da
maturidade dos adipdcitos. O nivel de mRNA Bmall aumenta durante a adipogénese. BMALI1
estd relacionado em induzir e promover a ativagdo de muitos fatores envolvendo a lipogénese
nos adipécitos 3T3-L1. A maximizagdo da expressao do BMALI nos adipdcitos aumenta a
atividade da sintese dos lipidios, estando envolvidos na regulacdo, diferenciacdo e maturidade

dos adipdcitos (Ohdo, 2007).
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Os heterodimeros CLOCK-BMALI ativam a transcri¢do de trés genes chamados
periodo: mPerl, mPer2 e mPer3 e dois chamados critocromo: mCryl e mCry2. As proteinas
derivadas de mPer e mCry translocam-se de volta para o nidcleo, onde as proteinas mCry
interagem diretamente com os genes Clock e Bmall, inibindo a sua transcricio (alca
negativa). A al¢a positiva envolve a regulac@o da transcri¢do de Bmall, cujo pico de RNAm
ocorre 12 h defasado em relacdo aos RNAm dos genes mPer e mCry. O heterodimero
CLOCK-BMALI1, ao mesmo tempo em que ativa os genes mPer e mCry, também inibe a
producdo do RNAm responsdvel pela sintese de BMAL (Brown et al., 2005). O produto final
deste ritmo génico € uma saida neural que conecta os NSQ através de uma via polissindptica a
coluna intermediolateral da medula e dai para a saida autondmica simpdtica. Esta é a saida
neural. Os nucleos enviam informacdes ritmicas, com um periodo de aproximadamente 24
horas. Na fase de claro, o sinal esta “OFF”, e na fase de escuro o sinal esta “ON”. Portanto,
estas fibras conduzem no periodo correspondente ao escuro, ou a noite subjetiva, quando o
sujeito € mantido em escuro constante. Existe também uma saida humoral. Fibras que se
originam no ganglio cervical superior (um ganglio simpatico) inervam diretamente a glandula
pineal. A liberacdo dos neurotransmissores noradrenalina e ATP promove a sintese de

melatonina, que € sintetizada apenas na fase de escuro (Markus et al., 2003).
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4 RITMOS CIRCADIANOS E IMPLICACOES CLINICAS

O ritmo circadiano tem se mostrado importante na pratica dos cuidados relacionados ao
processo de satde e doenga. A introducdo progressiva dos conceitos de fase e amplitude dos
ritmos fisiolégicos e bioquimicos contribuiu para prever os padrdes na manifestacio e
exacerbacdo de muitas patologias. Além disso, a manifestacdo de diferentes ritmos do corpo
pode afetar significativamente as respostas dos pacientes tanto a exames de diagndstico quanto
a resposta a tratamentos. A ritmicidade na fisiopatologia tem sido utilizada no
desenvolvimento de novos farmacos ou na proposicao de novas abordagens de tratamento. A
cronoterapéutica, desenvolvida a partir desta linha de abordagem, tem por objetivo otimizar 0s
resultados dos tratamentos através de mudangas na concentracdo ou modo de a¢do de novos
farmacos ou propondo novos hordrios de utilizacdo para que estes atuem em sincronia com

ritmos biolégicos determinantes da atividade da doenca.

Outra linha de pesquisa estd relacionada ao estudo dos genes do reldgio bioldgico. No
entanto, esta ainda se encontra incipiente no estudo de doencas em humanos e tem sido
desenvolvida basicamente a partir de estudos experimentais. Estudos em animais tém
demonstrado que variagdes nos genes rel6gio podem causar anormalidades na regulacdo dos
ritmos circadianos (Pereira et al., 2009). As investigacdes em humanos t€m elucidado que este
sistema regula muitos processos fisiolégicos como controle da temperatura, comportamento
alimentar, desordens do sono, secrecio hormonal, metabolismo e utilizacdo de drogas,
homeostasia da glicose, formacdo de tumores, e progressao do ciclo celular (Takahashi et al.,
2008; Wassertheil-Smoller et al., 2004). Entre as hipéteses de entendimento das

anormalidades na regulacdo dos ritmos circadianos estdo as modificagdes no comprimento do
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periodo endégeno que podem levar a alteracdes no dngulo de fase de sincronizagdo pela luz.
Fenotipos circadianos muito semelhantes aos encontrados em animais sio vistos em humanos,
abrindo um leque bastante grande para pesquisas cientificas, que visam buscar associacdes de

alteracdes nos genes reldgio com fendtipos circadianos (Pereira et al., 2009).

4.1 Ritmos da Melatonina

A melatonina é o principal marcador do ritmo circadiano. Este hormonio é produzido
no periodo de escuro pela glandula pineal e prontamente liberada na corrente circulatéria. A
funcdo basica desta molécula lipossolivel € informar ao organismo o periodo e duracdo do
dia. A producdo de melatonina ocorre principalmente na glandula pineal, mas também pode
ocorrer em muitos 0rgaos e tecidos como 6rgios do sistema linféide como a medula dssea,
timo e linfdcitos, retina, NSQ, testiculo, trato digestério e pele (Markus et al., 2003). A
melatonina possui um efeito sincronizador enddégeno, afetando o sono através da sua
influéncia na fase dos osciladores circadianos. Modelos mais recentes do controle do ciclo
sono-vigilia postulam que a sonoléncia, ou propensdo a dormir, é proporcional a diferenca
entre a amplitude do oscilador circadiano, que flutua como uma fungio senoidal, e a amplitude
do processo relacionado ao ciclo sono-vigilia, que aumenta quanto mais nos afastarmos do
horario do ultimo despertar. Entretanto, a sonoléncia exibe um ritmo circadiano positivamente
correlacionado com a concentracdo de melatonina no plasma e negativamente correlacionado

com as medidas de atividade e temperatura.
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O ritmo circadiano da melatonina estd relacionado com certas condi¢des clinicas como
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, processos fisiologicos como regulacdo da
pressdo arterial, oncogénese, funcdo imune e mais recentemente na inducdo da diferenciacao
de osteoblastos (Altun er al., 2007; Anisimov et al., 2001; Celinski et al., 2009; Maldonado et
al., 2007; Rodriguez et al., 2007; Srinivasan et al., 2008). Além disso, encontram-se
evidéncias de que o ritmo de secrecdo da melatonina esteja alterado durante as intervencodes
cirirgicas e em pacientes criticos, tanto a nivel plasméatico quando na concentracio periférica
(Bourne et al., 2006). Estudos clinicos e experimentais recentes evidenciaram que esses
mediadores da inflamacdo aguda inibem o ritmo de secrecdo da melatonina, que parece estar
relacionado a severidade da injuria cirdrgica (Fernandes et al., 2006; Pontes et al., 2006;
Pontes et al., 2007). A relacdo entre altos niveis de TNF-a com baixa producdo tanto da
melatonina noturna quanto diurna, indica que o aumento dos niveis de TNF-a no plasma
suprime a produc¢do da melatonina enddcrina, o que reforca a hipdtese de um eixo pineal-
imune (Fernandes et al., 2006; Markus et al., 2007). Embora a excrecdo de melatonina tenha
sido considerada um indice fisiolgico para a fun¢@o noradrenérgica, estudos comparando os
niveis de melatonina em pacientes deprimidos e voluntdrios sauddveis ndo sdo conclusivos,
sugerindo que a alteracdo noturna de melatonina possa ocorrer apenas em niveis mais graves

de depressao (Carvalho et al., 2009; Carvalho et al., 2006; Crasson et al., 2004).
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4.2  Ritmos de outros Hormonios

A producdo e liberacdo dos hormdnios sao distribuidas em um ciclo de 24 horas, o qual
pode sofrer interferéncias do estilo de vida, ou exposi¢do a determinados fatores, como a luz

durante a noite, atividades fisicas ou alimentos em diferentes horarios.

A leptina € secretada pelo tecido adiposo. A acdo desta no sistema nervoso central
promove a redu¢do da ingestdo alimentar e o aumento do gasto energético, além de regular a
funcdo neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e de gorduras. A expressdo da leptina é
controlada por diversas substidncias, como insulina, glicorticdides e citocinas pro-
inflamatdrias. Assim, um aumento nos niveis desta reduz a ingestdo alimentar, enquanto
baixos niveis induzem a alimentacao (Birketvedt er al., 1999; Stunkard et al., 2003). Os niveis
de concentracdo da leptina encontram-se aumentados durante a noite em individuos com

héabitos diurnos e peso saudavel (Qin et al., 2003).

A grelina € sintetizada, primeiramente, pelo estdmago e responsédvel pelo aumento da
secrecdo do hormonio do crescimento (GH). Age também no controle do gasto energético,
controle da secrecdo dcida e da motilidade géstrica e influencia a funcdo enddcrina pancredtica
e o metabolismo da glicose. Estd envolvida na sinalizacdo dos centros hipotalamicos que
regulam a ingestdo alimentar e o balango energético. Niveis circulantes de grelina encontram-
se aumentados durante o jejum prolongado e em estado de hipoglicemia e tém sua
concentracao diminuida apds a refei¢@o, ou seja, niveis plasmaéticos de grelina sdo dependentes

da ingestdo alimentar e aumentam durante a primeira parte da noite/sono (Dzaja et al., 2004).
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4.3 Ritmo Alimentar

A ritmicidade alimentar circadiana € herdada, espécie especifica, uma vez que o
homem ¢ basicamente diurno. Estad sincronizado ao ciclo claro/escuro e aos niveis de cortisol,
serotonina, leptina, citocinas, entre outros (Waterhouse et al., 2003). Além disso, o ritmo
social imprime marcado efeito na regulacdo da alimentacdo, pois a sociedade contemporanea
funciona 24 horas e seu impacto na quantidade, qualidade e hordrios da alimentacdo tem sido
inexordvel. Como exemplo, cita-se o atraso da alimentacdo para adaptacdo aos hordrios de

trabalho (Waterhouse et al., 2003)

Existem algumas situacdes em que ocorre a dessincroniza¢do da ritmicidade alimentar,
tendo em vista que a quantidade, a qualidade e o hordrio das refeicdes parecem ser
determinados por reflexos condicionados, pela rotina e pela sensacdo de que “é hora de
comer”. As refeicdes atuariam como um zeitgeber, indicando que as refeicdes seriam
determinadas por uma organizacao social ou sincroniza¢@o do ritmo biolégico (Bernardi et al.,

2009).

Ritmos circadianos e diurnos afetam a ingestdo alimentar. Muitos comportamentos,
incluindo a ingestdo energética, variam em nivel e intensidade ao longo do dia nesses
processos. Estudos recentes t€ém mostrado que a quantidade caldrica das refei¢des, os
intervalos pds-refeicdes e os niveis de saciedade diminuem durante o dia. O hordrio das
refei¢des pode ser relacionado com a ingestdo total durante o dia. Os resultados desses estudos
sugerem que ingerir um valor caldrico maior pela manhd (ou primeira parte do dia) pode

resultar em uma diminui¢do da ingestdo total durante o dia, enquanto a ingestdo de uma
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grande quantidade energética a noite pode resultar em um aumento do total da ingestdo (de

Castro, 2004).

A alteracdo dos niveis de adipocinas € considerada um importante mecanismo capaz de
alterar o padrdo da ingestdo alimentar e levar a desajustes nutricionais. A ritmicidade e o
sincronismo na secrecao destas sdo importantes para o padrao didrio das refei¢des (Crispim et
al., 2007). A observacido do comportamento alimentar induziu a defini¢do de uma sindrome
denominada Sindrome do Comer Noturno (SCN), caracterizada por um atraso circadiano do
padrao alimentar (Birketvedt et al., 2002), mediado por alteracdes neuroenddcrinas

(Birketvedt et al., 1999; Stunkard et al., 2003).

4.4 Ritmos de Trabalho

A proposicao de novos esquemas de trabalho na sociedade atual, como a alternincia de
turnos ou o trabalho noturno tem despertado o interesse na darea da cronobiologia na busca de
novos estudos relacionados aos possiveis efeitos desta troca de turnos. A exposi¢do a luz
noturna € um fator dessincronizador do sistema circadiano. O trabalho em turno € um exemplo
dessa exposi¢do a luz no periodo da noite e estd associado a doengas como cancer de mama,
doencas cardiovasculares, depressao, transtornos de ansiedade e diabetes tipo 2, muitos desses

efeitos estdo ligados a supressdo da melatonina (Rahman et al., 2008).

A propensdo para a dessincronizacdo interna parece, no entanto, depender de certas
diferencas individuais, como € o caso da idade, sendo que a probabilidade da sua ocorréncia é

maior em individuos mais velhos (Wever, 1985). A dessincronizacdo interna tem sido
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observada no contexto de trabalho por turnos, podendo comprometer o bem-estar e estado de
saude dos trabalhadores. Também neste caso, a varidvel idade parece constituir uma varidvel

relevante nas diferencas detectadas entre trabalhadores.
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S CRONOTIPO

A maior parte dos pardmetros bioldgicos e comportamentais apresenta ritmicidade
circadiana de origem enddgena, sincronizada com o ciclo claro-escuro. No entanto, os
individuos que vivem sob as mesmas condicdes ambientais e com atividades didrias
semelhantes podem apresentar diferencas interindividuais que afetam a expressdo dos ritmos
circadianos. Esta modificacdo da ritmicidade bioldgica pode ser observada pela variedade nos
horarios que os individuos escolhem para dormir, bem como na distribui¢do das atividades ao
longo do dia (Roenneberg et al., 2003b; Waterhouse et al., 2000). A esta caracteristica é
classificada de acordo com as preferéncias para alocar os periodos de atividade e repouso ao
longo das 24 horas do dia. Podemos encontrar em um extremo os individuos que preferem
acordar cedo pela manha e dormir cedo a noite, preferindo também desempenhar as tarefas de
maior concentracio ou que exigem maior esforco fisico no periodo da manha. Também existe
outro extremo que estdo ativos em um periodo mais tarde do dia e preferem deitar muito tarde,
durante a madrugada, e acordar mais tarde durante o dia. O desenvolvimento de instrumentos

para mensurar estas atividades foi baseado na observacdo destes habitos.

Este cardter ¢ denominado de matutinidade e vespertinidade para os extremos e 0s
tipos indiferentes sdo classificados como intermedidrios, sendo estes ultimos a maioria na
populacdo. As preferéncias interindividuais de fase circadiana também sdo denominadas de
cronotipo, sendo considerado como um traco pessoal onde a posi¢ao de fase pode ser indicada
pelo minimo da temperatura central que ocorre muito mais cedo nos matutinos que nos

vespertinos (Adan et al., 2002; Adan et al., 2001).
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Pessoas matutinas apresentam um avanco de fase do ciclo sono/vigilia quando
comparados a pessoas vespertinas, sendo observada uma correlacdo deste cardter com
varidveis bioldgicas como a temperatura corporal, niveis de cortisol e melatonina (Andrade et
al., 1992; Horne et al., 1976). Portanto, a diferenca de fase ndo pode ser atribuida somente na
preferéncia para executar as atividades ou a rotina de vida. Mesmo quando individuos sdo

submetidos a situacdes de isolamento ou rotina constante, esta ritmicidade biolégica persiste.

Tal caracteristica sofre alteracdo ao longo do desenvolvimento dos individuos, sendo
que as criangas apresentam maior matutinidade modificada durante a adolescéncia, onde pode
ser observado um deslocamento de fase, aumentando a vespertinidade (Andrade et al., 1992;
Ishihara et al., 1985), invertendo na terceira idade, quando o cariter de matutinidade € mais

acentuado (Carrier et al., 1997; Duffy et al., 1999).

O interesse no estudo desta tipologia tem aumentado nos ultimos anos sendo de
particular relevancia para compreender a organizagdo temporal do processo de regulacdo do
organismo. Diferentes questiondrios tém sido desenvolvidos na tentativa de estimar a posi¢ao
de fase do individuo com base em questiondrios auto-avaliagdo. O questiondrio de
Matutinidade/ Vespertinidade (MEQ) desenvolvido por Horne e Ostberg € a ferramenta mais
utilizada para a diferencia¢do subjetiva cronotipos (Horne et al., 1976). Outros instrumentos
de avaliagc@o foram desenvolvidos: o inventdrio tipologia circadiana (Folkard, 1986), a escala
composta de matutinidade (Smith ef al., 1989) e o questiondrio de Cronotipo de Munique

(Roenneberg et al., 2003b).
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5.1 Questiondrio de Matutinidade Vespertinidade de Horne-Otsberg

O Questiondrio de Matutinidade Vespertinidade (MEQ) de Horne e Ostberg ¢é
considerado como um método fécil para investigar o comportamento circadiano humano. Ele é
composto por perguntas relacionadas aos hédbitos de sono e outras relacionadas as preferéncias
das pessoas para realizar determinadas tarefas durante o dia como a disposicdo para se
alimentar ou realizar atividades mentais ou fisicas em diferentes horarios do dia (Horne et al.,
1976). As perguntas do MEQ sdo na sua maioria subjetivas (por exemplo, estado de alerta na
parte da manhd), com quatro opc¢des de respostas. Algumas perguntas sdo feitas utilizando
intervalos de tempo determinado (por exemplo, a que horas da noite vocé se sente cansado e,
como resultado, necessita dormir?). A cada resposta € fornecida uma pontuacdo, indicando
baixa pontuacdo para o tipo vespertino, alta para o matutino. O escore final, obtido apds a
soma das respostas individuais, varia de 16 (extremo vespertino) a 86 (extremo matutino). A
publicagdo original dividiu a pontuacdo em cinco grupos: definitivamente matutino (70-86),
moderadamente matutino (59-69), indiferentes (42-58), moderadamente vespertino (31-41), e
definitivamente vespertino (16-30) (Horne et al., 1976). O MEQ foi validado através da
mensuragdo da temperatura oral em 150 pessoas com idades entre 18 e 32 anos de ambos os
sexos (Horne & Ostberg, 1976). A pontuacdo do MEQ foi correlacionado com parametros
fisiolégicos como para a melatonina (Duffy et al., 1999), cortisol (Bailey et al., 1991), e

temperatura corporal (Baehr et al., 2000; Duffy et al., 1999).
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5.2 Vantagens e Desvantagens do MEQ

Na maioria dos estudos, o MEQ tem sido utilizado para determinar a tendéncia de
matutinidade/vespertinidade refletindo a fase do reldgio circadiano dos individuos através da
pontuacdo do MEQ (Archer et al., 2003; Katzenberg et al., 1998; Katzenberg et al., 1999;

Pedrazzoli et al., 2000)

O Questiondrio de Matutinidade Vespertinidade (MEQ) de Horne & Ostberg €
considerado como um método fécil para investigar o comportamento circadiano humano. As
perguntas do MEQ s3o na sua maioria subjetivas e auto-aplicdveis, e a soma das questdes

representa o escore final deste instrumento.

Estudos tém demonstrado as mudangas relacionadas as fases de sono ao longo da
ontogénese. A progressdo da idade foi associada com um inicio do sono mais cedo a noite, um
menor periodo de sono durante a noite e um despertar mais cedo do que o habitual (Carrier et
al., 1997). Os pontos de corte determinado na publicacdo original (Horne et al., 1976) foram
baseados em uma amostra de pessoas na faixa etdria entre 18 e 32 anos. Recentemente,
Taillard et al (Taillard et al., 2004) validou o MEQ em uma populacido para uma faixa etdria
mais avangada utilizando uma amostra de 566 trabalhadores entre 44 e 58 anos. Este estudo,
avaliando diferentes componentes do MEQ, propde que apenas trés grupos podem ser
definidos a partir desta amostra e sugerem novos pontos de corte (vespertino: < 52,
intermedidrio: 53-64, matutino: > 65). A pontuagdo do MEQ, portanto, parece ser

inconsistente entre as diferentes faixas etarias (Caci et al., 2009b; Taillard ef al., 2004).

66



Outro fator que parece influenciar na pontuagdo do MEQ € a presenca de patologias
como disturbio do sono ou depressdo. Os efeitos da depressdo sobre os escores do MEQ foram
avaliados no estudo de Drennan e colaboradores (Drennan efr al., 1991). Trinta e nove
pacientes com depress@ao foram comparados com o mesmo numero de controles sadios.
Pacientes deprimidos apresentaram menores escores no MEQ quando comparado com
controles. Um atraso de fase em pacientes com depressdao sazonal também foi observado em
outro estudo (Lewy et al., 1987). Estes achados tem se replicado em estudos realizados em
sujeitos sauddveis, o que indica ndo uma deficiéncia do instrumento, mas um achado
relacionado a alteracdo de fase na presenca de patologias como a depressao (Hidalgo et al.,

2009; Schneider, 2011).

A presenca de disturbios do sono pode afetar os escores do MEQ. A sindrome do
atraso ou avango da fase do sono é um distirbio do sono no qual o principal episddio de sono
estd atrasado ou avangado em relacdo ao hordrio desejado, resultando em sintomas de insdnia
inicial ou dificuldade em despertar em horérios convencionais. Estes disturbios sdo resultados
de mutagdes genéticas que afetam o reldgio biologico e estdo relacionadas com maior
vespertinidade (Archer et al., 2003; Brown et al., 2005; Toh et al., 2001), fazendo com que a
pessoa atrase ou adiante o horério de inicio de sono. A presenca destes disturbios pode afetar
os escores do MEQ, sendo entdo recomendado o uso com restricdio do mesmo nesta

populagao.

Roenneberg e colaboradores (Roenneberg et al., 2003b; Valdez et al., 1996) e Valdez e
colaboradores (Valdez et al., 1996) relataram comportamento vigilia-sono diferentes entre os

dias de trabalho e dias livres. Em dias de trabalho, a maioria das pessoas acumula um déficit
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de sono, provavelmente devido ao inicio dos hordrios de trabalho para o qual eles compensam
em dias livres. O MEQ ndo permite discriminar entre os dias de trabalho dos dias livres o que
segundo Roenneberg dificulta estudos em que estas diferencas individuais dos participantes

poderiam ser correlacionadas a outras questdes.

5.3 Questiondrio de Cronotipo de Munique (MCTQ)

O questiondrio de cronotipo de Munique foi desenvolvido para avaliar o cronotipo
baseado na fase de sono de cada individuo (Roenneberg et al., 2003b). O MCTQ pergunta
sobre os habitos de sono separando os dias livres dos dias de trabalho. O cronotipo é baseado
no ponto médio do sono nos dias livres onde ndo existem obrigacdes de trabalho (MSF)
(Roenneberg et al., 2004). Durante os dias de trabalho é esperado um débito de sono que é
compensado nos dias livres. O MSF € entdo corrigido para o débito de sono dos dias de
trabalho, resultando no MSFsc de acordo com o horério local. O MSFsc € entdo utilizado para
classificar o cronotipo do individuo avaliado de acordo com a distribui¢do na populacdo ao

qual ele pertence (Roenneberg et al., 2004).

Segundo os autores, 0 MCTQ fornece uma medida quantitativa do cronotipo, baseado
na fase do sono avaliado como uma medida quantitativa do horario médio do sono (Allebrandt
et al., 2008). Como resultado o MSFsc nao € baseado em escores, mas possui uma
distribuicdo continua e aproximada a uma curva normal. Os cronotipos matutinos e
vespertinos sdo distribuidos nos extremos desta curva e sdo utilizados limites minimos de 30

% dos valores de cada populacdo avaliada para esta classificacdo.
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O MCTQ foi correlacionado com os valores do MEQ (Zavada et al., 2005). De acordo
com este estudo, o ponto médio do sono avaliado pelo MCTQ apresenta uma correlacdo
negativa (r = -0.73) com o escore do MEQ, o que representa que os individuos com menores
escores no MEQ correspondem aos que apresentam no MCTQ maiores valores do MSFsc

como seria de se esperar para os tipos vespertinos.

A principal diferenca entre estes instrumentos € que o MEQ determina a o cronotipo
baseado em preferéncias para alocar os periodos de atividades e repouso, enquanto que o

MCTQ avalia a fase de sono, através do meio periodo de sono (Sack et al., 2007).

5.4 Cdlculos Utilizados para Avaliagdo do MCTQ

Para obter a pontuagdo do questiondrio de cronotipo de Munique € necessdrio avaliar o
meio periodo da fase de sono de cada individuo, denominada como o ponto médio do sono ou
meio periodo de sono (Roenneberg et al., 2003b). O primeiro passo para o cédlculo do MCTQ é
digitar as perguntas sobre os habitos de sono em uma planilha tipo Excel, separando os dias
livres dos dias de trabalho. O ponto médio do sono nos dias livres (MSF) pode ser calculado
seguindo as formulas abaixo descritas seguindo o método original do desenvolvimento deste
instrumento pelos autores (Roenneberg et al., 2004). Durante os dias de trabalho € esperado
um débito de sono que € compensado nos dias livres. O MSF € entdo corrigido para o débito

de sono dos dias de trabalho, resultando no MSFsc de acordo com o horario local.
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5.4.1 Periodo do Inicio do Sono (Sleep onset)

Este valor é referente ao hordrio em que o individuo inicia o sono. Para o célculo
soma-se o horario em que o individuo respondeu que estd preparado para dormir a laténcia do

sono e subtrai-se de 24 horas (Roenneberg et al., 2004).

SOnset = (ST- SL) -24

Onde:
SOnset: horario do inicio do sono;
ST: horéario do inicio do sono;

SL: laténcia do sono.

5.4.2 Duragdo do Sono (Sleep Duration)

Subtrai-se o periodo do fim do sono com o valor do inicio do sono. Utiliza-se o periodo

do inicio do sono conforme descrito no tépico anterior (Roenneberg et al., 2004).

SD = SEnd - SOnset

Onde:
SD: duragdo do sono;
SEnd: horéario de acordar;

SOnset: horario do inicio do sono.
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5.4.3 Ponto Médio do Sono (Mid-Sleep)

Para o célculo do ponto médio do sono divide-se o valor da duragcdo do sono por dois.
Para corrigir os valores do periodo anterior as 24 horas, utiliza-se o valor do inicio do sono no

formato de 24 horas e subtrai-se este valor de 24 (Roenneberg et al., 2004).

MSF = SOnset + SEnd

2

Onde:
MSF: ponto médio do sono;
SOnset: horario do inicio do sono;

SEnd: horéario de acordar.

5.4.4 Duragdo Média do Sono (Average Sleep Duration)

A média diéria de duragdo do sono € calculada utilizando o periodo de sono nos dias de
trabalho multiplicado pelos dias de trabalho e somado ao periodo de sono nos dias livres
multiplicado pelo numero de dias livres na semana. Este valor € dividido por sete para se obter

o periodo médio didrio de sono (Roenneberg et al., 2004).

AvSD = SDW X n° DT + SDF X n°

FD
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Onde:

AvSD: Duragdo média do sono;

SDW: dura¢do do sono nos dias de trabalho;
WD: nimero de dias de trabalho;

SDF: duracao do sono nos dias livres;

FD: nimero de dias livres.

5.4.5 Correcdo do Débito do Sono

Durante os dias de trabalho é esperado um débito de sono que € compensado nos dias
livres. O MSF ¢ entdo corrigido para o débito de sono dos dias de trabalho, resultando no
MSFsc de acordo com o hordrio local. Este recurso € utilizado quando a duragdo do sono dos
dias livres € maior do que nos dias de trabalho. Para esta correcdo, subtrai-se o valor da
duracdo do sono nos dias livres da média didria de duracdo do sono dividida por dois

(Roenneberg et al., 2004).

MSFsc = MSF* 0,5 (SDF — AvSD)

2

Onde:

MSFsc: ponto médio do sono nos dias livres corrigido para o débido de sono;
MSF: ponto médio do sono nos dias livres;

SDF: duracao do sono nos dias livres;

AvSD: média didria da duragdo do sono.
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5.4.6 Jet Lag Social

Um cdlculo adicional da diferenca entre o periodo médio de sono nos dias livres dos
dias de trabalho € realizado como um indicativo da pressdo sobre a fase de sono que o
individuo € exposto quando este periodo difere do seu hordrio de sono enddégeno. Esta
diferenca € denominada pelos autores como Jet lag social, uma analogia ao Jet lag

experimentado em viagens transmeridionais. Para este cdlculo subtrai-se o periodo médio do

sono nos dias livres do periodo médio do sono nos dias de trabalho (Wittmann et al., 2006).

JLS = MSF - MSW

Onde:
JLS: Jet Lag Social;
MSF: ponto médio do sono nos dias livres;

MSW: ponto médio do sono nos dias de trabalho.
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6 LIMITACOES DAS ESCALAS AVALIADAS

O termo cronotipo se refere a diferenga entre as relacdes de fase de varidveis bioldgicas
como o periodo de sono, niveis de melatonina, temperatura corporal, entre outros e tem sido
mensurada através de questiondrios como o MEQ que avalia uma preferéncia de matutinidade
e vespertinidade (Horne et al., 1976). As questdes utilizadas sdo basicamente subjetivas,
relacionadas a forma de alocar as atividades e o periodo de sono. Algumas situagdes
hipotéticas também sdo avaliadas como por exemplo: considerando apenas o seu bem-estar € o
seu melhor ritmo, qual o hordrio vocé acordaria caso estivesse livre para planejar o seu dia

(Horne et al., 1976).

Embora a pontuacio do MEQ tenha sido validada com o tempo medido
experimentalmente em relacdo aos ritmos circadianos do individuo, como por exemplo, a
temperatura, a melatonina, ou cortisol (Bailey et al., 1991; Duffy et al., 1999; Dufty et al.,
2001), algumas criticas tem sido feitas sobre estas escalas. Alguns autores argumentam que a
MEQ ndo avalia os dias de trabalho e os dias livres separadamente, e também nao avalia os
horarios de sono real ou a exposi¢cdo a luz (Roenneberg et al., 2003a). Este fato originou o
desenvolvimento de um novo questiondrio para avaliar quantitativamente o tempo de sono
durante o dia de 24 horas (fase do sono) pela universidade de Munique na Alemanha. Segundo
estes, a nova escala proposta representa uma avaliacdo qualitativa, em vez de auto-avaliagdao

subjetiva do cronotipo, como vinha sendo proposto até entdo pelas outras escalas.

O MEQ continua sendo o questiondrio mais comumente utilizado para avaliar a
preferéncia de matutinidade e vespertinidade. No entanto, a pontuagdo do MEQ ndo parece ser

consistente na investigacdo de amostras de diferentes idades. Os pontos de corte determinados

74



na publicacao original (Horne et al., 1976) foram baseados em uma amostra de jovens com
idade entre 18 e 32 anos. Recentemente, Taillard e colaboradores (Taillard et al., 2004)
validou o MEQ em uma populag¢do de meia idade em trabalhadores franceses (média de idade:
51,2 £ 3,2 anos). Segundo estes autores, apenas trés grupos podem ser definidos a partir desta
amostra e foram sugeridos novos pontos de corte para determinagcdo dos grupos nesta faixa
etdria (tipo vespertino: < 52, tipo indiferente: 53-64, tipo matutino: > 65). A pontuacdo do
MEQ, portanto, parece ser inconsistente entre os grupos etdrios mais jovens e mais velhos e
também entre diferentes populagdes (Caci et al., 2009b; Caci et al., 2005a). O problema
relacionado com a classificacdo pode ser atribuido a uma distribui¢do da amostra, como foi
observado no trabalho utilizando o CSM (Greenwood, 1994). A amostra teve uma distribuicao
negativa (-0,22 p <0,05) indicando que a distribuicdo diferiu significativamente do normal e,
consequentemente, tem influéncia sobre a proporcao de classificacdo dos individuos. Portanto,
0 uso de escores normativos padronizados, como o ponto de corte, para classificacdo da
tipologia apresenta uma dependéncia da caracteristica da amostra e nao reflete os efeitos da

idade, sexo e cultura (Caci et al., 2009b).

Segundo Torsvall e Akerstedt (Torsvall ef al., 1980), os itens do MEQ sdo inadequados
para os trabalhadores em horéarios irregulares. Trabalhadores de turnos t€ém de mudar seus
habitos de sono alterados de acordo com a escala de trabalho e, consequentemente, a medi¢ao
do cronotipo pode ser mascarada pela atividade de trabalho. A distribui¢do da pontuagdo MEQ
também mostrou as influéncias culturais entre trabalhadores japoneses e coreanos. Os escores
médios foram significativamente diferentes entre trabalhadores japoneses e trabalhadores
coreanos. A pontuacdo média do MEQ em trabalhadores japoneses (56,2) foi estatisticamente

superior ao dos trabalhadores da Coréia (49,1), em todas as faixas etdrias € provavel que seja o
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resultado da diferenca de condi¢des sociais e culturais entre os dois paises (Park et al., 1998).
Adan e colaboradores (Adan ef al., 2005) estudando o CSM, em uma amostra de estudantes de
espanhol, relatou que individuos foram classificados como tipo vespertino usando notas
inferiores ou iguais a 21, nem como tipo, escores entre 22 e 39, e como o tipo da manha,
pontuacdo maior ou igual a 40. Nesta pesquisa propde-se que um novo critério deveria ser
aplicado, como os percentis 20 e 80 para selecionar os estremos de vespertinidade e
matutinidade, respectivamente. A influéncia da idade sobre a distribuicdo dos escores MEQ
foi observada por Carrier et al (Carrier et al., 1997). Eles concluiram que matutinidade foi
significativamente correlacionada com a idade, com o aumento da idade associada com maior
matutinidade. H&4 evidéncias de mudangas associadas com o desenvolvimento e
envelhecimento. Um atraso na fase de sono, comumente observada entre os adolescentes, sdo
atribuidas, pelo menos em parte, as mudancas no desenvolvimento dos mecanismos que
regulam o tempo de sono (Carskadon et al., 1993). Por outro lado, hd uma tendéncia para que

as pessoas se tornem mais matutinas com o avanco da idade (Carrier et al., 1997).

Alguns estudos tém relatado que a populacio do sexo feminino parece ser mais do tipo
matutina que a populacdo masculina (Motohashi, 1988); (Ishihara et al., 1985), Portanto, a
diferenca entre os sexos deve ser considerada na determinacdo da preferéncia de matutinidade

e vespertinidade nos estudos.

Alguns critérios como a variabilidade dos escores na distribuicdo etdria e hordrios
irregulares de trabalho devem ser fatores levados em consideracdo no momento de escolher o
instrumento adequado para medir o cronotipo em diferentes estudos. Dependendo do tema do

estudo, as vezes apenas uma questdo com base na auto-avaliacio do cronotipo parece ser
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capaz de classificar os participantes de forma eficiente sobre as preferéncias de matutinidade e
vespertinidade. O uso do percentil como ponto de corte tem se mostrado arbitrdrio e, de
acordo com a amostra, € possivel que o mesmo sujeito possa ser classificado como um tipo
diferente de acordo com a distribui¢do de amostra. Em conclusdo, a utilizagdo do periodo
médio do sono ndo deve ser considerada estritamente uma medida do cronotipo, mas sim uma

estimativa do mesmo.
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7 DISTURBIOS DO RITMO CIRCADIANO

Sob a denominacdo de distirbio de ritmo circadiano, podemos encontrar algumas
patologias que interferem no ritmo circadiano, influenciando a vida de muitas pessoas. Entre
estas podemos citar Jet lag, trabalho em turnos alternados, trabalho noturno, distirbios do
sono, distirbios psiquidtricos, entre outros. Os distirbios dos ritmos circadianos podem
acompanhar outras patologias com as quais aparecem como efeitos secundarios. Nas espécies
sujeitas ao forte impacto do fotoperiodo, estas sdo informagdes essenciais para assegurar que
as fungdes dependentes das estacOes do ano sejam ajustadas corretamente. Desta forma, a
melatonina tem um papel essencial nas fun¢des do controle do sono e da temperatura corporal
durante as 24 horas do dia. Os estudos que vém sendo realizados indicam que a melatonina
seria nao apenas um coadjuvante na organizacdo circadiana, mas teria importante fun¢do na
informacdo sobre o escuro. Ela tem sido considerada como um hormonio que sinaliza para
diversas partes do organismo a ocorréncia da noite no ambiente, provendo também

informacdes sobre a duragdo da noite nas diferentes estacdes do ano (Arendt, 1998).

7.1 Alteragoes do Sono

A principal caracteristica dos disttrbios do ritmo circadiano do sono € a dissocia¢ao
entre o padrdo de sono em relagdo ao padrdo normal. Nestes distirbios o individuo nao
consegue dormir quando esperado ou desejado e o padrdo de sono e vigilia ocorrem em

momentos inadequados (Dagan, 2002). Como consequéncia, os pacientes queixam-se de
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insOnia ou sonoléncia excessiva diurna Estes distirbios podem ser ocasionados por fatores

enddgenos e exdgenos (Sack et al., 2007).

Os dados com humanos, apesar de varidveis, indicam que a melatonina é um farmaco
capaz de influenciar o sono (Arendt, 2000). Um dos pontos mais evidentes é que a melatonina
(0,1-10mg) € capaz de reduzir a temperatura corporal, alterar a Curva de Resposta Dependente
de Fase a luz diminuir a laténcia para o inicio do sono (Gilbert et al., 1999). Estudos tém
evidenciado o efeito da melatonina no tratamento da sindrome do atraso de sono. A dose de
Smg tem demonstrado efeito benéfico provocando um avanco na fase de sono quando

administrada 5 horas antes do inicio endogeno de melatonina (Altun et al., 2007).

A associacdo de benzodiazepinicos e melatonina reduz a laténcia para o inicio do sono
em pacientes idosos, comparados com pacientes tratados apenas com benzodiazepinico. A
melatonina também aumenta a eficiéncia do sono e reduz o aparecimento de efeito rebote em
protocolos de retirada de benzodiazepinico (Zisapel, 1999). Nos individuos idosos, para os
quais a piora do sono esta ligada a diminui¢do de melatonina, protocolos de administragdao
desse hormonio (0,3mg/dia) promovem uma melhora significativa no quadro. Vérios relatos
na literatura demonstram que esse hormoénio pode modular positivamente o sono, mas a sua
utilizagdo como um hipndtico ainda traz algumas controvérsias. Em idosos nao insones, a
melatonina ndo interfere no sono mesmo que eles apresentem um pico de melatonina menor

que individuos adultos normais (Wurtman, 2000).
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7.2 Dessincronizagcdo apos Voos Transmeridionais — Jet Lag

O Jet lag é um fendmeno que ocorre em pessoas que atravessam meridianos num
mesmo dia, e por isso tem que se adaptar a um novo fuso hordrio. A incapacidade do reldgio
biol6gico em adaptar-se imediatamente as abruptas mudangas dos zeitgebers ocorre quando hé
a dessincronizagdo entre os sistemas geradores de ritmo interno € o meio ambiente e social
ocasionado por viagem rdpida através de multiplos fusos hordrios. As principais
consequéncias sdo os distirbios para iniciar ou manter o sono, a diminui¢do da qualidade do
sono, a sonoléncia diurna, o cansaco durante o dia, a diminui¢do do alerta subjetivo e do

desempenho, o mal-estar gastrintestinal e a dor-de-cabeca (Sack et al., 2007).

A rapidez em que o corpo se ajusta ao novo hordrio varia de pessoa para pessoa.
Enquanto algumas pessoas demoram muitos dias para se adaptar ao novo hordrio, outras
demoram poucas horas para fazé-lo. Estudos indicam que os ritmos de temperatura tendem a
normalizar no periodo de uma semana, enquanto que o ritmo de cortisol pode levar até 21 dias

para normalizar.

Testes clinicos foram realizados com voluntdrios apds vOos intercontinentais,
verificando que a melatonina administrada antes de deitar, tanto em doses fisioldgicas (0,5
mg), como em doses farmacolédgicas (5,0 mg), foi capaz de diminuir todos os sintomas do Jet
lag. Ressalte-se que em doses farmacoldgicas (5,0 mg) as propriedades de aumentar a

qualidade de sono e diminuir a laténcia sdo mais efetivas (Brown et al., 2009).
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7.3 Transtornos do Humor

Dentre os transtornos afetivos do humor, a depressdao e transtorno bipolar sdo as
principais causas de incapacidade em sadde publica, bem como apresentam uma condi¢do
cronica e recorrente (Andrews, 2001). A depressdo € uma condi¢do altamente prevalente em
estudos epidemioldgicos, com indices que variam de 8,2% no Canadd, 8,56% na Europa e
8,7% nos Estados Unidos, independente dos critérios utilizados para definir a depressao nestes
estudos (Ayuso-Mateos et al., 2001; Vasiliadis ef al., 2007). No Brasil as estimativas de

depressao, avaliada em populagdo urbana, foram de 10% (Mari et al., 1986).

O fato de que a depressao tem um padrao tipico didrio, relacionado com a ritmicidade
circadiana, descrita como um cansago maior nas primeiras horas da manha do que a noite, foi
observado por Sprengel em 1810 (Lemmer, 2009). Esta perturbacdo na ordem temporal do
sistema circadiano foi associada com a vulnerabilidade genética, sexo e idade. Variagcdes de
humor durante o dia, alteracdes do sono, bem como, alteragdes no ritmo circadiano da
secrecdo de cortisol, ACTH, melatonina e outros parametros enddcrino-metabolico foram

observado em pacientes com episddios depressivos (Soria et al., 2009).

As caracteristicas individuais cronobiologicas, relacionadas as preferéncias para alocar
as atividades durante o dia, também foram relacionadas aos distirbios de humor. Estudos
realizados em nosso meio utilizando a escala de matutinidade e vespertinidade de Horne e
Ostberg demonstraram uma associagdo entre vespertinidade e sintomas depressivos em
pessoas sauddveis (Hidalgo et al., 2009). A depressdo bipolar também foi associada a uma

preferéncia vespertina (Giglio et al., 2010).
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A Doencga Bipolar (classicamente designada por psicose maniaco-depressiva) apresenta
periodos de oscilagdes entre episddios maniacos e depressivos. As oscilagdes se manifestam,
para muitos pacientes, em ciclos regulares que duram de alguns dias a alguns anos, levando a
alguns investigadores a atribuir a responsabilidade da origem da sindrome depressiva a
variagdo do fotoperiodo, contribuindo para a confirmac¢do da natureza ritmica desta doenca.
Outro exemplo de manifestacdo ritmica pode ser vista na depressdo sazonal, descrita por
Rosenthal (Rosenthal et al., 1984), como uma doenca de ritmicidade infradiana circanual,
coincidindo o seu inicio com o comec¢o do Outono, atingindo a sua méixima expressao no

Inverno e diminuindo progressivamente a sintomatologia com a chegada da Primavera.

A depressdo sazonal € um distirbio do ritmo circadiano causado pela dessincroniza¢ao
entre o reldgio solar e o relogio biolégico humano durante as estacoes de fotoperiodos curtos
(Rosenthal et al., 1984). Durante estes periodos € observado um aumento da producio de
melatonina relacionado a depressdo sazonal uma vez que o tratamento fético, com a exposi¢ao
a luz no periodo da manha, ocorre a inibicdo da produg¢do de melatonina, reduzindo os

sintomas depressivos (Lewy et al., 1987; Terman et al., 2005; Wirz-Justice et al., 2005).

Do ponto de vista bioldgico, o cardter temporal da depressdao pode ser observado pelas
alteracdes nos perfis de diversos ritmos circadianos durante o periodo depressivo. Entre eles o
ritmo da temperatura corporal e alteracdes na arquitetura do sono. Alguns estudos tém
observado variagdes na secre¢do circadiana de alguns pardmetros hormonais como cortisol,
melatonina, prolactina e hormdnio do crescimento (Soria et al., 2009). No entanto, ndo existe
unanimidade entre os varios estudos, o que pode ser justificado pela variedade de fendmenos

fisiolégicos e clinicos presentes nos distirbios do humor. A diversidade de resultados das

82



investigacOes pode ter origem nos diversos tipos de depressdo estudadas, na utilizagdo
indiferenciada de deprimidos, cujo diagndstico varia em func¢do dos diferentes critérios de
classificacao utilizados pelo pesquisador. Outros aspectos que podem influenciar os resultados
podem estar relacionados ao tipo de tratamento, tempo de doenga, variacdes na duracdo do

fotoperiodo e clima dos locais de estudo, ou ainda a variedade metodoldgica dos estudos.

83



8 ABORDAGEM CRONOBIOLOGICA DA DEPRESSAO

Nas ultimas décadas, houve o crescente interesse aos aspectos cronobioldgicos do
comportamento mental, psicolégico e social, o que tem resultado numa vasta proliferacdo de
estudos sobre esta matéria. A depressdo €, provavelmente, a doenga psiquidtrica cujos estudos
mais referéncias fazem aos ritmos bioldgicos, pelo cardter periddico dos seus sintomas,

podendo surgir com diferentes periodicidades: didria, mensal, sazonal ou anual.

A observacdo de flutuagdes nas caracteristicas dos transtornos do humor constituiu o
motivo para o desenvolvimento de diversos modelos ou teorias baseados nas alteragdes dos
ritmos bioldgicos. O modelo de Healy e Waterhouse (Healy et al., 1995; Healy et al., 1991)
preconiza que os individuos, perante rupturas ambientais ou condi¢des de vida persistentes
que perturbam as suas rotinas sociais, alteram a exposi¢do aos zeitgebers, provocando um
desalinhamento entre os fatores endégenos e os fatores exdgenos da ritmicidade biol6gica. A
formulacdo deste modelo resultou da observacdo das conseqiiéncias daquele desalinhamento
em trabalhadores por turnos. Os seus autores extrapolaram-no para as perturbacdes do humor,
devido ao fato de muitas das alteragdes fisiologicas e psicoldgicas manifestadas por aquele
grupo de trabalhadores encontrarem uma equivaléncia no perfil clinico dos doentes
deprimidos: disforia, perturbacdes do sono e do apetite, irritabilidade, fadiga persistente,
prejuizo do desempenho fisico e mental, entre outras (Healy et al., 1995; Healy et al., 1991).
O estilo de vida muito irregular dos trabalhadores por turnos dificulta a adaptacdo as
constantes mudancas nos estimulos ambientais. A exposi¢ao destes individuos a situacoes de
periodicidade ambiental diferentes das que seriam esperadas leva a ocorréncia de alteracdes

nos ritmos biolégicos, que surge como tentativa de adaptagdo aos novos estimulos.
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Healy e Waterhouse verificaram manifestagdes transitorias, semelhantes as referidas
para a travessia aérea de vdrios fusos hordrios (jet lag), para a depressdo e para o trabalhadores
de turnos. Os autores sugerem que essas manifestacdes corresponderiam também a um
desalinhamento dos ritmos circadianos internos com os externos. As experiéncias de
isolamento temporal ou de rotinas constantes demonstram, igualmente, que as mudangas nos
zeitgebers produzem o referido desalinhamento e que, se aqueles persistirem, este origina
disritmia (Minors et al., 1981). A sua ocorréncia em individuos com predisposi¢do bioldgica e
psicoldgica (por exemplo, caracteristicas de personalidade) induz alteragdes bioquimicas e
fisiolégicas capazes de conduzir a uma doenca afetiva (Healy et al., 1995). A depressao, por
sua vez, mantém o desalinhamento porque ela propria é responsdvel pela alteracdao de

zeitgebers, como a diminui¢do dos contatos sociais e reducdo do tempo de exposicdo a luz,

perpetuando a situacdo de desalinhamento instalado
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9 JUSTIFICATIVA

O interesse no estudo da relacdo entre a tipologia circadiana e os disttirbios do humor
tem aumentado. A maioria dos estudos anteriores que investigou essas relagdes foi realizada
com pacientes e tem avaliado a preferéncia de matutinidade e vespertinidade, utilizando o

Questiondrio de Matutinidade e Vespertinidade (MEQ).

A utilizacdo do MCTQ para avaliar a tipologia circadiana pode permitir uma avaliagdo
mais precisa da interferéncia do débito de sono acumulado durante os dias de trabalho e sua
relacdo com o processo de dessincronizacdo interna como fator intrinseco nos processos de

morbidade dos sintomas depressivos.
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10 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram avaliar, em uma amostra populacional do Vale do
Taquari, a influencia cultural e ambiental da latitude na distribuicdo dos cronotipos; a relagao
do cronotipo com a satide e bem-estar humanos; a associacdo entre cronotipos com a auto-

eficicia (estratégias de reacdo ao estresse) e a variabilidade genética interindividual.

Sera apresentada nesta Tese a primeira etapa do trabalho em que foi avaliada a relacio
do cronotipo e o risco de sintomas depressivos, buscando explorar um modelo de anédlise para
explicar esta relacdo no dominio do reldgio circadiano interno e da sua modulacdo pelos

diferentes cronotipos.
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Abstract

In public health, mood disorders are among the most important mental impairments.
Patients with depressive episodes exhibit daily mood variations, abnormal patterns in sleep-
wake behavior, and in the daily rhythms of several endocrine-metabolic parameters. Although
the relationship between the sleep/circadian processes and mood disorders is poorly
understood, clock-related therapies, such as of light therapy, sleep deprivation, and rigid sleep
schedules have shown to be effective treatments. Several studies investigated the relationship
between circadian phenotype (chronotype) and depression. These focused mainly on urban
populations and assessed diurnal preferences (Morningness-Eveningness score). Here, we
used the Beck Depression Inventory (BDI) in an essentially rural population (N = 4,051), and
investigated its relation to circadian phenotypes (chronotype and social jetlag), assessed with
the Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ). In our study design we i) normalized both
chronotype and BDI scores for age and sex (MSFsas and BDIas, respectively); ii) calculated
individual social jetlag (misalignment of the biological and social time), and 1i1) investigated
the relation of circadian phenotypes with BDI scores in a population homogeneous in respect
to culture, socio-economic factors, and daily light exposure. 3.95% (N = 160) of the
participants showed moderate to severe depressive BDI scores. Late chronotypes had a higher
BDIas than intermediate and early types, which was independent of whether the participants
were smokers. Both chronotype and BDIas correlated positively with social jetlag. BDIas was
significantly higher in subjects with more than 2 h of social jetlag than in the rest of the
population — again independent of smoking status. We also compared chronotype and social
jetlag distributions between BDI categories (no, minimal, and mild to severe symptoms of

depression) separately for men and women and for four age groups; specifically in the age
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group 31-40, subjects with mild to severe BDI scores were significantly later chronotypes and
suffered from higher social jetlag. Our results indicate that misalignment of circadian and
social timing is a risk factor for developing depression, especially in middle age. Attempts to

reduce social jetlag should therefore be part of prevention strategies.

Keywords: Chronotype, Depression, Social Jetlag, Circadian clock, Mood disorders,

Sleep-wake behavior.
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INTRODUCTION

The endogenous clock is responsible for the maintenance and coherence of the body’s
daily program and its synchronization with the light-dark cycle of the environment
(Roenneberg and Merrow 2003; Roenneberg et al. 2003). The relationship between the
circadian clock and health, as well as, daily modulations of pathological symptoms have been
extensively documented (Foster and Wulff 2005 (Scheer, 2009; Ramsey and Bass 2009; Wulff
et al. 2010; Yavuz et al, 2010). Patients with depressive episodes, for example, show daily
mood variations, abnormal patterns in sleep-wake behavior, cortisol secretion,
adrenocorticotropic hormone (ACTH), and daily modulation of others endocrine-metabolic
parameters (Soria and Urretavizcaya 2009). Additionally, clock genes variants have been
associated with abnormal sleep timing and mood disorders (for review see Wulff et al. 2010),

indicating common pathways.

One of the first circadian hypothesis for major depressive disorders suggested that
patients sleep at a significantly later circadian phase compared to healthy individuals (Wehr et
al. 1979; Kripke 1984). Several follow-up studies showed that it is the individual circadian
timing itself that is drastically delayed in patients with bipolar disorders (Giglio et al. 2009;
Soreca et al. 2009), seasonal affective disorders (Elmore et al. 1993), or major depressive
disorders (Drennan et al. 1991; Soria and Urretavizcaya 2009). SAD has also been associated
with “internal” circadian misalignment (Lewy et al. 2006). Although the underlying
mechanisms are poorly understood, they are clinically and therapeutically relevant, as
evidenced by the antidepressant effects of light therapy, sleep deprivation, or rigid sleep

schedules (Lewy et al. 1987; Terman and Terman 2005; Benedetti et al. 2007; Boivin et al,
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1996; Zeitzer et al, 2000; Haynes et al, 2005). Circadian misalignment and sleep disruptions in
patients with mood disorders have been also linked to abnormal daily pattern of gene
expression, hormonal secretion, body temperature, cognitive, and behavioral functions (for
review see Wulff et al. 2010). An additional indication of circadian misalignment contributing
to depressive symptoms is the finding that individuals living in urban settings are more prone
to depressive symptoms (Chelminski et al. 1999; Giannotti et al. 2002; Hidalgo et al. 2009).
The circadian clock in urban populations is delayed compared to rural populations
(Roenneberg and Merrow 2007), accentuating the discrepancies between social and biological

time (Wittmann et al. 2006).

Mood disorders, especially those related to depression, are among the most prevalent
mental impairments, it is therefore important to understand their etiology for improving their
therapy and prevention. Even sub-clinical depressive symptoms, which are predictors of the
onset of mood and anxiety disorders (Gentil et al. 2007), correlate with slow information
processing, poor memory functioning (Simons et al. 2009) and cardiovascular dysfunction
(Wassertheil-Smoller et al. 2004, Taillard et al, 1993). The prevalence of depression appears
to be independent of cultural background: Canada 8.2%; United States 8.7%; Europe 8.6%;
Southern Brazil 10% (Mari and Williams 1986) and is higher in urban populations, with a
lifetime prevalence estimated to be 25.1% (18.5% for man and 31.5% for women) (Patten

2007).

Given the importance of sub-clinical depressive symptoms in public health, we
screened a general population with the BECK depression inventory (Beck et al. 1996). Based

on the hypotheses of circadian misalignment and on the finding that Eveningness (assessed by
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the Morningness-Eveningness Questionnaire-MEQ, Horne and Ostberg 1976) has been
proposed as a risk factor for depression, we investigated the relationship between circadian
phenotypes (chronotype and social jetlag) with the BDI scores in a rural population (N =
4,051). Most prior studies investigating these relationships have focused on urban populations
and assessed circadian timing as subjective daily preferences using MEQ-scores (Chelminski
et al. 1999; Giannotti et al. 2002; Hidalgo et al. 2009, Shingo et al, 2010). Here, we
investigated chronotype, social jetlag and depression scores in a rural population
homogeneous in respect to culture, socio-economic factors, and daily light exposure.
Characterization of chronotype and social jetlag were based on quantitative assessments of
sleep/wake behavior by the Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ). All variables were

normalized for age, and sex.
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METHODS

Study Population

Participants were locals of 12 counties in the Taquari Valley (Brazil); European
descendents (Germans and Italians) who immigrated to this region between 1824 and 1870.
The study was performed according to international ethical standards (Touitou et al. 2006;
Portaluppi et al. 2010) between February 2008 to July 2010 (Ethics Approval number 08-087

GPPG/HCPA), and all participants signed an informed consent form.

From the initial 6,505 participants, 4,051 subjects (1,340 men and 2,711 women; mean
age: 44.1 £ 13.4, ranging from 18 to 65 years) were included in this study. Exclusion criteria
were: 1) incomplete information; 2) ages below 18 or above 65 years; 3) night shift work; 4)
usage of an alarm clock on free days; 5) sleep duration shorter than three or longer than 14

hours, and 6) use of sleep or psychoactive medication (Supplementary Table 1).

The majority of the population works as farmers (N = 1,526; 38%), followed by house
keeping (N =839; 21%) and “informal jobs” (N = 605; 15%; defined as irregular,
unregistered, temporary or part-time workers). The remaining 26% (N = 1,081) were factory
workers, sales people, health-care or community workers, full-time students, retired, or job-

less.
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Instruments

Depression scores (BDI) and sleep-wake behavior (MCTQ) were assessed by trained

interviewers using questionnaires.

The Beck Depression Inventory, BDI

The BDI (Beck et al. 1996) is a self-report scale assessing cognitive, affective, and
somatic symptoms of depression (Lasa et al. 2000). It consists of 21 items, whereby each
question is assigned to a score ranging from 0 (no symptoms) to 3 (severe symptoms of
depression), with a final score between 0 and 63. The Portuguese version was validated in
Brazil (Gorenstein and Andrade 1996). The BDI’s screening categories are: 0-9 — no or
minimal depressive symptoms; 10-16 — mild depressive symptoms; 17-9 — moderate

depressive symptoms; and 30-63 — severe depressive symptoms (Lasa et al. 2000).

The Munich ChronoType Questionnaire, MCTQ

Chronotype was assessed with the Brazilian-Portuguese version of the Munich
ChronoType Questionnaire (MCTQ;  http://www.bioinfo.mpg.de/wepcronotipo).  The
calculated mid-sleep time on free days (MSF) of the MCTQ correlates well with the Horne-
Ostberg Morningness-Eveningness Scale - MEQ (Zavada et al. 2005). The MEQ assesses
subjective daily preferences and results in a Morningness-Eveningness score. These

preferences are based on when people prefer to be active or to rest. It does not differentiate
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between workdays and work-free days, and the questions emphasize subjects’ rest/activity

behavior in relationship to others.

In contrast, the MCTQ assesses actual sleep times (not bed times), separately for work-
and free days and results in a time-of-day, the mid-sleep phase on free days (MSF), which
correlates well with entrained circadian phase. As a refined chronotype assessment, MSF is
corrected for sleep deficits accumulated during the work-week (Roenneberg and Merrow
2007). Subjects are asked to judge their sleep habits over the prior two weeks. MSFsc provides
a quantitative measure of chronotype as a continuous, time-based variable (Allebrandt and
Roenneberg 2008). The continuous distribution of MSFsc — with extreme early and late types
on either end — is population-specific. The MCTQ assessed information allows to calculate
“social jetlag”, defined as a discrepancy between social and endogenous time (the absolute
difference in hours between the uncorrected MSF and mid-sleep on work days, MSW
(Wittmann et al. 2006). Average weekly outdoor light exposure (“without a roof above your
head”) was calculated by averaging the information for work- and free days over the week. In
addition to the BDI and MCTQ questionnaires, we assessed the participants’ smoking and

alcohol consumption status, as well as, pesticide exposure (yes/no).

Data treatment

Both chronotype and BDI scores are age- and sex-dependent (Fig. 1A and B; Fig.2)
and were therefore normalized based on the respective curve fits: (MSF: y = - 2E-05x" +

0.0036x> - 0.2578x + 8.6317 for men, and y = - 2E-05x> + 0.0038x” - 0.2299x + 7.3658 for

106



women; BDI for the age range 18-29: y = 0.014x” - 0.654x + 10.8 for men and y= 0.0322x” -
1.241x + 16.84 for women; BDI for the age range 30-65: y = - 0.0004x° + 0.0568x> - 2.4935x
+39.117 for men and y = - 0.0001x” + 0.0164x> - 0.6964x + 14.673 for women. Fits for BDI
were more precise when done separately (Fig. 1A) for the age groups of 18-29 years (women,
N =539, 12 = 1; men, N = 221, r2 = 1), and subjects older than 29 years (women, N = 2,172,
2 = 0.81; men, N = 1,119, r2 = 0.90). BDIas indicated how early or late individuals were in
relation to the average population BDI values for a specific sex or age group. BDIas had a
slightly skewed distribution and ranged from -35 to 77, and was therefore analyzed by non-

parametric statistics.

The distribution of MSF,. times was close to normal, ranging from 11 p.m. (-1) to
10:15 a.m. (10.25; mean 2.76 = 1.17 h). Similar to the BDI scores, MSF and MSF,. correlated
with age in both sexes (women, N = 2,711, r2 = 0.84; men, N = 1,340, r2 = 0.93; Fig. 1B).
MSFsas indicated how early or late individuals were in relation to the average population
MSFsc values normalized for age and sex, ranging from - 4.38 to 6.49 (mean - 0.21 [ 1.18 h).
MSFsas distribution was also close to normal. We conducted the normalizations not only
based on means, as shown in the figures, but also on medians, which produced the same
results (data not shown). For comparisons purposes, we defined 3 categories of MSFsas, each
representing a third of the total population (early, N = 1,337; intermediate, N = 1,365, and late
types, N = 1,349), as well as three groups of social jetlag (<2 h, N = 3,674; 2-4 h, N = 320, and
>4 h, N =57). Similarly, we analyzed three categories of BDI scores (indicating no symptoms,
minimal symptoms, and mild to severe symptoms) in their relationship to chronotype (MSFsc)
and social jetlag. Analyses were conducted independently for women and men for 4 age

groups (18-30, 241 men and 593 women; 31-40, 216 men and 520 women; 41-50, 286 men
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and 631 women; and older than 50 years; 597 men and 967 women). We also assessed
individual average daily light exposure and its relation to BDI scores, and the influence of

smoking status on the relationships of MSFsas and social jetlag with BDlIas.

Statistical analysis

For comparisons of frequency differences between categorical variables, we used chi-
square. Variables with skewed or nearly skewed distributions (BDIas, BDI scores, social
jetlag, light exposure, and MSF,) were analyzed with the following tests: Spearman’s
correlations; the Independent-Samples Median test; Mann-Whitney U-Test; and Kruskal-
Wallis One-way ANOVA. The BDI, distribution was compared between chronotype (MSF,s)
and social jetlag groups using the Kruskal-Wallis test. The MSFsc and social jetlag
distributions were compared between BDI categories with the Kruskal-Wallis test and the
Independent-Samples Median test. Data were analyzed using SPSS version 18.0 (SPSS,

Chicago, IL). For all analyses, statistical significance was p < 0.05.
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RESULTS

Approximately 84% of the sample population scored in the lowest category of the BDI
scale (<9 points), and only 3.95% scored 17 or more points (N = 160; moderate to severe
depressive symptoms; Table 1). Alcohol consumption and pesticide exposure were not over-
represented in the group scoring > 10 points in relation to those with lower BDI scores (Total
n = 3,417 vs. 634, alcohol consumers 42% vs. non-consumers 52% and pesticide users 37%
vs. non-users 42%. There were however more smokers among subjects scoring > 10 points

than those with lower BDI scores (20% versus 12%; Xz(dfz 2 =32.5, p<0.0001).

BDI scores significantly increase with age (Mann-Whitney U-Test p < 0.001 for both
sexes up to an age of 51; Fig. 2, with women scoring in average significantly higher in all age
groups; Mann-Whitney U-Test, p < 0.01). BDI scores were independent of average daily light
exposure in all age groups except for men older than 50, whose scores decreased with
increasing light exposure (Kruskal-Wallis Test, p = 0.006). We therefore normalized the BDI

scores for age and sex (BDlas, see Methods).

The BDI,s showed a positive correlation with the MSF;,s (r = 0.149; p < 0.0001; Fig.
3A). The BDI,; distribution differed significantly for early, intermediate and late tapes (Table
2). The significance of these relationships persisted when analyzed separately for smokers and
non-smokers (N = 533; Kruskal-Wallis Test x2(df = 2=15.6, p<0.0001, and N = 3,518,
Kruskal-Wallis Test x2(df= 2 =69.8, p < 0.0001; respectively). The BDI,s medians were higher
for late chronotypes compared to intermediate and early types (Table 2; Median Test Xz(df -

2»=171.7, p <0.0001).
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Social jetlag showed a positive correlation with both MSF,, (r = 0.381, p < 0.0001)
and BDI,s (r=0.297, p <0.0001; Fig. 3B). BDI,, was significantly higher in subjects with
more than 2 h of social jetlag than in the rest of the population (Table 2), independent of
smoking status (Kruskal-Wallis Test — smokers: N = 533; x2(df=2)= 13.8, p=0.001; non-
smokers: N =3,518 Xz(df=2) =176, p <0.0001). Later the chronotype (MSFj,) or higher the
social jetlag, higher ranked the individuals in relation to BDI,s means (Table 2). While the
association between BDI,, and social jetlag was significant in all three chronotype categories
(early, N = 1,337; intermediate, N = 1,365; late, N = 1,349; Table 2), the association between
BDI, and chronotype (MSF;,) was only significant in the lowest of the three social jetlag
categories (<2 h, N=3,674; 2-4 h, N =320; > 4 h, N =157; BDI, -4.080 + 17.81, Kruskal-

Wallis Test 3 ar=2) = 47.5, p < 0.0001).

To complete the differential analysis of BDI, chronotype, and social jetlag, we
investigated the association between chronotype and social jetlag for three BDI categories (no
symptoms, N =461; minimal symptoms, N =2,956, and mild to severe symptoms of
depression, N = 634), separately for men and women and for four age groups (see Methods);
in order to control for age and sex differences. In the highest BDI category, both men and
women had a significantly later MSFsc and more severe social jetlag than in the other two
BDI categories, specifically in the age group of 31-40 years (Median test; p < 0.05 for both
sexes; Table 3). Subjects with a social jetlag or MSFsc above the population median were
over-represented in the group with mild to severe depression symptoms (Table 3). A
comparison for all age groups of the MSFsc and social jetlag distributions in the different BDI

categories again only showed significant differences for 31-40 year old participants. The
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MSFsc distribution was significantly different between BDI categories for both women and
men (Kruskal-Wallis Test; women: Xz(dfz 2= 8.1, p=0.017; men: Xz(dfz 2 =06.8,p=0.034). In
this age group, the social jetlag distribution between BDI categories only differed in men
(Kruskal-Wallis Test: Xz(dfz 2y = 13.0, p = 0.002). There were no discrepancies in sample size
of the age groups investigated and the lowest number of observations per BDI categories, for

the respective age groups, was 16 for men and 63 for women.
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DISCUSSION

In our study population, BDI scores and chronotype correlated positively, as it has
been reported before in an urban Brazilian population (Hidalgo et al. 2009). This is the first
study however to show associations between BDI scores and social jetlag. Uniquely, the
dependencies of the circadian phenotypes and BDI scores on age and sex were addressed and

incorporated in our analyses.

Children are generally early chronotypes drastically delaying during puberty and
adolescence (Roenneberg et al, 2004). At around the age of 20, people become progressively
earlier chronotypes once again, with women being on average earlier than men up to the age
of 50 (Roenneberg et al, 2004). These general tendencies were also true for our Brazilian
study population, but the age at which men and women become similar chronotypes again was
smaller (45 years). The prevalence of depressive symptoms increased significantly after the
age of 50 in both sexes. But, on average, women had higher BDI scores than men, supporting
earlier results (Camozzato et al. 2007). These age-dependencies of chronotype (Roenneberg et
al, 2004) and depression (Soria and Urretavizcaya 2009) have been associated with hormonal
changes. We therefore, addressed the confounding effects of age and sex on chronotype and
BDI scores by our normalization procedure, or by testing hypotheses independently for
women and men in four age groups. The relationship of BDI scores with the circadian
phenotype (chronotype) or the misalignment of it (social jetlag) was specifically stronger for

subjects 31 to 40 years old, indicating these relationships are age dependent.

Additionally, both circadian timing and depression have been shown to depend on light

exposure (Roenneberg and Merrow, 2007; Roenneberg et al, 2007A; Benedetti et al. 2007;
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McClung 2007) . We therefore also assessed how much time participants spend outdoors in
daylight, which is up to thousand fold brighter than indoor lighting. Average outdoor light
exposure of participants was similar for all BDI categories up to the age of 50, and at higher
ages, only men showed a negative correlation between outdoor light exposure and BDI scores,
i.e., could profit from brighter light. Most of our participants either worked as farmers or as
housekeepers in a small rural community, indicating that they were exposed to more outdoor
light throughout the year than urban populations. Indeed, the prevalence of moderate to severe
depressive symptoms was less than half than in urban Brazilian populations from equivalent
geographic locations (Mari and Williams 1986). Besides light exposure, the strong social
networks and the socio-economic homogeneity, typical for small rural communities, may also

play a role in keeping depressive symptoms low.

Smoking and drinking habits are also associated with the manifestation of depression
symptoms (Wittmann et al. 2006; Pratt and Brody 2010; Schneider 2010), but it is more likely
that these are coping strategies rather than causal variables of this association. An association
between social jetlag and well-being was previously reported (Wittmann et al. 2006), and a
subsequent re-analysis of the same data in relation to substance-use indicated that the
increased psychological distress of late chronotypes correlated with their smoking and
drinking habits (Wittmann et al. 2010). In our study, subjects who scored mild to severe
depression symptoms indeed smoked more (but drank less alcohol) compared to subjects
having lower BDI scores. However, nicotine consumption status had no impact on the
association between BDIas and chronotype or social jetlag. Nevertheless, BDIas increased
with social jetlag, independently of chronotype, indicating that circadian misalignment can

contribute for mood disorders. Consistently with it, rigid sleep schedules were shown to have
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an antidepressive effect in clinically depressed patients (Boivin et al, 1996; Zeitzer et al,

2000).

Confounders and exclusion criteria

In this essentially rural population pesticide handling is a common practices, and both
acute and chronic pesticide exposure could contribute to the manifestation of depressive
symptoms (Beseler et al. 2008). Symptoms of depression were, however, not more prevalent

among subjects handling pesticides, indicating that this variable was not a confounder.

We applied exclusion criteria for phenotyping data quality control, as: 1) for sleep/wake
times to reflect endogenous time, subjects must report wake up times without the use of alarm
clock on free days; ii) too short or too long sleep duration compromises sleep/wake times so
that the mid-sleep measure becomes unreliable to estimate chronotype; iii) night shift-workers
have their sleep/wake times dictated by their work schedule, so that even when having free
days within a week, they will still suffer from the afterwards effects of being pushed against
their endogenous time during the work days, and iv) chronotype changes strikingly throughout
life (Roenneberg et al. 2007B). We excluded very young and elderly subjects to reduce
heterogeneity of our sample. Additionally, we excluded subjects using sleep and psychoactive
drugs to avoid interference with the sleep/wake cycle. Consequently we excluded (indirectly)
subjects being treated for mood disorders, with minor implications for our study, as our goal
was not to have a sample of clinically depressed subjects. We also are aware however that

interviewing subjects, instead of using self-assessment, could influence the reliability of the
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answers. Nevertheless, interviewers could help on the subject’s interpretation of the questions,

probably compensating the validity of the interview assessments in relation to self-assessment.

Conclusion

In summary, our results indicate that the misalignment of the circadian and social
timing is a risk factor for developing depression, especially in 31 to 40 years olds, and suggest

that a reduction of social jetlag should be part of prevention strategies.
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Figures legends

FIGURE 1 Distribution of MSFsc (A) and BDI (B) by age and sex. Filled circles = women, open
circles = men; MSFsc = mid sleep on free days corrected for sleep debt (4 years bins); BDI = Beck
Depression Inventory (5 years bins). Bars represent the standard error of the mean (SEM).

FIGURE 2 BDI average scores for women and men for different age groups in the study
population.

FIGURE 3 MSF, (one hour intervals) and social jetlag (one hour intervals) plotted against BDI,
normalized values. BDI,; was higher among late types (A). MSF,, = mid sleep on free days adjusted
for sleep dept of work days, age and sex; BDI,; = Beck Depression Inventory adjusted for age and
sex.
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Figure 2
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Figure 3
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Tables

TABLE 1 Prevalence of depression symptoms in the study population accordingly to BDI scores.

Classification of BDI scores (points) Men % (N) Women % (N) Total % (N)
Minimal or non-depression symptoms (< 10) 90.75 (1,216) 81.19 (2,201) 84.35 (3,417)
Mild depressive symptoms (10 to 16) 7.61 (102) 13.72 (372) 11.70 (474)
Moderate depressive symptoms (17 to 29) 1.42 (19) 4.39 (119) 3.41 (138)
Severe depressive symptoms (= 30) 0.22 (3) 0.70 (19) 0.54 (22)
Sum 33.08 (1,340) 66.92 (2,711) 100 (4,051)

BDI = Beck Depression Inventory.
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TABLE 2 Independent Sample Kruskal-Wallis One-way ANOVA Test

Dependent variable: BDIas N BDI,; mean Mean Chi- Sig.
rank square
Grouping by chronotype (MSF,)
Early t 1,337
Y ype 1886
Intermediate type 1,365 100.27 1.67 E-
-2.939 £18.32 1905 2
Late t 1,349
alepe 2286
Grouping by social jetlag (hours)
<2h
3,674 1945
>2hto4h 189.19 8.26 E®
-2.939 + 18.32
320 2779
>4h
57 2992
Subpopulations of chronotypes / social jetlag
Early type <2h 1,310 663
>2hto4h 25 -4.062 £19.46 973 16.59 249 E*
>4h 2a 905
Intermediate type <2h 1,311 668
>2hto4h 50 4550 +17.71 1034 46.22 9.15E™"
>4h 4a 1111
Late type <2h 1,053 624
2htodh 245 841  85.55 2.64E"
e 10,196 + 17.46
>4h
51 934

a = number of observations was too small for the statistics, but the groups <2 h and > 2 h to 4 hours were large
enough to indicate differences in the BDIas distribution. BDIas = Beck Depression Inventory normalized for
age and sex. Groups were defined as described on the methodology. MSFsas = mid sleep on free days adjusted

for sleep dept of work days, age and sex.

TABLE 3 Independent samples median test statistics for men vs. women
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Dependent variables Grouping Mild to

(medians for men / variable BDI Minimal severe

women) scale (points) No symptoms  symptoms
symptoms (0) (1 — 10) > 10)

Median test statistics: men (women)

>Median 14 (26) 83 (185) 11 (49)
<=Median 28 (40) 75(188)  5(32)
>Median 9 (26) 86 (158) 9 (47)
<=Median 33 (40) 72215  7(34)

MSFsc (2.81/2.87)

Social Jetlag (0.75/0.75)

Chi-Square  Asymp. Sig.
(2 df)

7.322/6.562 0.026/0.038

14.929/

7389 0.001/0.025

Median test statistics for men and women from age group = 31 to 40; Total N of men = 216, and women = 520;
MSFsc = mid-sleep phase on free days adjusted for the sleep deficit accumulated during the work-week (local

time). Social jetlag means were given in hours.
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Abstract

The assessment of the phase of circadian rhythms is of particular relevance to
understanding the temporal organization of the body’s regulatory process. Interest in the study
of individual typology differences has increased in the last years. As a result, new instruments
have been developed in attempt to estimate the phase position of the individual human
behavior characteristics. It is widely observed that individual differences in morningness
reflect fundamental biological differences in the phase of physiological and biochemical
circadian rthythms and, as a consequence, have been used as gold standards to validate those
questionnaires. In attempt to understand this concept and to point out the difference and utility
of the most used questionnaires, we conducted this review. The inclusion criterion adopted in
this review was the presence of a questionnaire to measure chronotype or
eveningness/morningness dimension or morningness/eveningness preferences in the abstract.
The most used instruments to evaluate chronotype are the Morningness-Eveningness
Questionnaire, or MEQ, and the Composite Scale of Morningness, or CSM. Other assessment
tools have been developed, such as the Circadian Type Inventory and the Munich Chronotype
Questionnaire, MCTQ. The individual circadian phase preferences, also called chronotype, are
an attribute of human beings, which reflect whether they are alert and prefer to be active, early
or late in the day. Phase differences reflect chronotype differences among individuals, and
they have a normal distribution in a general population. In conclusion, the measurement of
phase of entrainment, therefore, does not strictly measure chronotype; rather it is an estimation
of it. Therefore, the chronotype is an indirect measurement of circadian rhythms defined in

terms of the degree to which individuals prefer to be active during the day (phenotype).
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INTRODUCTION

Individuals differ in their sleep habits and their circadian preferences. Some individuals
prefer to go to bed early and wake up early (Adan et al., 2002), and others prefer to go to bed
late and wake up late(Adan et al., 2002). The assessment of the phase of circadian rhythms is
of particular relevance to understanding the temporal organization of the body’s regulatory
process. Interest in the study of individual typology differences has increased in the last years,

and as a result, new instruments have been developed to measure this typology.

Different questionnaires have been developed in attempt to estimate the phase position
of individual behavior characteristics in humans. The most used instruments to evaluate
chronotype are the Morningness-Eveningness Questionnaire, or MEQ (Horne et al., 1976)
and the Composite Scale of Morningness, or CSM (Caci et al., 2009b; Smith et al., 1989).
Other assessment tools have been developed: the Circadian Type Inventory, (Folkard et al.,
1979) the Lark-Owl Chronotype Indicator, LOCI (Roberts et al., 1999); and the Munich
Chronotype Questionnaire, MCTQ (Roenneberg et al., 2003b). Some physiological,
biochemical, and psychological variables (such as mood, alertness, drowsiness, task
performance, cortisol, etc.) show circadian rhythms and, as a consequence, have been used as
gold standards to validate these questionnaires. It is widely observed that individual
differences in morningness reflect fundamental biological differences in the phase of
physiological and biochemical circadian rhythms (Kerkhof, 1985). Therefore, the chronotype
is an indirect measurement of circadian rhythms defined in terms of the degree to which

individuals prefer to be active during the day (phenotype). While these rhythms tend to be
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fairly consistent across individuals, individual differences have been observed, which do not

depend upon periodic influences from the environment.

To consider only the external influences on the internal rhythm, we would have to find
the same pattern of rhythm in all individuals of the same environment. However, studies have
shown a distribution pattern very close to a normal curve, thus this rhythmicity is thought to
be mainly endogenous, although it can be disturbed by external conditions (i.e., night and shift
work)(Caci et al., 1999). In addition to that, the distribution observed using MEQ is likely to
be biased by several factors, such as age, latitude, and social habits (Benedito-Silva et al.,
1998; Smith et al., 2002). As a consequence, many studies have pointed out that age and
gender are both responsible for the difference observed in the results on morningness and
eveningness throughout life. In adults, the trend toward morningness increases with age
(Carrier et al., 1997; Dufty et al., 2002; Paine et al., 2006; Park et al., 1998; Reinberg et al.,
2001; Taillard et al., 2004), and women show a greater trend toward morningness than men in

their rhythm expression (Adan et al., 2002).

The individual chronotype is a human trait, and its characterization is always based on
self-reported preference in timing of activity and the personally preferred behavioral circadian
rhythm. Some of the criticisms aimed at these questionnaires include the fact that the total
score may not be appropriate to measure a multidimensional construct. With this in mind, new
questionnaires have been developed. However, instead of solving this paradigm, we created
more problems, since we now have many questionnaires to choose for measuring diurnal
preference using different cutoff points. Moreover, the impact of the endogenous circadian

oscillator, individual lifestyle, presence of some diseases and the consequence of it masking
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effects on the circadian rhythms, and there is uncertainty about the impact on these
measurements. In attempt to understand this concept and point out the difference and utility of

the most used questionnaires, we conducted this review.
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MATERIALS AND METHODS

To introduce the central theme of the present review, we searched for experimental,
observational and double-blind controlled randomized clinical trials. We used the MEDLINE
(1960 to January 2011) and Cochrane sites in our search strategy to locate the studies. Our
language choices were English, Portuguese, Spanish, French and Italian. For this article
compilation, we used the following keywords: ‘morningness’; ‘morning-type’; and
‘chronotype’. We found 437 articles based on the above search approach. We excluded the
articles that were retrieved in the search strategy at several levels, and this was the reason for
the reduction in the number of articles. The inclusion criterion adopted was the presence of
questionnaire to measure chronotype or eveningness/morningness dimension or
morningness/eveningness preferences in the abstract (Table 1 summarizes the articles covering

topics featured in the present review).

The Evolution of Circadian Typology Study

The twentieth century saw a great increase in interest in and research on all questions
about biological rhythmicity. The numbers of studies have increased in the last years, as can

be seen in Figure 1.

The first author considered as establishing the field of chronobiology is Julien-Joseph
Virey, based on his doctoral thesis, completed in 1814. He pointed out that biological rhythms
have to be innate in origin and controlled by living clocks entrained by periodic environmental

changes, such as the day-night alternation in light and darkness (Reinberg et al., 2001). The
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beginning of modern research into chronotypes is attributed to O. Oquist, who wrote his thesis
in 1970 entitled Kartldggning av individuella dygnsrytmer, or "Charting Individual Circadian
Rhythms". Afterwards, Olov Ostberg modified Oquist's questionnaire, and in 1976, together
with Jim Horne, published the Morningness/Eveningness Questionnaire, MEQ (Horne et al.,
1976), which is still used and referred to in research on this topic. Researchers in many
countries have worked on validating MEQ with regard to their local cultures (Paine et al.,
2006). Several other assessment tools have been subsequently developed: the Circadian Type
Inventory (Folkard et al., 1979); the Composite Scale of Morningness (Smith et al., 1989); the
Lark-Owl Chronotype Indicator, LOCI (Roberts et al., 1999); and the Munich Chronotype
Questionnaire, MCTQ (Roenneberg et al., 2003b). Among these instruments, we chose the

most widely noted in the literature to discuss in this review.

The concept of chronotype

Chronotype is an attribute of human beings reflecting the individual circadian phase
that reveals what time of the day their physical functions, hormone levels, body temperature,
cognitive faculties, eating and sleeping pattern are active, change or reach a certain level.
Phase differences, measured in a period of 24 hours in these variables, reflect differences

among individuals, called chronotype, and it has a normal distribution in a general population.

This phenomenon is commonly reduced to sleeping habits, referring to people as
morning-type or evening-type. Usually, the morning-type is described as a person who wakes

up early and is more alert in the first part of the day; on the other hand, the evening-type is
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more alert at the beginning of the afternoon and would rather go to bed late at night. We can
find in the literature another definition referring the term “chronotype” to sleep phase.
According to this definition, a single phase reference point is used to determine the circadian
rhythm’s entrainment of the endogenous timing system to a period of 24 hours. The terms
“early type” or “lark” are used to describe a person who usually gets up early in the morning
and goes to bed early in the evening and the terms “late type” or “owl” for a person who has

trouble falling asleep at night and getting up early during the day.

There is some discussion around the concept of chronotype in the literature
(Roenneberg et al., 2007b); some authors describe it as a phase of entrainment (the
relationship between external and internal time), and when people differ in this trait, they are
referred to as different chronotypes (Roenneberg et al., 2007a). The argument is that the
morningness-eveningness score represents preferences instead of the measurement of phase of
entrainment and, therefore, does not strictly measure chronotype (Roenneberg et al., 2007a).
The differences in estimates of circadian rhythm parameters have been reviewed by Kerkhof
(Kerkhof, 1985). He summarized studies where more than two measurements were made per
day, which have explicitly taken into account the diurnal typification of their subjects. The
presence or absence of differences between morningness or eveningness were evaluated using
four different measures: the phase position of the peak value of the particular variable, the
amplitude, the level and the shape of its temporal variation. According to this review, these
differences for some of studies could only be estimated because of the method of analysis or
because the study only partially covered the 24 hours of the day (Kerkhof, 1985). Thus, the
determination of a chronotype should take into account the measurement of different rhythms

in each subject. Even using different scales that have already been established up to this
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moment, it is not possible to perform this measurement, and it only permits the indirect
evaluation of the position of the stage at which each subject is in relation to others or an

external rhythm. Therefore, chronotype is an indirect measurement of circadian rhythm

(phenotype).

Development of this construct

The beginning of the scientific study of human circadian rhythms was marked by the
observation made by Wuth in 1931, who distinguished two sleep patterns in individuals. The
first one was described in individuals who are fatigued in the evening, go to bed early, soon
fall asleep and aroused fully alert in the morning. The other type represented individuals who
performed at their best in the evening, go to bed relatively late, and thus feel fatigued at
waking time. Winterstein, in 1932, also observed that “evening sleepers” and “morning
sleepers” responded differently to sleep constraints. The theoretical perspective of individual
differences in circadian rhythm was established by Freeman & Hovland in 1934 and Kleitman
in 1939, who had indentified two categories: morning and evening types, concluding that
physiological variations during the 24-h circadian cycle affect task performance (Kerkhof,
1985). Folkard (Folkard et al., 1979) has proposed that inter- individual differences in daily
peak times of performance are not very evident and that the differences found by Freeman and
Hovland and by Kleitman were only apparent because comparisons were mostly between the
peak times of different types of psychological performance tasks rather than regarding intra-
test comparisons. Daily human behavior has mainly been assessed by questionnaires designed

to associate individuals with temporal preferences called‘‘morningness—eveningness’’ .
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Oquist, in 1970, developed a Swedish language morningness-eveningness questionnaire to
distinguish between these two extremes. Ostberg modified Oquist's questionnaire for use in a
circadian rhythm study of food intake and oral temperature. Ostberg in 1973 re-designed the
questionnaire for use in a shift-work population. An English version of the Morningness -
Eveningness Questionnaire was published by Horne and Ostberg in 1976 (Horne et al., 1976).
The criterion of individual differences in the circadian variation of oral temperature was used
by Horne and Ostberg as an external validation of the Morningness-Eveningness
Questionnaire (MEQ). They found that morning types had a significantly earlier peak time of
oral temperature than evening types and also tended to have a higher daytime temperature and
a lower post peak temperature. Afterwards, several other scales of morningness — eveningness
have been developed, although MEQ still has widespread usage, as seen in the literature

(Figure 2).

Horne and Ostberg Morningness/Eveningness Questionnaire (MEQ)

The first validated questionnaire developed to assess morningness-eveningness
dimensions was developed by Horne and Ostberg in 1976 and was called the
Morningness/Eveningness Questionnaire (MEQ) (Horne et al., 1976). It was used to estimate
phase tendencies in circadian rhythm from self-description, and was designed to identify

morning and evening types.

MEQ consists of 19 questions in a Likert-type format regarding the time that

individuals get up and go to bed, preferred times for physical and mental activity, and also the
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subjective alertness of the individual. The questions asked are mostly subjective, relating sleep
and activity times to a personal ‘‘feeling best rhythm’’, to the habits of others (e.g.,*‘I get up
later than most people’”), or to hypothetical situations (e.g.,‘‘Approximately, what time would
you get up if you were entirely free to plan your day?’’). Some questions ask for given ranges
of time (e.g., at what time in the evening do you feel tired and as a result in the need of
sleep?). The degree of morningness/eveningness is expressed as a score showing individual
preferences, which ranges from 16 to 86, the higher the score the stronger the morningness
preference is. The original publication divided the score into five groups: definitely morning
type (70-86), moderately morning type (59-69), neither type (42-58), moderately evening type
(31-41), and definitely evening type (16 to 33). The external validation of MEQ has been
made by measuring oral temperature using 150 people between 18 and 32 years. MEQ was
originally validated (Horne et al., 1976) in a young adult population (18-32 years), and
subsequent surveys have confirmed a distribution that is skewed toward eveningness in this
age group (Adan et al., 2002; Chelminski et al., 1999). In the validation, morning types
showed a significantly earlier peak time of temperature than evening types, and the

intermediate type had a peak temperature between these groups (Horne et al., 1976).

With respect to sleep parameters, the evening type usually went to bed on overage 99
min later than the morning type; the morning type got up on overage 114 min earlier than the
evening type. Bed time and waking time were both significantly correlated with morningness-
eveningness (-0.67 and -0.79 respectively). The MEQ score was correlated with actual
behavioral and physiological rhythmicity for body temperature (Baehr et al., 2000; Duffy et
al., 2001), melatonin (Duffy et al., 1999) and cortisol (Bailey et al., 2001). In most studies,

MEQ has been used to determine the tendency towards morning, evening, or neither type
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(Archer et al., 2003; Katzenberg et al., 1998; Pedrazzoli et al., 2000). A revision of the
scoring of the MEQ was done by Jacques Taillard et al. in 2004, using people over the age of
50 (Taillard et al., 2004). A bed time of 23:30 may be indicative of a morning type within a

student population, but may be more related to an evening type in the 40-50 years age group.

Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ)

The Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) was developed to assess individual
sleep phase based on individual daily sleep times (Roenneberg et al., 2003b). MCTQ asks
people questions about their sleep times on work days and on free days separately. Chronotype
is calculated based on the midpoint between sleep onset and waking up (mid-sleep) as the
phase reference point for sleep on free days (MSF) on which there are no work or social
obligations (Roenneberg et al., 2004). As most subjects accumulate sleep debt on work days,
except for the extreme early chronotypes, who compensate on free days, the mid-sleep times
on free days need to be corrected for the sleep deficit accumulated during the work week

(Roenneberg et al., 2004).

According to the authors, MCTQ provides a quantitative measure of chronotype as a
continuous variable, and not on sleep preferences (Allebrandt et al., 2008). As a result, MSFsc
is not categorical (based on scores), but has a population-specific continuous distribution, with
early and late chronotypes on either tails of its distribution. Therefore, population specific

thresholds can be defined to categorize chronotypes.
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MCTQ was correlated (Zavada et al., 2005) with MEQ (Horne et al., 1976), showing
that mid-sleep times assessed with MCTQ correlated well with the sleep preference score
assessed with MEQ (r = -0.73). The main difference between these two instruments is that
MEQ determines morningness or eveningness preferences, based on the time of the day that
respondents say they prefer to allocate periods of activity and rest, rather than their effective
sleep-wake times (Sack et al., 2007), and MCTq assesses the mid-sleep phase of sleep on free

days.

Composite Scale of Morningness (CSM)

The Composite Scale of Morningness (CSM) is an effort to extract the best items from
three morningness questionnaires (Smith ef al., 1989). It is composed of 13 questions, in a
Likert-type format, used to determine an individual’s preference for different activities and
how easy it is to wake up in the morning (e.g., times to get up and to go to sleep, how easy to
rise at 06:00). The scale includes nine items from the Morningness/Eveningness Questionnaire
(MEQ) (Horne et al., 1976) and four items from the Diurnal Type Scale (DTS) (Torsvall et al.,
1980). The total CSM scores range from 13 to 55(Smith et al., 1989). The original cutoffs
points were set at the 10™ and 90" percentiles and resulted in three categories according to the
CS scores: evening types CS<22; intermediate types 23<CS<43; and morning types CS>44

(Smith et al., 1989).

The internal consistency of CSM showed alpha =0.87 and demonstrated psychometric

properties that are comparable to MEQ and DTS. CSM has good psychometric properties
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when used with students or working samples. Additionally, the CSM scores were found to be
stable over time and did not change when subjects were exposed to night and shift work. The
scale reliability found in a French sample of nursing students (n = 356; mean age 25.60 + 6.10;
min 18 and max 54 yo) observed by Caci et al. (Caci et al., 1999) was close to the values of 0.87
reported by Smith et al. (Smith er al, 1989). Greenwood in Australia confirmed the good
psychometric properties of CSM when used on samples of students or individuals working on

rotating shifts (Greenwood, 1994).

Endogenous nature of morningness-eveningness

The endogenous nature of morningness-eveningness was demonstrated in several
studies providing scientific evidence for the validity of the concept of diurnal type (Baehr et
al., 2000; Duffy et al., 2001; Gibertini et al., 1999; Kerkhof et al., 1996; Mongrain et al.,
2004). Studies using selected morning type and evening type agree on the existence of
differences in physiological and behavioral functions during early and late hours. Morning
types tend to adopt an earlier sleep schedule and to show earlier diurnal peaks of alertness and
performance (Kerkhof er al., 1980). Physiological markers of the endogenous circadian
rhythmicity, including body temperature and melatonin secretion rhythms, also show an
earlier phase in morning type individuals compared to evening types (Baehr et al., 2000;
Bailey et al., 2001; Duffy et al., 1999). The morningness-eveningness questionnaire designed
by Horne and Ostberg (Horne et al., 1976) was evaluated against individual difference in the
circadian variation of peak time of oral temperature, which was significantly correlated with

the morningness-eveningness preferences. Kerkhof et al. (Kerkhof et al., 1996) selected two
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groups of subjects, morning types and evening types, and monitored during usual sleep-wake
conditions and using a laboratory constant routine procedure. Under both conditions
significant differences were observed in the circadian phases of body temperature and
subjective alertness. The data for alertness showed evidence of a pronounced 24-h periodicity.
The group difference in sleep-wake behavior, monitored using actigraphy, showed that the ¢,
(actigraphy) values significantly differed between the two groups and was correlated with the
mid-sleep times (Spearman rank correlation 0.77 P < 0.001). The difference between the mean
t.ax for oral temperature of the two groups amounted to 4.6 h. A comparison between the 7,,,
(rectal temperature) values of the morning types and evening types showed a mean difference
of 2.6 h. In a constant routine (CR) the ¢,;, (rectal temperature) occurred on average at 4:38
and 6:45 h for the morning types and evening types respectively. In this study, there was
evidence that early phase and late phase individuals were correlated with the original morning

type and evening type groups.

Gibertini et al. (Gibertini e al., 1999) examined the relationship between circadian rhythm
characteristics of the pineal hormone melatonin and individual differences in circadian type
evaluated using CSM. Circadian type was strongly related to the melatonin acrophase but not
to amplitude or time of year of assessment. Also, morning types evidenced a more rapid
decline in melatonin levels after the peak than did evening types. Baehr et al. (Baehr ez al., 2000)
observed that a later circadian temperature rhythm phase (Tmin) was associated with a later
sleep schedule and greater eveningness on MEQ. The daily body temperature minimum
occurred at about 4 a.m. for morning types but at about 6 a.m. for evening types. This
minimum occurred at approximately the middle of the eight hour sleep period for morning

types, but closer to waking in evening types. Evening types had a lower nocturnal temperature.
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The temperature minimum occurred about a half hour earlier in women than in men. Duffy et
al. (Duffy et al., 2001) examined the relationship between the circadian timing system, intrinsic
period, and two aspects of behavior: the preference for morning or evening activity patterns
and the timing of usual awakening. They found a significant negative correlation between
intrinsic circadian period and self-assessed morningness-eveningness score (r = -0.60, p <
0.02) and a significant positive correlation between intrinsic circadian period and usual wake
time (r = 0.50, p < 0.05) and also between core body temperature phase (r = 0.72, p < 0.03),
suggesting that this aspect of circadian physiology (intrinsic period) may play a role in
determining these behavioral traits. Individuals with shorter periods will have circadian phases
relatively early within their sleep-wake/ light-dark cycles, whereas those with longer periods
will have phases relatively late within the sleep-wake/light-dark cycle. The circadian thythm
of sleep propensity in normal young men is such that the peak drive for sleep from the
circadian pacemaker occurs near the core body temperature minimum (Dijk et al., 1999).
Morning types, whose core body temperature minimum occurs near the middle of the habitual
sleep episode, are waking at a time when the drive from circadian timing system for sleep
should be decreasing, whereas the circadian rhythms of alertness and performance are rising.
In contrast, evening types are waking shortly after their core body temperature minimum, at a
time when the drive for sleep from the circadian system should be high and the circadian

rhythms of alertness and performance are low (Duffy et al., 2001).

Circadian phase was estimated by Mongrain et al. (Mongrain et al., 2004) in the
chronobiology laboratory using two markers: core body temperature minimum (Tmin) and
dim-light melatonin onset (DLMO). This study showed that MEQ correctly identified the

individual preference for morning or evening activity, but this preference was related to two

143



different circadian patterns. In the non-overlapping subgroups, this preference was closely
linked to the endogenous circadian phase, as usually expected. However, in the overlapping
subgroups, this preference was independent of the endogenous circadian phase and should be
related to some other characteristic of the regulation of the sleep-wake cycle. In both
subgroups, the significant difference between MEQ scores, bedtimes, and wake times were
maintained in the expected direction. In the subgroup with non-overlapping circadian phases,
phase angles were shorter in evening type subjects, in accordance with previous studies.
However, in the overlapping subgroup, phase angles were significantly longer in evening
types compared to morning types. According to these results, the morningness-eveningness
preference identified by the MEQ score refers to two distinct mechanisms: one associated with
a difference in circadian period and phase of entrainment and the other associated with

chronobiological aspects of sleep regulation.

There are individual differences in the human circadian system under stable circadian
conditions, such as during experimental studies in which subjects lived isolated from external
cues, and the rhythmicity of physiological variables persist with a period slightly deviating
from 24 hours. However, through exposure to the daily cycle of light and dark, it is entrained
to a 24-h period (Miller et al., 1996). Therefore, rhythmicity is thought to be endogenous (in
free running conditions the rhythms adopt their intrinsic period of around 25 hours). Along the
same line, the observation of the disturbances of the circadian system during transmeridian air
travel or during shift work, resulting in a phase shift in the internal variables in relation to
external conditions, can be used as proof that these variables do not depend primarily on the

periodic influences from the environment conditions. Under normal conditions, the
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endogenous rhythm is entrained by the zeitgeber. Exogenous factors such as the level of

physical activity influence the characteristics of rhythms (masking).

Limitations of the scales used to measure chronotypes

The term ‘““chronotype” refers to the difference in phase and has been assessed mainly
by questionnaires designed to associate individuals with tendencies that were coined
“morningness” or “eveningness” (Horne et al., 1976). The questions used are mostly
subjective, relating sleep and activity times to a personal “feeling best rhythm” (Horne et al.,
1976), or they ask subjects to assess hypothetical situations (e.g.,”Considering only your own
feeling best rhythm, at what time would you get up if you were entirely free to plan your
day?”) (Smith er al, 1989). Additionally, “morningness” scores correlate with the
experimentally measured timing of the individual’s circadian rhythms, for example,
temperature, melatonin, or cortisol (Bailey et al., 2001; Dijk et al., 1999; Duffy et al., 2001).
However, there are some criticisms about these scales, since they do not explicitly assess free
days and workdays separately, nor do they ask for actual sleep times or exposure to outdoor
light (Roenneberg et al., 2003b). Therefore, a new questionnaire has been developed to
quantitatively assess the timing of sleep within the 24-h day (sleep phase), arguing that it
represents a qualitative assessment instead of subjective self-rating of chronotype as we can
see in the other scales. Previously, Duffy et al. (Duffy er al., 2001) investigated the relationship
between intrinsic circadian period and diurnal preference (morning or evening activity patterns
and the timing of usual waking). They found a significant correlation between intrinsic

circadian period and both diurnal preference and usual wake time, and a significant negative
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correlation between intrinsic circadian period and self-assessed morningness-eveningness
score. Taking into account all this information, we can affirm that even the assessment of
chronotype is done using subjective questions or using the timing of mid-sleep within the 24-h
day, i.e., it gives an estimate of a person’s phase. Along with considering an objective
measurement of the internal phase, there is a need for an output of the circadian clock that can
be consistently measured by novel techniques such as those now under development which
can measure the T of clock gene expression in tissue cultures from skin biopsies (Brown et al.,

2005).

To date, the most commonly used questionnaire concerning daily preference is the
Morningness/Eveningness Questionnaire (MEQ). However, the MEQ score does not seem to
be consistent when investigating samples of different age. The cutoffs determined in the
original publication (Horne et al., 1976) are based on a sample of young people (18 and 32
years). Recently, Taillard et al. (Taillard et al., 2004) validated the MEQ in a middle aged
population of French workers (mean of age: 51.2 SD 3.2 years). They actually found that only
three groups can be defined from this sample and they suggested new cutoffs to determine
groups (Evening type: < 52, Neither type: 53 — 64, Morning type: > 65). The MEQ score thus
seems to be inconsistent between younger and older age groups and also between populations
(Caci et al., 2005a). Thus, the use of percentiles as cut-off is arbitrary, and according to the
sample, it is possible that the same subject can be classified as a different type according to the
distribution of the sample. When Paine et al. (Paine er al., 2006) compared the frequency of
morningness-eveningness using the MEQ criteria of Horne and Ostberg (Horne et al., 1976),
morning types predominated, whereas the MEQ criteria of Taillard et al. (Taillard ef al., 2004)

provided a more balanced population distribution of chronotypes. After controlling for
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ethnicity, gender, and socio-economic status, participants aged 30 to 34 years were more likely
to be definitively evening type (p < 0.05) and less likely to be morning type (p < 0.01, or
definitively morning type, p < 0.05) compared to those aged 45 to 49 years. Using the criteria
of Horne and Ostberg (Horne et al., 1976), 49.8% of the total population were morning types
(10.2% definitively morning type), while only 5.6% had an evening type preference (0.7%
definitively evening type), and 20.2% evening type. Using these new score cutoffs proposed
by Taillard et al. (Taillard et al., 2004), the prevalence estimates suggest that approximately one
quarter of the population ages 30 to 49 years report either a morning type preference (24.7%,
10.19% definitively morning type) or an evening type preference (26.4%, 11.50% definitively
evening type) (Paine et al., 2006). Caci et al. (Caci et al., 2009b) as well compared the frequencies of
the three-category chronotypes using criteria proposed by the authors of MEQ (below 42, 42-
58, above 58), IMEQ (below 12, between 12 and 17, above 17), and CSM (10" percentile/90™
percentile). Using CSM and MEQ, the proportions of subjects similarly categorized were
95.0%, 75.3% and 85.7% for Evening-type, Neither-type and Morning-type subjects,
respectively. Probably because CSM was based on MEQ, there is then a high probability of
overestimation. Using the CSM and the rMEQ, the proportions were 95.0%, 74.1% and
53.1%; and using the MEQ and the rMEQ, the proportions were 84.6%, 84.4% and 45.8%.
This study emphasizes the recurrent problem of cutoff scores: the available values for both
instruments (MEQ and CSM) result in a very poor concordance of chronotypes. Therefore,
this casts serious doubt on the coarsely categorized scores used to reflect the position of an
individual along the morningness continuum (Caci et al., 2009b).The problem related to a
classification can be attributed to the sample distribution, as was observed in Greenwood’s

work using CSM (Greenwood, 1994). The sample was negatively skewed (-0.22 p<0.05),
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indicating that the distribution differed significantly from normal, and consequently, it does
have an influence on the proportion of individuals classified as being evening, intermediate or
morning types. Using the original CSM scores suggested by Smith (Smith ef al., 1989), the
cutoffs resulted in 2.4% evening types; 84.4% intermediate types and 13.2% morning types
(Greenwood, 1994). Hence, normative scores standardized in such a way that they reflect the
effects of age, gender and culture are needed for the total score and the factor scores (Caci et

al., 2009b).

Another problem is related to the assessment of chronotype in shift work. Depending
on schedules applied, people have to change their sleeping habits weekly by several hours, and
consequently the measurement of diurnal preference may be masked by work activity.
Additionally, the psychometric adequacy of this scale is questionable (Smith et al., 1989).
Torsvall and Akerstedt (Torsvall et al., 1980) constructed a shift work scale based on sleep
preferences (on free and work days). One of the criticisms by Torsvall and Akerstedt (Torsvall
et al., 1980) on this topic is that MEQ has items that are inappropriate for workers on irregular
schedules. The external validity of the Horne and Ostberg (Horne et al., 1976) questionnaire
used a self-report (e.g., perceived alertness) and objective (e.g., oral temperature) measures;

however, it does not take in to account the masking effect caused by work schedule activity.

The MEQ score distributions also showed cultural influences. The mean scores were
significantly different between Japanese and Korean workers. The mean score of MEQ in
Japanese workers (56.2) was statistically higher than Korean workers (49.1) in all age groups
and is likely to be the result of the difference in social conditions and culture between the two

countries (Park et al., 1998). Adan et al. (Adan et al., 2005) studied CSM in a Spanish sample of
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students, and reported that the subjects were classified as evening-type using scores lower or
equal to 21, as neither-type, scores between 22 and 39, and as morning-type, scores greater or
equal to 40. This research proposed that new criteria should be applied, such as the 20th and

80th percentiles to select moderate evening-type and morning-type, respectively.

Meal timing is considered an important socio-environmental synchronizer of circadian
rhythms and influences human metabolism; the temporal distribution of food intake also has
an influence on human performance. Costa et al. (1987) have determined the usual mealtimes
during work and free days in a population of 670 subjects. The times of the two main meals
showed a high stability, both on work and free days. However, they found a progressive
advance of the breakfast time. Morning types anticipate meal and sleeping times in

comparison to evening types, both while working and, above all, on free days.

The diurnal evolution of alertness can be influenced by the degree of morningness. The
Morning-types and evening-types were studied in young and good sleepers. They differed
only during the morning: evening-types rated lower self-alertness on waking than did
morning-types (Clodore et al., 1987). Subjective and objective sleepiness is greater in
evening-type subjects than in morning-type subjects, especially in the morning (Andrade et
al., 1992; Baehr et al., 2000; Clodore et al., 1987; Ishihara et al., 1985; Taillard et al., 2001;

Volk et al., 1994).

The influence of age on the distribution of MEQ scores was observed by Carrier et al.
(Carrier et al., 1997). They concluded that morningness-eveningness was significantly correlated
with age, with increasing age associated with higher morningness levels. There is evidence

for changes associated with development and aging. Delayed sleep times common among
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teenagers are thought to be attributable, at least in part, to developmental changes in the
mechanisms regulating sleep timing (Carskadon et al., 1993). Conversely, there is a trend for
people to become more morning types in later adulthood (Carrier et al., 1997), typically

beginning at around age 50 years.

The sex difference should be taken into account for morningness-eveningness
studies in workers. A significant difference was found between male and female
students (Motohashi, 1988). It appears that the irregular working schedule did not affect
the morningness-eveningness preference in the hospital nurse sample. As shown by
Motohashi (Motohashi, 1988) and reported by Ishihara et al. (Ishihara er al., 1985), female
populations seem to be more the morning type than male populations. Therefore, sex
difference should be taken into account for morningness-eveningness studies in

workers.
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CONCLUSION

The individual circadian phase preferences, also called chronotype, are an attribute of
human beings; they reflect whether they are alert and prefer to be active, early or late in the
day. Phase differences reflect chronotype differences among individuals, and they display a
normal distribution in a general population. Most people are neither evening nor morning
types but lie somewhere in between with extreme morning and evening types. MEQ is a well-
documented questionnaire and the one most widely used in chronobiology and sleep research.
Even though MEQ has been validated against biologic variables and sleep diaries of morning
and evening participants, it is still criticized, and alternative measures have been developed.
Nevertheless, it has shown to have adequate internal consistency properties (Chelminski et al.,
1999; Smith et al., 1989). The Torsvall and Akerstedt questionnaire (Torsvall ef al., 1980) and
the Folkard, Monk, and Lobban questionnaire (Folkard et al., 1979) did not show better results
in terms of psychometric evaluation (internal and inter-item measurement properties) than the
MEQ initially did (Smith ef al., 1989). The composite questionnaire (Smith et al., 1989) gave
a better psychometric evaluation than did MEQ. To our knowledge, the composite
questionnaire has never been validated by physiological markers of the biological clock. The
final criticism of MEQ is its length. Adan and Almirall (Adan et al, 1992) developed a
shortened MEQ (5 items) that has adequate inter-item correlations (Chelminski et al., 1999).
However, it was validated in a population mostly comprising young students. Paine (Paine et al.,
2006) concurs with Taillard (Taillard et al., 2004) that the original MEQ cutoffs (Horne et al.,

1976) do not provide a useful definition of chronotypes in middle-aged adults. The Munich
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Chronotype Questionnaire (MCTQ) (Roenneberg et al., 2003b) is a new method assessing
chronotype using a self-reported time of mid-sleep during work and free days. The sleep
habits of evening types described in previous studies using MEQ (Taillard et al., 1999;
Taillard et al., 2001) coincide in many respects with those found by MCTQ (Zavada et al.,
2005). However, this new instrument has some limitations. The first refers to the need of strict
criteria for exclusion from the sample, which does not allow for widespread use in all
populations. Second, the calculations used to assess the stage of sleep and sleep debt for
corrections necessary before obtaining the final ranking of the individual, along with the
dependence of population distribution make it difficult to be used in studies which the
distribution is unknown. Also, it is not yet validated in a shift work samples. Variability of
scores across age distributions and irregular schedules needs to be accounted to choose the
adequate instrument to measure chronotype. Depending of the subject of the study, sometimes
only one question based on the self-evaluation of chronotype would seem to be able to classify
the participants efficiently on the morning/evening continuum. With this type of classification,
Roenneberg et al. (Roenneberg ef al., 2003b) found more evening types than morning types in
a general population. The use of percentiles as cutoff is arbitrary, and according to the sample,
it is possible that the same subject can be classified as a different type according to the
distribution of the sample. In conclusion, the measurement of phase of entrainment , therefore,
does not strictly measure chronotype; rather it is an estimation of it. In addition, the term

chronotype does not strictly refer to the sleep phase.
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Figure 1. Number of studies found using the descriptors: ‘morningness’, ‘morning-type’ and

‘chronotype’. Each bar represents a five-year period.
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Figure 2. Number of studies using each scale to evaluate chronotype, published in the last decades.

Each bar represents the percentage of the studies in relation the total scales found in the literature

using the descriptors noted in this review.
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Table 1. Overview of studies with scales used to identify typology of morningness / eveningness and sample characteristics

Author and Scale used in the
year study Sample Sample size Age mean and range
(Adan et al., Workers and University
1992) MEQ students 908 24.88 £6.37 (17 to 50)
(Adan, 1994) MEQ 176 Students and 361 workers 537 25.31 £2.87 (21 to 30)
(Adan et al., 391 (132 men and 259 19.94 +2.22 years (17 to
2005) CSM Undergraduate students women) 33)
(Adan et al., 510 (182 men and 328  22.80 +4.14 years (18 to
2006) MEQr Undergraduate students women) 33)
(Adan et al., 862 - 362 were 21.94 +2.64 years (18 to
2010a) MEQr Undergraduate students men and 500 women 30)
(Adan et al., 850 (396 men and 454 21.98 +2.86 years(18 to
2010b) MEQ Undergraduate students women) 33)

Patients with bipolar I disorder
(Ahn et al., (BDI), schizophrenia (SZ), and
2008) CSM control individuals. 300 -
(Amschler et 199 (113 women and 85
al., 2005) MESC Children and teachers men) -
(Anetal.,
2009) MEQ Undergraduate students 12 (men) 20.92 +1.08 years
(Antunes Lda et
al., 2010) MEQ Daily workers and shift workers 27 25 to 60 years
(Archer et al.,
2003) MEQ Volunteers 484 -
(Archer et al.,
2008) Sleep diaries Healthy subjects 24 25.0 £3.5 years
(Ayalon et al., Patients with minor traumatic 15 (12 men and 3
2007) MEQ brain injury (mTBI) women) Mean 26 years (17 to 45)
(Bae et al., Adults with attention deficit 344 subjects (134 men,
2010) MEQ hyperactivity disorder (ADHD) 210 women) 43.53 + 14.15 years
Baehr, EK Men 18 to 41 (25.2 +
(2000)(Baehr et 172 (101 men and 71 5.3 years) and women 18
al., 2000) MEQ Simulated night-shift work women) to 43 (25.1 + 5.4 years)
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Author and
year

(Bailey et al.,
1991)
(Barbosa et al.,
2008)

(Barclay et al.,
2010a)
(Barclay et al.,
2010b)
(Blomeke et al.,
2008)

(Bohle et al.,
1989)

(Bohle et al.,
1993)

(Bohle et al.,
2001)
(Borisenkov et

al., 2010)

(Broms et al.,

2010)

(Brown, 1993)
(Bruni et al.,

2008)

Scale used in the

study

MEQ

MEQ

MEQ

MEQ

MEQ

MEQ

MEQ

CSM

MCTQ
Single-item
assessment ME
based on the
Diurnal Type
scale (‘Will you
try to estimate
towhat extent
you are a
morning or
evening

person?’)

CSM

Sample

Healthy adults

Undergraduate students

Twins

Twins

Healthy young male Caucasians

Undergraduate students

Nurses

Undergraduate students

Students

Twins

Shift workers and fixed schedule

day workers

MESC and CSM  Undergraduate students

Sample size

20 (16 women and 4

men)

68 (28 men and 40

women)

1556

1102

54 (men)

60

97

670

1101 - 655
girls and 446 boys

23 289

150

1073 (50.9% men)

Age mean and range

23 to 39 years

21 £ 2 years (18 to 25)

Mode 20 years (18 to
27)

18.9 years (17 to 30)

22.5 years (16 to 37)
16.1 £ 3.1 years (11 to
23)

10.56 £ 0.50 years (8 to
15)
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Burgess et al., 170 (85 women and 85
2008) MEQ Healthy subjects men) -
Men 26.49 +4.91 (18 to
(Caci et al., 356 (53 men and 303 54) and women 25.45 +
1999) CSM Students women) 6.29 years (18 to 54)
(Caci et al., 22.82 +3.51 years (18 to
2004) CSM Undergraduate students 129 37)
(Caci et al., 552 (194 men and 358
2005b) CSM Undergraduate students women). -
Undergraduate students and
(Caci et al., parents of children referred to
2009a) MEQ and CSM  a specialized consultation 354 -
(Caci et al.,
2009b) MEQ and CSM  Students 456 -
(Campos et al.,
2004) MEQ Nurses 40 25 to 57 years
(Carrier et al., 110 (58 women and 52
1997) MEQ Healthy subjects men) 20 to 59 years
(Carrier et al.,
2002) MEQ Young and middle-aged 27 25 to 58 years
Patients with ICHD-II diagnosis
of pure menstrual migraine and
(Cevoli et al., menstrually related migraine and 93 patients and 85
2010) MEQ healthy controls controls -
(Chelminski et 1617 (1041 women and
al., 1999) MEQ Students 576 men) 18 to 53 years
Choub, A
(2010)(Choub 219 (105 men and 114
etal.,2010) MEQ Italian volunteers women) 22 to 56 years
(Chung et al.,
2008) MESC Adolescents 1629 12 to 19 years
(Chung et al.,
2009) MEQ Nurses 137 21 to 58 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Clodore et al.,
1987) MEQ healthy male volunteers 12 25 +£2.3 years
(Costa et al.,
1989) CTQ Shift workers 24 31.9 years (22 to 48)
40-0 £ 5-9 years (32 and

(Costa, 1993) MEQ Traffic controller 20 59)
(Diaz Morales Young undergraduates and 329 (247 women and 82 31.78 + 14.18 years (19
et al., 2004) CSM adults. men) to 62)
(Diaz-Morales 139 - 109 women and 30 21.73 +£2.63
et al., 2005) CSM Students men years (18 to 29)
(Diaz-Morales 509 (254 women and 49.78 +6.14 years (31
et al., 2008a) CSM Regular workers 255 men) to 67)
(Diaz-Morales 14.3 + 1.4 years (12 to
et al., 2008b) MESC Students 600 16)

499 (355 women, 104

men, and 40 who
(Digdon, 2010) CSM Students did not specify sex) 21.21 £5.50 years
(Dockray et al., Workers at University College
2010) CSM London and nearby institutions. 187 (women) 21 to 61 years
(Dufty et al., 23.5 + 3 years (20 to
2001) MEQ Healthy subjects 17 (men) 30)
(Duffy et al.,
2002) MEQ Older 13 67.4 £3.2 years
(Dumont et al., 36.0 £ 8.5 years (26 to
2001) MEQ Night nurses 30 (27 women, 3 men) 55)
(Eastman et al., Median 26 years (19
1995) MEQ Healthy subjects 16 (10 men, 6 women) to 41)
(El-Sheikh et
al., 2007) MESC Children 64 (36 girls and 28 boys) 8.75 +0.55 years
(Emens et al., Morning-and evening-type 66 (47 women and 19
2009) MEQ subjects men) 19 to 64 years
(Ezzatian et al., 103 (65 younger and 38
2010) MEQ Younger and older adults older adults) -

178



Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Fernandez-
Mendoza et al., 18.85 + 1.45years (16 to
2009) MEQ Undergraduate students 1238 25)
(Ferraz et al., 200 (100 asthmatics and
2008) MEQ asthmatics and non-asthmatics 100 non-asthmatics) -
(Fleig et al., 150 (96 girls and 54 13.23 £ 1.54 years (11 to
2009) MCTQ Adolescents boys) 17)
(Foret et al.,
1985) MEQ Young adults 19 20 to 26 years
(Friedman et
al., 2009) MEQ Older 51 (36 women, 15 men) 63.6 +7.1 years
(Fukuda et al.,
1999) MEQ Nurses 40 -

27 students 19,5 + 1,8,
(Furlani et al., 44 (25 men and 19 and 17 students 18,7 +
2005) MEQ Undergraduate students woman) 0,5
(Gaspar-Barba Patients with Major Depressive 100 (79 women and 21
et al., 2009) MEQ Disorder men) 34 + 11.74 years (18-60)
(Gau et al., 1547 (811 boys and 736
2003) MESC Students girls) 10 to 14 years
(Gau et al., 1547 students and 1509  12.01 + 1.46 years (10 to
2004b) MESC Children and their parents of their parents 16)
(Gau et al., 1335 students and 1479  12.0 £ 1.5 years (10 to
2004a) CSM and MESC  Children and their parents of their parents 16)
(Gauetal.,
2007) MESC Students and Their mothers 1332 -
(Giannotti et E 17.1 years and M
al., 2002) MESC Students 1747 16.8 years
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Author and Scale used in the
year study Sample Sample size Age mean and range
22.9 + 3.9 (18 to 34);
meanand women (ages
(Gibertini et al., 117 (95 men and 22 20-36; mean 25.2; S.D.
1999) MESC Young adults women) 5.1)
Single question
of assessment of
circadian type
(When do you
typically perform
best? morning,
(Giglio et al., afternoon, or Outpatients with Bipolar
2010) evening) Disorder 81 -
(Griefahn et al.,
2002) MEQ Subjects in constant routine 34 men 16 to 32 years
(Griefahn et al.,
2008) MEQ Students 16 (men) (19—27 years)
(Griefahn et al.,
2010) MEQ Volunteers 49 (men) -
(Hakkarainen et
al., 2003) MEQ Twins 67 -
(Harada et al.,
1999) DTS Students 417 -
(Harada et al., 826 (415 women and
2002) DTS Students 411 men) 12-15 years old.
(Harada et al.,
2007) DTS Students 1055 0 to 15 years
Younger adults (ages 18-
(Hasher et al., 32 years) and older
2002) MEQ Younger and older adults 96 adults (ages 58-78)
(Hasler et al., Depressed and non-depressed Mean age=19.23 years,
2010) MEQ subjects 208 (140 women) range=17 to 33
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Hatonen et al.,
2008) MEQ Patients with bipolar disorder 148 -
(Hidalgo et al., 342 (199 men and 143
2002) MEQ Medical students women) 18 to 35 years.
(Hidalgo et al., 200 (118 women and 82 18 to 99 years (mean =+
2009) MEQ Volunteers men) , 34.35 16.39 years).
(Hilliker et al., 15 (11 women and 4
1992) MEQ Volunteers men) 41 years (32 to 53)
(Hofstra et al.,
2010) MEQ Epilepsy patients 200 -
(Horne et al.,
1976) MEQ Volunteers 48 18 to 32 years
(Huang et al., Mean age 22.5,+ 2.8
2006) MEQ Undergraduate students 13 (men) VyIS.
(Hur, 2007) CSM Twins 977 9-23 years
(Ice, 2005) BALM Older 48 76 £ 6 years old.
(Ishihara et al., 1459 (1061 men and
1985) MEQ Undergraduate students 398 women ) 19.5 + 1.2 years
(Iskra-Golec,
1993) MEQ Shift workers 162 -

Outpatient psychiatric services

and met the DSM-1V criteria for

depressive or bipolar disorder
(Johansson et with the seasonal (winter) 159 (129 women and 30
al., 2003) MEQ pattern. men) -

2001: 484 (217 men and
267 women); 2004: 1106

(Jones et al., Visitors to the London Science (490 men and 616
2007) MEQ Museum women) 18 and 81 years.
(Katzenberg et
al., 1998) MEQ Middle-aged adults 410 50.0 £7.9 years

Adults (9 extreme morning
(Kerkhof et al., types and 9 extreme evening
1980) MEQ types) 18 (8 women) -
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Kerkhof,
1982) MEQ Students 28 -
Aged 19 to 28 years,
(Kerkhof et al., Adults normotensive, healthy 25 (15 men and 10 mean 6 + 22.8 6 2.8
1998) MEQ subjects women) years
(Kim et al.,
2002) MESC and MEQ Students 989 8 - 16 years
(Kim et al., 361 (220 women and 42.8+13.2 (age range:
2010) MEQ Volunteers 141 men) 19-79) years
(Korczak et al., The mean age was 19.62
2008) MEQ Volunteers 32 +1.85 years.
(Korompeli et
al., 2009) CSM Nurses 32 -
(Koskenvuo et
al., 2007) DTS Twins 8753 -
(Kripke et al., 426 (205 patients and
2008) MEQ and BALM DSPD participants and controls 221 controls) -
Age 21 to 92 years, with

(Kripke et al., 359 (33% women and a mean age of 57.4 (£
2010) BALM Sleep Disorders Patients 67% men) 13.9) years.

Patients with breast cancer, with

colorectal cancer, with diabetes

mellitus, with coronary heart

disease, with rheumatological

conditions, with Hashimoto's
(Kroz et al., disease, with multiple
2008) MEQr morbidities and healthy people. 440 -
(Kudielka et
al., 2006) MEQ Young adults 112 (men) -
(Lahti et al.,
2008) MEQ Healthy participants 9 (8 women and 1 man) 2040
(LeBourgeois
et al., 2005) MESC Adolescents 1348 12 to 17 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Lee et al., 299 (191 men and 108 22.9 (= 2.14, range of
2010a) CSM Medical students women) age = 18-32) years.
(Lee et al., 260 (111 men and 149
2010b) CSM Patients with bipolar disorder women) (355+12.4)
Women pregnant and non-

(Leonhard et pregnant with or without
al., 2009) CSM and MCTQ children 179 (women) -
(Lima et al., 27 (13 men and 14
2002) MEQ Medical students women) 20.2 £ 2.0 years.
(Lund et al., 1125 (420 men and 705
2010) MEQ Students women) 17 to 24 years
(Madokoro et
al., 1997) MEQ Nurses 7 women -
(Martynhak et
al., 2010) MEQ Undergraduate students 1509
(Matchock et 80 (23 men and 57 21.6 years (18 to 28
al., 2009) MEQ Undergraduate students women) years)
(Matsumoto et
al., 1987) MEQ Shift workers 16 (men) 54.4 years (48 to 61)
(Matsuura et 643 (354 men and 289
al., 2002) MEQ Students women) 19.1+1.7

students 18 to 23 years
(May et al., 36 students and 48 and volunteers 60 to 75
2005) MEQ Students and older volunteers volunteers years
(Mecacci et al., 25.1 £3.9 years (20 to
1983) MEQ Students and workers 475 30)
(Megdal et al.,
2007) MEQ Students 585 -

29 (19 normal control

(Meliska et al., subjects and 10
2011) MEQ Depressed patients and controls  depressed) 46 to 72 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
Case report: A patient with
bipolar II disorder and extreme
morning type followed a stable
work schedule for a significant
(Meyrer et al., period of time, maintaining a
2009) MEQ stable mood. - -
(Mishima et al., 421 (116 men and 305
2005) MEQ Healthy Japanese adults women) 35.5 years (20 to 58)
(Mitchell et al.,
1997) MEQ Healthy subjects 32 (16 women, 16 men) 24.7 +4.6 years
Most subjects were students
without
a summer job ; the others were
between jobs , worked in the
after-
noon , or worked at home with (Mtypes: 24.7+ 1.5
(Mongrain et their own years; E types: 23.4 +
al., 2004) MEQ schedule. 24 0.7 years).
(Mongrain et
al., 2005) MEQ Healthy volunteers 24 -
(Mongrain et 1591 (1102 women and
al., 2006¢) MEQ Young adults 489 men) 17 to 35 years
(MEQ scores 59-71; age
24.7 £ 1.5 years; six
women) and 12 evening
types (MEQ scores 27—
(Mongrain et Morning-type and evening-type 40; age 23.4 + 0.7 years;
al., 2006a) MEQ participants 24 six women).
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Mongrain et
al., 2006b) MEQ Young adults 24 19 to 34 years
(Mongrain et Morning-type and evening-type
al., 2007) MEQ participants 24 19 to 34 years
64 - older (16 men and
18 women) and young
(Monk et al., Older adults (ninth decade) and 30 (21 men and 9 Older 83.1 years and
1991) MEQ young controls (third decade). women) young 25.5 years
(Monk et al., 40.4 £ 10.0 years (10 to
2001) CSM Short sleepers and controls 24 (12 controls) 50)
(Monk et al., 100 (47 men and 53
2003) CSM Healthy subjects women) 33.6 years (20 to 59)
Study A: 150 (72 men  Study A35.0+ 11.2
and 78 women) Study years (20 to 60); Study B
B: 106 older adults (47  older adults 83.1 + 4.2
Study A: middle-aged and men and 59 women) and years (65 to 93) and
(Monk et al., young. Study B: older and 100 younger adults (40  younger adults 26.9 +
2007) MEQ younger. men and 60 women) 4.5 years (19 to 38)
(Monk et al., 28 (24 women and 72.3 £ 6.4 years (60 to
2008) CSM Spousally bereaved seniors 4men) 84)
248 students (110 men
and 138 women) 138  Students 20.9 +2.8
(Motohashi, hospital nurses (all years and nurses 28.3 +
1988) MEQ Students and nurses women) 8.6 years
(Murray et al.,
2003) MEQ Adults 244 -
(Murray et al.,
2006) MEQ Outpatients - 18 to 65 years
(Nakade et al., 744 (359 men and 385
2009b) DTS Children women) 2 to 6 years
(Nakade et al.,
2009a) DTS Students 800 (women) 18 to 29 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Natale et al., 1584 (415 men and 1169 21:52 +3:12 years (18 to
1999) MEQ Undergraduate students women). 34)
(Natale et al.,
2002) MEQ Undergraduate students 3709 17 to 34 years
(Natale et al.,
2003) CSM Air traffic controllers 18 (men) 34.00 years (22 to 49).
(Natale et al.,
2005a) MEQ Undergraduate students 1715 -
(Natale et al., Survey 1: 265; survey 2:
2005b) MESC and CSM  Adolescents and controls 358 -
(Natale et al., 5720 (3,877 women and
2009) MEQ Undergraduate students 1,843 men) 22.23 +2.98 years
(Natvik et al., Nurses - (rotating and shift
2010) DTS work) 2048 -
(Negriff et al.,
2009) MESC Adolescents 264 (women) -
(Negriff et al.,
2010) MESC Adolescents 262 (women) -
26.5 £ 11.6 years (10 to
(Nielsen, 2010) MEQ Respondents 3978 69)
Adults males recruited by
(O'Connor et notices placed on campus
al., 1992) MEQ bulletin boards 12 23,2 £3,9 years
(Oginska et al.,
2010) CQ Healthy, male, volunteers 21 (men) 27.9 £4.9 years
Patients who attended a
(Ong et al., cognitive-behavior therapy for
2007) CSM insomnia (CBT-I). 312 -
Patients who attended a 528 (57.8%
(Ong et al., cognitive-behavior therapy for  of the sample were
2008) CSM insomnia (CBT-I). women). 47.9 £ 14.3 years
(Pabst et al.,
2009) MESC Adolescents 264 (women) 14.9 £2.2 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Paine et al.,
2006) MEQ Populational base study 2526 30 to 34 years
Korean workers 36.3 +
7.9 years; Japanese
(Park et al., 2291 (1727 men and workers 42.2 +12.6
1998) MEQ Workers 564 women) years
(Pedrazzoli et
al., 2000) MEQ Middle-aged adults 528 (295 men) 50.3 £7.8 years
(Pereira et al.,
2005) MEQ Volunteers 1089 25.85 7.1 years
(Petru et al.,
2005) MEQ Workers 44 (men) 39 years (21 to 58)
(Punduk et al., The majority of them were 618 (291 women and 23.0 £5.4 years (18 to
2005) MEQ students. 327 men) 57)
(Querrioux-
Coulombier et
al., 1991) MEQ Volunteers 12 (6 women and 6 men) 18 to 25 years
Patients: 50.67 +7.58
years: Relatives: 55.08 +
13.69 years; and
(Rajajarvi et Bipolar disorder (BD) patients 32 patients, 40 relatives  controls: 57.13 + 14.57
al., 2010) MEQ their relatives and controls and 50 controls years
(Randler et al., 784 (353 girls, 395 15.18 + 2.14 years (11
2009) CSM Students boys) to 20)
Adolescents 14.02 +
0.77, years (13 to 16)
(Randler et al., and adults 23.94 + 3.77
2010) CSM Adolescents and young adults 57 nuclear families years (20 to 39)
(Rea et al., Nurses - (rotating and shift
2008) MEQ work) 43 -
(Reid et al.,
2001) MEQ Members of a single family 32 -
(Roberts et al., United States Air Force, sixth 20.20 £2.30 years 17 to
1999) MEQ AND CSM week of basic training. 420 (73 women) 34)
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Roemer et al., 51 (34 men and 17
2003) MEQ Undergraduate women) 16 - 32 years
Visitors to the Museum of
(Roepke et al., Science in
2010) MCTQ and MEQ Boston 145 -
(Rosenthal et 56 (32 men and 24
al.,2001) MEQ Volunteers women) 27 +7 years
(Rufiange et
al., 2002) MEQ Undergraduate students 569 -
(Russo et al., Children and adolescents 1073 (50.8% men and 10.6 £ 0.50 years (8 to
2007) MESC (students) 49.2% women) 14)
(Rybak et al., Adults with clinical diagnosis of 29 (15 men and 14
2006) MEQ ADHD women) 18 to 60 years
Adults with attention-
(Rybak et al., deficit/hyperactivity disorder
2007) MEQ (ADHD) 29 -
(Satoh et al., Japanese families with advanced
2003) MEQ sleep phase syndrome 14 -
(Schneider et 469 (251 girls and 218 13.5 £2.2, years (10 to
al., 2009) CSM Adolescents boys) 20)
(Schubert et al., 335 (197 women and 23.15+£2.72 years (17 to
2008) CSM Undergraduate students 138 men). 42)
(Selvi et al., 25.4 £4.9 years (18 to
2007) MEQ Undergraduate students 60 30)
(Selvi et al., Patients episode of major
2010) MEQ depressive disorder 80 18 to 65 years
(Serretti et al., Major depressive disorder 100 (79 women and 21~ 34 + 11.74 years
2010) MEQ patients men) (18 to 60)
(Shinkoda et
al., 2000) MEQ Undergraduate students - -
(Shohet et al., 691 ( 59.2% women and
2001) MEQ Undergraduate students 34.8% men) 21 years
(Silva et al., 27 (16 men and 11
2010) MEQ Paralympic athletes women) -
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
(Smith et al., CSM MEQ and
1989) DTS Undergraduate students 501 -
single-item
assessment ME
(Which one of
these types do
uou believe
(Smith et al., yourself to be
2005) currently?) Shift workers 613 32,8 + 9,4 years

(Steele et al.,
1997)

(Steele et al.,
1999)

(Steele et al.,
2000)

Single question
using a four-
point scale that
ranged
from*‘definite
morningtype’’to*

‘definite evening

29

type.
Single question
using a four-
point scale that
ranged

from* ‘definite
morningtype’’to*

‘definite evening

29

type.
Single question
using a four-
point scale that
ranged
from*‘definite
morningtype’’to*
‘definite evening

type.”’

Emergency medicine residents

Emergency medicine residents

Emergency medicine residents

2614 (75 % men)

1035 (75 % men)

1035 (75 % men)

Median 29 years (23 to
55)

Median 30 years

Median 30 years
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range
Young adults born prematurely

(Strang- at very low birth weight

Karlsson et al., (VLBW) and controls born at 184 VLBW and 93

2010) MEQ term controls 18 to 32 years

(Sugawara et

al., 2001) MEQ Students 37 (men) 33 years (23 to 55)
Girls 10.49 years, +
1.51 years (8 to 12), and

(Susman et al., Children and adolescents 111 (55 girls and 56 boys 11.44 years, + 1.63

2007) MESC (students) boys) years (9 to 13)

(Taillard et al.,

1999) MEQ Drivers 2007 17 to 81 years

(Taillard et al.,

2001) MEQ Non shift workers 1165 51.3 £3.3 years

(Taillard et al.,

2003) MEQ Students or workers. 18 (men) 21.4 £1.9 years

(Taillard et al.,

2004) MEQ Workers 566 51.2 £3.2 years (44-58)

(Taillard et al.,

2006) MEQ Young adults 18 (men) 21.4 £1.9 years

(Takeuchi et 1339 (690 boys and 649

al., 2002) DTS Students girls) 12 to 15 years

(Tamm et al.,

2009) MEQ Healthy volunteers 23 (7 women, 16 men) 19 to 54 years

(Tonetti et al., 419 (249 women and 24.0 £3.1 years (18 to

2009) MEQ Young adults 170 men) 30)

(Tonetti et al., 1041 (633 women and 22.83 £2.92 years (18

2010) MEQr Undergraduate students 408 men) to 30)

(van der

Klaauw et al., Adult patients in remission of

2007) MCTQ NEMA 76 (41 men) 63 years (37 to 87)

(Van der

Klaauw et al., Adult patients with acromegaly 62 (32 men) Patients and

2008b) MCTQ and controls 98 controls (40 men) 61 years (33 to 88)
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Author and

Scale used in the

year study Sample Sample size Age mean and range

(Van der

Klaauw et al., Patients previously treated for 27 (14 men, 8 patients

2008a) MCTQ craniopharyngioma and controls diagnosed at childhood) 53 years (27 to 80)
65.1 +10.7 years in men

(Velissaris et 26 (20 men and 6 and 62.8 + 3.4 years in

al., 2009) MEQ Cirrhotic patients women) women.

(Vernet et al., Patients with idiopathic

2009) MEQ hypersomnia and controls. 105 (75 and 30 controls) 34 + 12 years

(Waage et al.,

2009) CSM Shift workers 103 39.8 years

(Waterhouse et

al., 2000) CSM Healthy female subjects 15 -

(Waterhouse et Athletes, trainers or

al., 2002) CSM administrators, and academics. 85 (54 men) 32.1 £ 13.0 years

(Werner et al., 152 (75 women and 77  6.70 £ 1.5 years (4 to

2009) CCTQ Children men) 11)

(Wesensten et

al., 1992) CSM Undergraduate students 11 20.1 years (18 to 26)

(Willis et al., 21.9 £4.21 years (18 to

2005) CSM Undergraduate students 60 (32 men, 28 women) 35)

(Wood et al., Adults with bipolar disorder 318 (190 cases and 128

2009) CSM (BP) and controls. controls). -

Patients with delayed sleep

(Wyatt et al., phase syndrome (DSPS) and

2006) MEQ controls 16 18 to 30 years

(Yang et al.,

2005) MESC Students - 13.7 + 2.4 years
Experiment 1: 67.89, +
4.19 years (60 to 76);

(Yang et al., Experiment 1: 53 Experiment 2: 66.24, +

2007) MEQ Older Experiment 2: 46 =4.51 years (60 to 78)
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13 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos anteriores que investigaram a relacdo entre a tipologia circadiana e o
distirbio do humor foram focados em populagdes de doentes, utilizando o Questiondrio de
Matutinidade e Vespertinidade (MEQ) para avaliar a preferéncia de matutinidade e

vespertinidade.

Nesse estudo a tipologia cronotipica foi aferida pela fase de sono em uma populagdo
essencialmente rural. A grande vantagem dessa abordagem é que podemos controlar os fatores

de confusdo, como idade, sexo, exposicao a luz e sua heterogeneidade socioecondmica.

A utilizacio do questiondrio de Cronotipo de Munique permitiu avaliar a
dessincronizac¢do entre os ritmos internos e externos nos individuos estudados. O meio periodo
de sono, utilizado como indicador cronobiolégico foi capaz de distinguir os grupos de
individuos que apresentaram maiores niveis de sintomas depressivos. Observou-se que um

atraso de fase no periodo de sono foi capaz de predizer um maior nivel nos escores da BECK.

Conforme demonstrado, foi observada uma dependéncia entre as varidveis de idade e

género tanto para a fase de sono, quanto para a distribui¢do dos escores da depressao.

Embora o desenho do presente estudo ndo permita o estabelecimento de causa e efeito,
deixa clara a evidéncia de que o atraso de fase circadiana do sono esteve relacionado a uma
maior diferenca entre as fases de sono nos dias livres comparando-os aos dias de trabalho. Isto

gera a hipdtese de que a relagdo entre os sintomas depressivos e a tipologia circadiana pode
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estar sendo mediada através do jet lag social (diferenga entre os dias livres e de obrigacdes
sociais). Esses resultados sugerem que a relagdo do cronotipo com o risco de sintomas
depressivos pode ser explicada no dominio do reldgio circadiano interno, tendo como
perspectiva a regulagdo, através da diferenca entre os periodos de sono nos dias de trabalho e
nos dias livres. O que nos permite postular que o grupo com maiores niveis de sintomas
depressivos ndo se diferencia apenas nos parametros cronobioldgicos (como vem sendo
estabelecido em outros estudos), mas também pelo fato de apresentar uma maior diferenca

entre a ritmicidade interna e externa nos individuos pesquisados.

Neste novo modelo, os individuos, perante rupturas ambientais ou condi¢des de vida
persistentes que perturbam as suas rotinas sociais, alteram a exposicdo aos zeitgebers,
provocando um desalinhamento entre os fatores enddgenos e os fatores exdgenos da
ritmicidade bioldgica. Deste modo, a exposi¢do destes individuos a situagdes de periodicidade
ambiental diferentes da ritmicidade interna do organismo leva a ocorréncia de alteragdes nos
ritmos bioldgicos. Tais alteracOes surgem como tentativa de adaptacido aos novos estimulos e

corresponderiam também a um desalinhamento dos ritmos circadianos internos.

As alteragdes em individuos com predisposi¢des bioldgicas e psicolégicas podem
induzir a mudangas bioquimicas e fisiologicas e, por consequéncia, pode desencadear uma
doenca afetiva. A depressdo, por sua vez, mantém o desalinhamento porque, ela prépria, é
responsdvel pela alteracdo de zeitgebers, como a diminui¢do dos contatos sociais e redu¢do do

tempo de exposicao a luz. Perpetuando, dessa forma, a situagdo de desalinhamento instalada.
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Esse modelo torna-se importante na prética dos cuidados relacionados ao processo de
saude e doenca, principalmente na aten¢do primdria, aliada as recomendacgdes terapéuticas
atuais. Os resultados apresentados, além de permitirem avancar nos conhecimentos desta area,
também sugerem a importincia de um ajustamento do modelo cronobiolégico do ritmo

circadiano.
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA

Objetivos

Avaliar o perfil cronobiolégico de uma amostra populacional de descendéncia

caucasiana européia residente no Vale do Taquari.

Objetivos Especificos

Avaliar numa amostra populacional do Vale do Taquari:

a) ainfluéncia cultural e ambiental da latitude na distribuicao dos cronotipos;

b) a influéncia dos cronotipos na saude e bem-estar humano;

¢) arelacdo do fenétipo circadiano com tragos de personalidade e reagdes em situacdes de

estresse.

Contribuir com amostras para um estudo de associacdo da variabilidade genética
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interindividual com o fenotipo circadiano e o comportamento de sono.

Outras varidveis serdo levadas em consideracdo em relacdo a distribuicdo do fenétipo

circadiano:

a) exposicdo a luz;

b) estilo de vida;

c) condicdes gerais de saude;

d) qualidade de vida e

e) qualidade de sono.

Delineamento

Delineamento geral — estudo transversal.

Amostragem

O Rio Grande do Sul € um dos estados mais europeizados do Brasil, tem sua populacdo

derivada, sobretudo da imigracdo e colonizacdo européia do século XIX. Os principais
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imigrantes foram os italianos, seguidos dos alemies e acorianos, somados aos amerindios,
portugueses continentais e escravos africanos. Podemos citar entre os grupos de imigrantes
minoritdrios: espanhéis, poloneses, russos, drabes, japoneses, argentinos, uruguaios, entre
outros. 84,7% da populagcdo é composta de populacdo de cor branca, 5,2% de negros, 10,4%

de pardos e 0,4 de amarelos e indigenas (IBGE, 2007).

Imigracdo alema: A populacdo do Rio Grande do Sul ndo passava de 100 mil pessoas
no ano da Independéncia do Brasil, composta por estancieiros e seus escravos, sendo a grande
maioria concentrada na regido dos pampas ou na regido de Porto Alegre. O Imperador Dom
Pedro I resolveu atrair imigrantes para a regido. O major Antonio Schaffer foi mandado para a
Alemanha e ficou responsédvel por encontrar pessoas que estivessem dispostas a emigrar para o
Brasil. Nos arredores de Hamburgo, o major agrupou 9 familias, ao todo 39 pessoas que, apds
varios dias de viagem, chegaram ao Rio de Janeiro e mais tarde foram encaminhadas para o
Rio Grande do Sul (http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:Kolonien_Suedbrasilien.png). Os
primeiros alemdes chegaram ao que seria atualmente a cidade de Sdo Leopoldo, a 25 de julho
de 1824. Nos primeiros seis anos, entraram no Rio Grande do Sul 5.350 alemaes. Apesar de
abandonados pelo governo brasileiro, os colonos se expandiram por toda a regido do Vale do
Rio dos Sinos, mantendo-se distantes dos estancieiros gatchos que estavam a procura de mao-

de-obra barata para criar o gado.

Os primeiros colonos vieram de Holstein, Hamburgo, Mecklemburgo e Hannover.
Depois, passaram a predominar os oriundos de Hunsriick e do Palatinado. Além desses,

vieram da Pomerania, Vestfélia e de Wiirttemberg.
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Nos primeiros 50 anos de colonizagdo, foram introduzidos mais de 30 mil alemaes no
Rio Grande do Sul. Eles se agruparam em diversas colonias rurais, dependendo da regido de
origem. Porém, com o passar do tempo, houve a mistura de alemaes das mais diversas partes
da Alemanha. As colonias nasceram principalmente na beira de rios, e ali nascia um novo Rio
Grande do Sul, totalmente diferente do mundo gatcho. Os colonos alemaes criaram em terras
brasileiras o ambiente que deixaram na Alemanha, mantendo a lingua alema e as tradi¢cdes
germanicas. Mas, com o decorrer da colonizag¢do, inevitavelmente os colonos alemaes
passaram a ter contato com a populacdo gaticha, ocorrendo o fendmeno do abrasileiramento

desses imigrantes.

Na regido do Vale dos Sinos, os alemdes deram os primeiros passos da industria
brasileira. Ali foram criadas fébricas de sapatos, téxtil e de algoddo, principalmente para o
mercado regional. Apos a Revolucdo Farroupilha fundaram as colOnias nos vales dos rios
Taquari, Pardo e Pardinho, fundando Santa Cruz do Sul e a Coldnia Santa Angelo. As margens
da Lagoa dos Patos fundaram Sao Lourenco do Sul e no inicio do século XX chegaram ao
noroeste do estado, criando Ijui, Santa Rosa, entre outras, para logo depois atravessarem o Rio
Uruguai e migrarem para o oeste de Santa Catarina e Parand, além de col6nias no norte da

Argentina e no Paraguai.

O Vale do Taquari, uma das regides do Rio Grande do Sul colonizada por imigrantes
alemaes é composta de 36 municipios, nos quais se destaca o setor agropecudrio. Esta situado
na regido central do Estado, e sua populacdo tem em torno de 320 mil habitantes, o que
equivale a 2,97% da populagdo gadcha, sendo a grande maioria, descendentes de alemaes, em

menor proporcao, de italianos e uma pequena parte de acorianos. O aparecimento da industria
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e o desenvolvimento de comércio e setor de servicos provocaram mudangas significativas nos
ultimos 30 anos. A expectativa de vida aumentou, sendo, no momento, de 73,6 anos. Segundo
dados do IBGE referentes ao ano de 2000, o indice de alfabetizacdo na regido é de 93,27%. O

PIB per capita de 2004 foi de R$17.002,00.

Os municipios selecionados para este projeto sdo: Progresso, Doutor Ricardo,
Westfélia, Arroio do Meio, Teutdonia e Travesseiro. A populagdo desses municipios €
predominantemente de origem alema e italiana, que habita as zonas rurais e pequenos
povoados. O municipio de Progresso possui uma populagdo de 6.667 habitantes, ocupa uma
drea de 270 Km®. Em 1892 chegaram os primeiros imigrantes italianos para colonizar a regido.
O municipio de Travesseiro possui uma populacdo de 2.372 habitantes, ocupa uma drea de
95,376 km?, a coloniza¢do predominante € alema. O municipio de Dr Ricardo possui uma
populacio de 2.151 habitantes, ocupa uma drea de 110,28 km?, sua populacdo ¢é
predominantemente de origem alema. O municipio de Westfédlia tem sua populacdo estimada
em de 2.900 habitantes, ocupa uma drea de 62,5 km?, a colonizagdo predominante € alema.
Westfélia se destaca no cendrio regional pela extensa programac¢do em seu calendério de
eventos, em sua grande maioria relacionada com a cultura alema. O municipio de Teutdnia
tem sua populacdo estimada em 19.969 habitantes, ocupa uma drea de 216 km?2. Os primeiros
habitantes chegaram em maior nimero a partir de 1865, sendo imigrantes alemaes oriundos da
antiga colonia de Sdo Leopoldo. Em 1868, mais imigrantes vieram da Alemanha,
principalmente das regides de Westfédlia, Pomerania, Sax0nia, Boémia e Silésia. Os alemaes
adquiriam as terras e se dedicavam a agricultura. Posteriormente, pequenas inddstrias foram
criadas pelos imigrantes, principalmente calcadistas. O municipio de Arroio do Meio tem sua

populacdo estimada em de 18.086 habitantes, ocupa uma drea de 153,78 km2. O municipio
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localiza-se as margens do Rio Taquari. Primitivamente, as terras do atual municipio foram
habitadas apenas por indios. O povoamento da sede iniciou no ano de 1853, principalmente
por alemdes e portugueses. A principal atividade econOmica desses municipios € a
agropecudria: bovinocultura, suinocultura, avicultura, produ¢do de ovos e leite. Na industria o
setor da alimentacdo € o mais importante. A qualidade de vida € considerada uma das

melhores do Brasil.

Calculo da Amostra

Este € um estudo de prevaléncia de base populacional com caracteristica descritiva,
que abrangerd pelo menos 20% da populacdo dos municipios selecionados. Os individuos
serdo selecionados por sorteio de localidades ou ruas, totalizando 20% da populacdo total
elegivel de cada municipio. Considerando que cerca de 70% da populag¢do do Vale do Taquari
encontra-se na faixa etdria de 12 a 65 anos, e sendo a populagdo total dos municipios
selecionados de 52.145, a populagdo final a ser incluida foi estimada em aproximadamente

7.500 individuos.

Critérios de Inclusdo

Neste estudo serdo selecionados sujeitos entre 12 e 65 anos, residentes nos municipios
do Vale do Taquari (Progresso, Doutor Ricardo, Westfdlia, Arroio do Meio, Teutdnia e

Travesseiro). Serdo selecionados por sorteio de localidades ou ruas 20% da populacdo total
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elegivel de cada um. Considerando que cerca de 70% da populacdo do Vale do Taquari
encontra-se nessa faixa etdria, e que a populacdo total dos municipios selecionados é de
52.145, a populacdo final a ser incluida estd estimada em aproximadamente 7.500 sujeitos. A
selecdo dos mesmos foi realizada considerando a descendéncia européia e o perfil de
urbanizacdo, optando-se pelos municipios com caracteristicas predominantemente rurais.

O estudo estd dividido em duas etapas de sele¢do. Na primeira etapa serdo selecionados
7.500 sujeitos dos quais serdo excluidos os que trabalham em ritmo de plantdes e usam
psicofdrmacos para dormir. Na segunda etapa, serdo selecionados 0s sujeitos com cronotipo
extremo (matutinos e vespertinos). Desses serdo coletadas as informacdes sobre exposi¢do a
luz, etnia, estilo e qualidade de vida, condi¢des gerais de satude, qualidade de sono, estratégias
de reacOes ao estresse e tracos de personalidade. Além disso, serd coletada amostra de sangue
para posterior andlise de gendtipo. A informagdo sobre etnia serd usada para a classificagdo
dos grupos a serem investigados no estudo genético, uma vez que diferengas na composi¢ao
étnica das populacdes podem levar a resultados falso-positivos (Allebrandt & Roenneberg,

2008).

Critérios de Exclusdo

Serdo excluidos sujeitos menores de 12 e maiores do que 65 anos. Também, aqueles
impossibilitados de responder as questdes por limitagdo cognitiva como por ex.: deméncia,
trabalhadores em regime de plantdo e em uso de psicofdrmacos. Adicionalmente foram

excluidos aqueles individuos que se autodeclararam nao descendentes de caucasianos.
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Definicao dos Fatores em Estudo

O gendtipo e etnia serdo considerados como fatores.

Definicao dos desfechos

Na primeira etapa fazem parte dos desfechos primérios o cronotipo, o impacto da
cefaléia e o nivel de sintomas depressivos. Na segunda etapa, fazem parte dos desfechos a
qualidade de sono, estilo e qualidade de vida, condi¢des gerais de satide, estratégias de reacao

ao estresse e tracos de personalidade.

Instrumentos de afericdo

a) A tipologia cronotipica serd estabelecida usando o Questiondrio de Cronotipo de
Munique (Munich ChronoType Questionnaire MCTQ); anexo 1) (Roenneberg et al.,
2003b) - Esse instrumento estabelece a tipologia circadiana por meio de uma escala
que avalia aspectos relacionados ao ritmo de dormir e acordar nos dias de trabalho e
nos de “folga” ou finais de semana. Esse instrumento apresentou alto coeficiente de
correlacdo como o Questiondrio de Matutinidade e Vespertinidade de Horne-Osberg

(MEQ) no processo de validacdo (Zavada et al., 2005). As principais vantagens de
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b)

d)

usar 0 MCTQ residem no fato de apresentar boa correlagdo com o tempo de sono nos
dias livres, que refletem o débito de sono acumulado nos dias de trabalho. Esse dado
permite uma avaliacdo mais realistica dos cronotipos individuais com suficiente
acurécia para estudos genéticos populacionais (Roenneberg et al., 2007a). Uma grande
base de dados, de 65.000 sujeitos, permitiu estabelecer de modo acurado que o
cronotipo avaliado pelo escore da MEQ ¢é dependente da idade e sexo com um indice

de correlagdo de r = -0,59.

A qualidade de sono do serd aferida por meio do Questiondrio de Qualidade de Sono

de Pittsburgh (Buysse et al., 1989) adaptada para o Portugués do Brasil.

A qualidade de vida e o estado de saude serdo avaliados por meio do WHOQOL

(Chachamovich et al., 2008) adaptado para o portugués do Brasil.

As estratégias de reacdo as situacOes de estresse (adaptacdo comportamental ou
cognitiva) serdo avaliadas por meio do Inventario de Estratégias de controle de estresse

(coping) adaptado para o portugués do Brasil por Savdia et. al., (Savoia, 1999).

O nivel de sintomas depressivos serd avaliado por meio do Inventdrio para Depressdo
de Beck (Gorenstein et al., 1996) € uma escala que avalia, principalmente, aspectos
cognitivos relacionados a depressdo (anexo 2). Apresenta 21 itens, cada um variando
de O (neutro) a 3 (grau maximo de severidade). O escore varia de 0 a 63. Auséncia de
transtorno de humor = 1 — 10; transtorno de humor moderado = 11 — 16; transtorno
depressivo clinico borderline = 17 — 20; depressdo moderada = 21 — 30; depressao

grave = 31 — 40; depressdo severa = > 40.
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f) A variabilidade genética dos individuos em relacdo a genes candidatos, relacionados ao
relogio bioldgico, serd realizado no Instituto de Cronobiologia da Universidade de
Munique, na Alemanha. O primeiro estudo realizado pelo grupo de Munique
considerou 160 polimorfismos (SNPs; single nucleotide polymorphisms) em 19 genes.
As amostras adquiridas nesse projeto serdo enviadas para a Alemanha para fazer a
repeticdo do mesmo estudo, com a inten¢do de obter a validagdo dos resultados. O
DNA serd extraido do sangue usando o método de isolamento rdpido de Lahiri e
colaboradores (Labhiri et al., 1993). As atividades de laboratdrio, o design do estudo e o
financiamento dos custos com a genotipagem serdo responsabilidades do Grupo

Alemio.

Procedimentos

a) Treinamento da equipe, constituida por trés professores da UFRGS e duas professoras
da UNIVATES. Incorporam-se a mesma, vinte alunos de inicia¢do cientifica da

UNIVATES.

b) Reunido com os Prefeitos e Secretdrios de Satde dos municipios envolvidos.

¢) Coleta de dados na primeira fase — serdo entrevistados aproximadamente 7500 sujeitos
dos municipios eleitos. A alocacdo dos mesmos serd por randomizagdo das ruas ou

linhas.

d) Os avaliadores se deslocardo até os locais de avaliacdo por meio de veiculo da
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e)

g)

h)

UNIVATES e deverao estar devidamente identificados. A coleta acontecera nos trés

turnos — manha, tarde e noite.

Os individuos que participardo da pesquisa serdo localizados por sorteio de linhas, ruas
e municipios. A avaliacdo acontecerd, na residéncia dos sujeitos de pesquisa, em local
que permita a privacidade ao sujeito de pesquisa, apds a apresentagcdo do estudo caso o
sujeito fornega o consentimento livre e esclarecido, quando, na primeira fase, proceder-
se-4 a aplicacdo de um questiondrio para afericdo de varidveis socio-demogréficas, o
Questiondrio HIT-6 para aferir a presenca de cefaléia e seu impacto na vida didria.
Além disso, avaliar-se-4 o nivel de sintomas depressivos por meio do Inventirio de

Depressao de Beck.

Os dados coletados na primeira fase apds serem analisados identificardo os sujeitos
extremos caracterizados como matutinos e vespertinos. Os individuos classificados

como indiferentes serdo utilizados como grupo controle

A pesquisa de campo prosseguird utilizando o segundo consentimento livre e
esclarecido, com 15% e 20% da amostra inicial dos individuos selecionados como
cronotipos extremos. Adiciona-se a esses, uma subamostra dos individuos
intermedidrios, em igual ndmero aos extremos, selecionada por proximidade

geografica aos mesmos

Os sujeitos que participardo da segunda etapa do estudo responderdo aos seguintes
instrumentos: questiondrio de qualidade de vida (WHOQOL), Questiondrio de

Pittsburg para avaliar a qualidade de sono; teste de auto-eficicia e de habitos de vida,
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dados étnicos e de relacOes familiares para a construcdo de uma drvore genealdgica.

i) Serdo coletados de 5-10 ml de sangue em EDTA. O sangue deverd ser mantido
refrigerado e depois da separacdo dos leucécitos, congelado a -20 a -80° C. A amostra
do DNA e o controle de qualidade serdo necessdrios para evitar o uso de DNA
degradado ou contaminado, para isso utilizar-se-a o protocolo DNA in multiplex PCR
protocols. A concentracdo do DNA versus proteina e RNA serd determinada usando
um fotOmetro espectral altamente sensivel, e a integridade do DNA sera verificada em

agarose gel.

Controle de Qualidade

As instrugdes para aplicar as escalas, bem como os sindbnimos das palavras, constam
num manual de instru¢cdes. Se necessdrio, o avaliador auxiliard o sujeito na leitura das
questdes durante a aplicacdo dos questiondrios. Também, todos os sujeitos responderdo a um

questiondrio estruturado para avaliar caracteristicas demograficas, renda, e genealogia.

Aproximadamente 10% das entrevistas serdo conferidas por um dos responsaveis pelo
projeto por via telefonica quando possivel ou contato pessoal. Serdo selecionadas algumas

varidveis demograficas para averiguar a confiabilidade da coleta de dados.

Os questiondrios serdo avaliados semanalmente pelos coordenadores e por trés

auxiliares de pesquisa.
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Processamento dos Dados e Andlise Estatistica

Os dados serdo analisados por meio do programa SPSS. Utilizar-se-4 a andlise multipla
de covariancia (MANCOVA), para comparar a interagdo entre os perfis fenotipicos com
qualidade de sono, estado de saide e qualidade vida e dominio das situacdes de estresse e
adaptac@o. As andlises de associacdo fendtipo-gendtipo serdo feitas considerando a estrutura
familial dos individuos. Somente serdo considerados SNPs em equilibrio de Hardy-Weimberg
e com uma freqiiéncia alélica acima de 1%. Essas andlises serdo realizadas pelo grupo de

Munique.

Aspectos Eticos

O protocolo segue as condi¢des estabelecidas na Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Satude (CNS). Apds os sujeitos serem informadas da finalidade do estudo,
deverdo consentir por escrito a sua participacdo. Em se tratando de menores de 18 anos o
responsavel legal deverd assinar conjuntamente o termo de consentimento de permissdo de
participacdo. O projeto serd submetido 2 aprovacio aos Comités de Eticas da Universidade de

Munique, UNIVATES e HCPA/UFRGS.
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Descricdo das Metas de Formacao e Capacitacdo Almejadas

Com esta proposta temos como objetivo estimular, mediante projeto de pesquisa
conjunto, o intercambio de docentes e pesquisadores entre o Brasil e a Alemanha. A execugao
deste projeto tem como meta principal a formacdo de profissionais qualificados para pesquisa
clinica e experimental com é€nfase nos estudos em cronobiologia. Contribuiremos com a
formagdo de recursos humanos na pés-graduacio, considerando a absor¢do de jovens doutores
para atuarem nesse projeto, além de alunos de mestrado e doutorado. Devemos considerar
também a participacdo de alunos de iniciacdo cientifica essenciais para a continuidade na
formagdo de recursos humanos. Além disso, pretende-se a publicagdo de trabalhos em
periddicos internacionais Qualis A. Adicionalmente, este intercAmbio contribuird com a
geracdo de conhecimentos em nivel de pds-graduacdo senso stricto, colaborando com o

desenvolvimento de um grupo em formacao.

Adicionalmente, com este projeto espera-se solidificar uma linha de pesquisa
interdisciplinar que integre o estudo dos ritmos bioldgicos, avaliado por meio dos perfis
fenotipicos e genotipicos, com condi¢Oes ambientais e culturais, estado de humor, qualidades
de sono e de vida. Como resultado maior, buscamos contribuir com o desenvolvimento da pds-
graduacdo e dos grupos de pesquisa envolvidos, colaborando tanto qualitativa quanto
quantitativamente com o desempenho cientifico e tecnolégico do Pais. A colaboragdo entre os
trés grupos com possivel intercambio, poderd auxiliar no fortalecimento da competitividade
internacional da pesquisa brasileira através da inovacdo e desenvolvimento regional inserido

em uma politica de desenvolvimento local.
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Identificacio das Linhas de Atuacdo na Area Pretendida

A justificativa deste estudo pauta-se na importancia das repercussdes na saude da
populacio de  aspectos cronobiolégicos em  especial a  caracteristica de
matutinidade/vespertinidade (cronotipo). Ressalta-se que € uma drea que vem se
desenvolvendo, mas ainda encontra-se incipiente. Considerando tais aspectos, ainda existe
espaco para essa investigacdo. Estamos escolhendo uma populacdo por apresentar
caracteristicas que facilitem o estudo da genotipagem pela sua homogeneidade, além do
estudo da associacdo com indicadores de satde. Essas informagdes poderdo ser de grande
valor para planejar intervencdes especificas que possam melhorar a qualidade de vida e

planejamento junto aos 6rgaos estatais de intervencdes preventivas e de promogdo a saude.

Sendo o grupo composto de professores com Dedicagdo Exclusiva a Universidade, mas
recém ingressos na mesma, o recurso financeiro serd fundamental para o desenvolvimento

deste projeto, que servird de alavanca para o crescimento e intercambio internacional.
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RESULTADOS

O presente trabalho foi realizado pelo nucleo de pesquisa de Cronobiologia do Hospital
de Clinicas em colaboragdo com a Universidade de Munique na Alemanha (Ludwig-

Maximilians-University of Munich - LMU).

Uma grande base de dados, de 6.500 sujeitos, foi gerada nesta fase e estd sendo
avaliada de acordo com os demais objetivos do projeto. A segunda fase de coleta de dados ja
estd concluida e encontra-se em processo de andlise do material biol6gico, os quais serdo

avaliados em estudos de associacdo com indicadores de satude pelos integrantes deste trabalho.

Devido a importancia dos sintomas subclinicos de depressdao em saude publica, neste
estudo foi selecionada uma populacdo geral onde foram avaliados os sintomas depressivos,
utilizando a versdo em portugués do Inventdrio de Depressio de Beck. Estudos prévios,
realizados em nosso grupo, evidenciaram que a tipologia vespertina esteve associada a uma
maior prevaléncia de sintomas depressivos. Para avaliar a hipétese de que a vespertinidade
pode ser proposta como um fator de risco para depressdo, foram investigadas as relacdes entre

cronotipo e a manifestacdo de sintomas depressivos.

A maioria dos estudos anteriores que investigou essas relacdes foi focada sobre as
populacdes urbanas e tem avaliado a preferéncia de matutinidade e vespertinidade, utilizando
o Questiondrio de Matutinidade e Vespertinidade (MEQ). Nesse estudo a tipologia cronotipica
foi aferida pela fase de sono em uma populacdo essencialmente rural. A grande vantagem
dessa abordagem € que podemos controlar os fatores de confusdo, como idade, sexo,

exposi¢do a luz e sua heterogeneidade socioecondmica.
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A escolha do MCTQ neste trabalho reside no fato deste apresentar boa correlagdo com
o tempo de sono nos dias livres, que refletem o débito de sono acumulado nos dias de
trabalho. Esse dado permite realizar uma avaliacdo mais precisa da interferéncia do débito de
sono acumulado durante os dias de trabalho e sua relagdo com o processo de dessincronizagao

interna como fator intrinseco nos processos de morbidade.

A seguir serdo descritos os resultados gerais da amostra, a tipologia circadiana da fase
de sono e os resultados das analises realizadas para estabelecer a relacdo entre sintomas

depressivos, cronotipo e jet lag social.
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Caracteristicas Gerais da Amostra

Cidades pesquisadas

Ao final do estudo foram incluidas doze cidades do Vale do Taquari que apresentavam
uma caracteristica de descendéncia predominantemente caucasiana, com descendéncia
européia. A figura 9 representa a distribui¢do percentual por cidade avaliada em relacdo ao

total da amostra.

Cidades Pesquisadas - RS

O Forquetinha
B Cruzeiro
1% 3% P O Santa Clara do Sul
0O Cdlinas
B Marques de Souza
O Estrela
B Westfalia
O Progresso
B Teutonia
2% 4% T B Doutor Ricardo
O Travesseiro
O Arroio do eio

Figura 9. Distribui¢do percentual da amostra total pesquisada de acordo com as cidades pesquisadas no

Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, Brasil.

Caracteristicas Gerais

As caracteristicas gerais da mostra sdo mostradas na tabela 1. A partir dos dados

216



obtidos, pode-se perceber que a maioria dos entrevistados foi do sexo feminino 66,9% com

uma idade média de 42 anos de idade.

O nivel de escolaridade foi avaliado através da média de anos de estudo formal. Em
média, os individuos pesquisados relataram menos que 7 anos de escola, correspondendo ao 1
grau incompleto. Do total da amostra apenas 25% dos individuos completaram o segundo grau

ou iniciaram o estudo de nivel superior.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra

Variavel Populacio Geral N =6.450
Idade 42,03 £ 1491
Género

Masculino 2.132 (33,1)

Feminino 4.318 (66,9)
Educacgdo Formal (anos) 6,79 £3,23
Fumante (sim) 774 (12)
MC 25,46 £4,74
Doengas (sim) 2.377 (36,9)
Medicamentos (sim) 2.582 (40)
Exposicdo a Pesticidas (sim) 2.900 (45)
Dias de trabalho semanal 5,86 + 1,88
Escores da escala de BECK 5,60 + 5,64

Quanto a distribuicdo das faixas etdrias, pode-se observar que 10% da amostra

apresentou idade de 12 a 18 anos e 40% apresentou idade igual ou maior que 50 anos de idade.
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A figura 10 mostra a distribui¢@o nas diferentes faixas etdrias avaliadas por género.

Faixa etaria por género

—e— Masculina
—m— Feminina

Freqiiéncia (%)
8

0 . . .
12a18anos 19a22anos 30a39anos 40 a49 anos =50 anos

Figura 10. Distribui¢@o percentual da amostra de acordo com a faixa etdria e género.

A distribui¢do dos individuos quanto ao local de trabalho mostrou que a grande

maioria apresenta uma atividade essencialmente agrdria, representando 40% da populagdo

geral. Apenas 9% desta populagcdo apresentam atividade laboral relacionada a industria e

comércio (figura 11).

Atividade Laboral

8% 2% @ Agricultor/avcultor

B IndUstria/comércio

0O Domeéstica

0O Senigos Gerais

B Aposentado/encostado
O Desempregado

B Estudante.

0O Qutros prdfissionais

1%
10%

13%

17% %

Figura 11. Distribui¢do percentual da amostra de acordo com a atividade laboral relatada.
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Cingiienta e nove por cento dos entrevistados informaram que possuem uma jornada de

trabalho de 7 dias semanais relacionadas com a atividade rural. (figura 12).

Dias de trabalho semanal
7% oA
5% @ O dias de trabalho
m1a4Das
0O 5dias
O 6 dias
m 7 dias

Figura 12. Distribui¢do percentual dos dias trabalhados semanalmente.

A prevaléncia de doengas segundo o autorelato dos individuos pesquisados foi de
36,9% (figura 13). A maior prevaléncia foi de hipertensdo (34,59%), seguida dos disturbios do

metabolismo (10,39%), transtorno depressivo recorrente (7,21%) e diabetes (3,56%).

Freqiiéncia de doencgas por auto relato B Hipertens&o
@ Disturbios do
10% % 4% 3% 3% Metabolismo
0O Transtorno
) Depressivo
0O Diabetes
38% W Ulcera
Doencas 355
sim 37% o Atrose
| Qutros

Figura 13. Freqiiéncia de doengas autorelatadas na amostra total.
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Tipologia Cronotipica da Amostra

A tipologia cronotipica foi estabelecida usando o Questiondrio de Cronotipo de
Munique (Munich ChronoType Questionnaire MCTQ) que utiliza como marcador para
estabelecer os diferentes cronotipos a meia fase do sono. O MCTQ € calculado utilizando os
dados do ritmo de dormir e acordar nos dias livres e de trabalho, corrigindo para o débito de

sono dos dias de trabalho, conforme descrito a baixo.

Selecdao da Amostra para Avaliacdo do Cronotipo com o MCTQ

Considerando que o Questionario de Cronotipo de Munique utiliza o meio periodo de
sono de cada individuo para mensurar os diferentes cronotipos da amostra, antes de determinar
a tipologia circadiana e classificar os individuos pesquisados é necessario utilizar um critério
de selecdo que permita eliminar as possiveis causas externas com potencial para interferir na
fase de sono dos individuos pesquisados. Utilizando os critérios estabelecidos pela equipe de
Munique, na amostra pesquisada foram excluidos os individuos que estavam realizando
trabalho em turnos rotativos ou noturno, em utilizagdo de fairmacos que interferiam no sono,
como benzodiazepinicos, ou com atividade sobre o SNC e beta bloqueadores (tabela 2). Os
sujeitos com tempo de sono < 3 h ou > 15 horas de sono também foram excluidos pela

possibilidade de se tratar de patologias relacionadas ao sono.
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Tabela 2. Grupos farmacolégicos e formacos excluidos da amostra, utilizando o critério de Classificacdo

Anatdmica Terapéutica (ATC)

Grupo farmacolégico

Classificacdo Anatomica Terapéutica (ATC)

Benzodiazepinicos

Barbituricos

Imipramina

Nortriptilina

Neurolepticos

Fenotiazinas

Fluoxetina

Sertralina

Paroxetina

B-Bloqueadores, propranolol

Anfetamina

NO5CD, NO5CF
NOIAF, NO1AG, NO3AA, NO5CA, NO5CB, NO5CX

NO6AAO02, NO6AAO3, NO6AAO6
NO6AA10
NOSAK
NO5SAB, NO5SAC, NO5SAA
NO6ABO3
NO6ABO6
NO6ABO5
C07, SOIED
NO6B

221



Tabela 3. Caracteristicas da amostra antes e ap6s a selecio

Populacao
Varigvel Populacio Geral Selecionads Test (Teste t; Man
N =6.450 Whitney ou X°)
N =4.051

Idade 42,03 + 14,91 44,06 + 13,39 -7,28%%*
Género -0,02

Masculino 2.132.(33,1) 1.340 (33,1)

Feminino 4.318 (66,9) 2.711 (66,9)
Educacio Formal (anos) 6,79 + 3,23 6,90 +3,44 -1,55
Fumante (sim) 774 (12) 533 (13,2) -1,77
MC 2546 + 4,74 25,79 £ 4,67 -3,55%%*
Doencas (sim) 2.377 (36,9) 1.430 (35,3) -1,63
Medicamentos (sim) 2.582 (40) 1.458 (36,0) -4, 11%%*
Exposi¢ao a Pesticidas (sim) 2.900 (45) 1.682 (41,5) -3,47%
Dias de trabalho semanal 5,86 + 1,88 5,86 +1,91 -0,28
Laténcia do sono dias de trabalho 16,90 + 29,25 16,86 +29.91 0,76
Duragio do Sono dias de trabalho 7,74 £1,31 7,76 1,27 -0,99
Ponto médio de sono dias de trabalho 2,51+ 1,42 2,32 +£0,92 -2,29%
Laténcia do sono dias livres 15,39+ 28,41 15,12 £ 28,82 0,47
Duragio do Sono dias livres 8,22 £ 1,55 8,22 +1,46 -0,26
Ponto médio de sono dias livres 3,06 = 1,50 3,02 £1,37 1,57
Tempo de exposicao a luz 8,58 £3,05 8,73+ 3,07 -2,52%
Escores da escala de BECK 5,60+ 5,64 5,27 £5,26 -2,44%*
Jet Lag Social 0,55+ 1,38 0,74 £0,99 -8,48%*
MSFscn 2,79 + 1,44 2,76 £ 1,17 1,39

As caracteristicas da amostra, antes e depois da selecao realizada, estdo sumarizadas na

tabela 3. Os parametros que apresentam uma relagdo com a faixa etdria, como a presenga de

doencas e uso de medicacdes para o sono apresentaram uma diferenca significativa apds o

processo de selecdo da amostra. Assim como era de se esperar, os parametros relacionados ao
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sono, utilizados pelo MCTQ para avaliar a tipologia circadiana também apresentaram

diferenca significativa (tabela 3).

Distribuicdo do MSFsc na Amostra

A distribuicao da freqii€ncia do MSFsc na amostra, mostrou uma curva de distribuicdo
préxima do normal (figura 14). Considerando o horéario local, o0 meio periodo de sono variou
das 23:00 horas até 10:15 horas (hora local). A média do meio periodo de sono foi de 2,76
horas, com um desvio padrdo de 1,17 horas. A figura 14 mostra a distribuicao dos valores do

meio periodo de sono encontrados nesta populagdo essencialmente rural.
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Figura 14. Distribui¢do da amostra de acordo com o ponto médio do sono nos dias livres da amostra

avaliada.
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Dependéncia da idade na Distribuicao do MSFsc

A distribui¢do do MSFsc apresentou uma dependéncia direta com a idade, sendo que
os individuos mais jovens da amostra apresentaram um maior MSFsc. Com o avanco da idade
pode ser observado o atraso na fase de sono, observada pela redu¢cdo do meio periodo de sono
na amostra estudada (figura 15). O gé€nero apresentou uma ligeira diferenca para os extremos
de idade, sendo que na adolescéncia o género masculino apresentou um maior MSFsc em
relac@o ao feminino. Esta relacdo € invertida na faixa etdria acima dos 50 anos, onde o género

masculino apresenta um menor MSFsc.

5 -
4] y = -2E-05x° + 0,0038x° - 0,2299x + 7,3658
o R? = 0,9858 Feminino .
~o__ ® Ferrinino
o, 0 i
3 e~ & e Masculino
g
o -0 —o-_

>

2 3 2
y = -2E-05x° + 0,0036x° - 0,2578x + 8,6317
R? = 0,9649 Masculino
1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
18 28 38 48 58 68

Figura 15. Distribuicdo das médias do MSFsc de acordo com a faixa etdria e género da amostra

avaliada.
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Prevaléncia e Distribuigdo dos Sintomas Depresivos

Os niveis de sintomas depressivos foram avaliados por meio do Inventdrio para
Depressao de Beck, validado para a lingua portuguesa (Gorenstein et al., 1996). Os resultados
foram categorizados, conforme a tabela 4, utilizando os critérios estabelecidos para uma
populagdo geral (Lasa et al., 2000). Aproximadamente 84% apresentaram escores < 9 da
amostra; enquanto que 15,65% foram classificados para a presenga de sintomas depressivos,

com um ponto de corte > 10 na BECK.

Tabela 4. Prevaléncia de sintomas depressivos na amostra estudada

Classificacao dos escores da BECK Homens % (N) Mulheres % (N) Total % (N)
Sintomas depressivos minimos ou ausentes (< 10) 90,75 (1.216) 81,19 (2.201) 84,35 (3.417)
Sintomas depressivos leves (10 a 16) 7,61 (102) 13,72 (372) 11,70 (474)
Sintomas depressivos moderados (17 a 29) 1,42 (19) 4,39 (119) 3,41 (138)
Sintomas depressivos severos (= 30) 0,22 (3) 0,70 (19) 0,54 (22)
Total 33,08 (1.340) 66,92 (2.711) 100 (4.051)
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Dependéncia da idade na Distribuicdo dos Escores da BECK

A distribui¢do dos escores médios da BECK apresentou uma dependéncia direta com
as varidveis de idade e género, mostrado na figura 16. O género feminino apresentou escores
maiores para todas as idades em relacdo ao masculino, avaliado através do teste de Mann-
Whitney U-Test, com valor de p <0,01. Os individuos mais jovens apresentaram menores
valores médios nos escores da BECK, marcados com uma diferenca significativa a partir da

faixa etdria de 50 anos para ambos os géneros (Mann-Whitney U-Test, p < 0,001).

y =-9E-05x3 +0,0123x2 - 0,4902x + 11,328
R2 = 0,6558 Ferrinino

77 ° °
. — — e,
6 1 ) - - ° o
. —
o~ _ —_ - ° Masculino
51 ° )
o ar- R Ow ® Feminino
o 5 -
o4 .-
>~ - - - 5~
3 -
y =-7E-05x3 + 0,0088x2 - 0,3155x + 6,9392
5 R2 = 0,6084 Masculino
1 T T T T T
18 28 38 438 58 68

Idade

Figura 16. Distribuicdo das médias de sintomas depressivos de acordo com a faixa etdria e género da

amostra avaliada.

Os valores médios de sintomas depressivos de acordo com a idade e género

apresentaram a seguinte distribui¢do (média + desvio padrdo): para a faixa de 18 a 30 anos, 5,4
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+ 0,24 (feminino, N = 634) e 3,4 + 0,24 (masculino, N = 247); 31 a 40 anos, 5,3 + 0,26
(feminino, N = 479) e 3,8 + 0,30 (masculino, N = 210); 41 a 50 anos, 5,7 = 0,21 (feminino, N
=631) e 4,0 £ 0,26 (masculino, N = 286), e para maiores de 50 anos, 6,5 + 0,18 (feminino, N

=967) e 4,6 £0,17 (masculino, N = 597).

Classificacdo do Cronotipo Utilizando o MSFsc

O cronotipo do individuo avaliado € entdo utilizado para classificar de acordo com a
distribuicdo MSFsc na populagdo a qual ele pertence utilizando-se o critério de ponto de corte,
separando a populacdo em trés partes. Os valores mais baixos do MSFsc correspondem ao tipo
matutino (early type), enquanto que os valores maiores correspondem ao tipo vespertino (late
type) (Roenneberg et al., 2004). De acordo com estes critérios, os resultados referentes a
classificacdo da amostra foram assim divididos: N = 1.337 para o tipo matutino (early type),

N = 1.365 para o tipo intermedidrio e N = 1.349 para o tipo vespertino (late type).

Abordagem Cronobiolégica dos Sintomas Depresivos

A relacdo entre o cronotipo e o risco de sintomas depressivos foi avaliada nesta Tese
buscando explorar um modelo de andlise para explicar esta relagio no dominio do relégio
circadiano interno, tendo como perspectiva as condi¢des de vida persistentes que perturbam as

rotinas sociais, alterando a exposi¢do aos zeitgebers, através da diferenca entre os periodos de
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sono nos dias de trabalho e nos dias livres, provocando um desalinhamento entre os fatores

enddgenos e os fatores exdgenos da ritmicidade bioldgica.

Conforme demonstrados nos resultados prévios, foi observada a dependéncia entre as
varidveis de idade e género tanto para a distribuicdo do MSFsc (figura 15), quanto para a
distribui¢do dos escores da BECK (figura 16). Para minimizar a influéncia destas varidveis
sobre as andlises entre os sintomas depressivos e cronotipo, os dados deste estudo foram
normalizados para as varidveis idade e género. Foram utilizados os conceitos matemaéticos da
funcdo do valor x e sua correspondéncia por um elemento y, também denotado por f(x) para
obter o valor normalizado de todos os individuos da amostra. Devido a existéncia de inimeras
funcOes matematicas, diversos modelos foram testados durante o desenvolvimento desta tese.
Na tabela 4 sdo apresentadas as equacdes utilizadas de acordo com o género, faixa etdria e
varidvel normalizada. Esta estratégia foi utilizada para o processo de normaliza¢cdo dos dados e
eliminar a dependéncia destas varidveis sobre as andlises subsequentes. Os escores de
sintomas depressivos apresentaram uma variabilidade de acordo com a faixa etdria, motivo

pelo qual foram utilizadas curvas de normaliza¢do de acordo com a faixa etdria.

Os valores da BECK, ap6s a normalizagdo, apresentaram uma distribuicdo préoxima do
normal (skewness = 1,09), variando de -35 a 77. Estes novos valores indicam a posi¢do de
cada individuo em relagc@o aos valores médios de sintomas depressivos da populacdo para um

determinado sexo ou faixa etaria.
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Tabela 5. Equagdes matemadticas utilizadas para o ajuste das varidveis em estudo

Variaveis Idade Homens Mulheres
y = 5E-05x3 — 0,0095x2 + 0,5461x +

IMC 18t0 65 16,279 y = 4E-05x3 - 0,0067x2 + 0,4462x + 15,967
R?=0,8472 R?=0,9731
y = -2E-05x3 + 0,0036x2 - 0,2578x +

MSFsas 8,6317 y = -2E-05x3 + 0,0038x2 - 0,2299x + 7,3658
R? =0,9649 R?=0,9858
y = -5E-08x3 + 0,0009x2 - 0,0605x +

AvSD 8,6903 y = 2E-06x3 + 0,0005x2 - 0,07x + 9,4985
R%=0,9021 R%=0,9709

BECK 181029 y=0,014x2 - 0,654x + 10,8 y =0,0322x2 - 1,241x + 16,84
R*=1 R’=1
y = -0,0004x3 + 0,0568x2 - 2,4935x +

BECK >=30 39,117 y =-0,0001x3 + 0,0164x2 - 0,6964x + 14,673

R%=0,9026

R>=0,8156

Anadlise dos Sintomas Depressivos e Cronotipo

A comparacdo dos niveis de sintomas depressivos em relagdo a tipologia circadiana foi

realizada com as varidveis normalizadas para idade e género. Na figura 17 é mostrada a

distribuicdo das médias de sintomas depressivos em relacdo ao ponto médio do sono. A

distribuicio BECKas mostrou uma correlagdo nao linear com o MSFsas (Pearson = 0,094; p

< 0,0001). Essa correlagdo parabdlica mostrou que os sintomas depressivos predominaram

entre os individuos que deitam tarde, mas também os tipos matutinos apresentaram uma

tendéncia de maior pontuacao na escala BECK que os tipos intermediérios.
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Figura 17. Distribuicdo das médias de sintomas depressivos (BECK) de acordo com o ponto médio do

sono (MSF). Varidveis normalizadas para idade e género.

Comparando os valores médios da BECKas através de ANOVA de uma via, houve
diferenca significativa entre os cronotipos (Tabela 5). Os tipos vespertinos relatavam maiores
sintomas de depressdo quando comparados com os tipos intermedidrios, ndo houve diferenca
significativa para sintomas depressivos entre os tipos matutinos e os intermedidrios (Tabela 5;
ANOVA: F = 23,14; p < 0,0001). Estes resultados permanecem significativos mesmo apds a
estratificacdo para os grupos de fumantes e nao fumantes (N = 533; Kruskal-Wallis = 15,6; p <

0,0001, e N = 3.518, Kruskal-Wallis = 69,8, p < 0,0001, respectivamente).
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Tabela 6. Comparagdes miiltiplas utilizando a ANOVA de uma via

ANOVA de uma via F Diferenca Erro p Intervalo de
de Padrao Confianc¢a 95%
médias
Variavel dependente: BECKas 23,14 1,02 E 10
Tipo Intermedidrio ~ Tipo Matutino -0,49 0,70 0,77 -2,13 1,16
Tipo Vespertino -4,35 0,70 6,69 E” -599  -2,71
Variavel dependente: BECKas 79,36 1,54 E3
Jetlag Social<2h  Jetlag Social 2to4h -12,23 1,05 5,10E° - 14,69 -9,78
Jetlag Social >4 h -12,37 2,40 8,04 E7 - 18,00 -6.74

ANOVA de uma via seguida de teste de Tuckey . BECK = Inventdrio de depressdo de Beck normalizado para idade e género.

Os grupos matutinos (N = 1.337), intermedidrios (N = 1.365) e vespertinos (N = 1.349) foram definidos conforme descrito no
texto.

Anadlise dos Sintomas Depressivos e Jet Lag Social

Durag¢do do sono também difere marcadamente entre dias de trabalho e os dias livres,
considerada como um comportamento dependente dos diferentes cronotipos. Em média, os
individuos dormem 1 hora mais tarde nos dias livres, com individuos extremos podendo
chegar a uma diferenca de até 10 horas. Esta caracteristica torna-se ainda mais evidente
quando sdo avaliados os cronotipos vespertinos. Para fins de comparacio, foram definidos trés

grupos de jet lag social (<2 horas, N = 3674; 2 a 4 horas, N = 320, e > 4 horas, N = 57).

O jet lag social mostrou uma correlacdo positiva tanto com MSFsas (correlacao de
Spearman 1* = 0,381, p < 0,0001) e BECKas (correlacio de Spearman r* = 0,297, p < 0,0001).

Como pode ser observado na figura 18, quanto maior o jet lag social, mais intenso foram os
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sintomas depressivos. Os individuos que apresentaram jet lag social entre 0 e 2 horas (N =
3.674) relataram sintomas significativamente menores de depress@do do que aqueles que
apresentaram 2 a 4 horas (N = 320), ou mais de 4 horas (N = 57, ANOVA: F = 79,36, p <
0,0001, Tabela 5). No entanto, os participantes com mais de 4 horas de jet lag social nao

relataram mais sintomas de depressao do que aqueles que tém 3 a 4 horas.

14 1

11 1

y =-1,2032x% + 10,882x - 14,563
R? =0,9444

0] 1 2 3 4 5 6
Social jetlag

Figura 18. Distribuicdo das médias de sintomas depressivos de acordo com o jet lag social (diferenca
entre o ponto médio do sono dos dias livres em relacdo aos dias de trabalho). Varidveis normalizadas

apos correcdo para idade e género.

A correlagdo entre o nivel de sintomas depressivos e o jet lag social, ndo ocorreu
somente nos grupos vespertinos, mas também entre os tipos intermedidrios e matutinos
(correlagdes de Spearman 1* = 0,233, p < 0,0001; r* = 0,275, p = 0,0001 e * = 0,311, p <

0,0001, respectivamente).
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Para completar a andlise diferencial entre os niveis de sintomas depressivos, cronotipo
e jet lag social foi utilizada a andlise de regressdo linear multipla. O BECKsas foi utilizado
como varidvel dependente utilizada para o controle de colinearidade e potenciais fatores de
confusdo. O modelo Step Wise foi utilizado por permitir o controle de adicdo das possiveis
varidveis de confusdo no modelo. As varidveis MSF, jet lag social, fumo e tempo de exposi¢ao
a luz foram fatores independentes capazes de predizer a presenca de sintomas depressivos no

modelo utilizado (r2 =0,103; F=116,31; p < 0,0001).
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Tabela 7 Regressdo linear miiltipla

5 Erro Intervalo de

Regressao Linear F R padrdo b ! P confianca 95%

Passo 1 36,3 0,009 1,838%

Varidvel (Constante) 0,291 9,046 224E" 320 2,06
MSFsas 0,243 0,094 6,025 1,83E” 098 1,94

Passo 2 187,6 0,084 1,257

Varidvel (Constante) 0, 387 -1947  922E® 829  -6,787
MSFsas 0,272 -0,069 -398 6,94E”  -1,62  -0,55
Jet Lag Social 0,322 0,321 1832 398E7* 5727 6,53

Passo 3 126,7 0,086 1,85E7

Varidvel (Constante) 1,56 2,73 638E”  -731 -1,20
MSFsas 027  -0,07  -418  3,04% -1,68  -0,60
Jet Lag Social 032 032 1843 699E” 531 6,58
Fumo 0,82  -0,03 2,17 0,03 338 -0,17

Passo 4 116,3 0,103 4,96E

Variavel (Constante) 1,80 2,17 0,03 0,38 7,45
MSFsas 027 -007 -387  LI3E® -1,58  -0,52
Jet Lag Social 0,33 029 16,12 1,08E™® 4,64 5,93
Fumo 0,81  -0,04 -258 999E” 368  -0,50
Periodo de 009 0,13 -88 164E™  -099  -0,63

exposicdo a luz

*Regressdo Linear Multipla, modelo Entered/Removed foi usado utilizando os sintomas de depressdo (BECKsas)
como varidvel dependente.
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ABSTRACT

It has been indicated that the study of chronotypes may be relevant to understand the
prognosis and etiology of affective disorders. However, chronotype relation to depression has
not yet been investigated on epidemiological studies in large cohorts. Objectives: The aim of
this study was to analyze the relation between chronotypes, assessed with the Munich
ChronoType Questionnaire (MCTQ), and symptoms of depression in a rural population from
Southern-Brazil. Methods: The BECK and the MCTQ were applied to 6,500 (66% females)
subjects of aged 18 to 65 year old. Results: A one-way ANOVA with Tukey post-hoc test was
used after adjusting all variables to age and sex. Later chronotypes associated with depression
symptoms severity (F 9.19 p<0.01). Higher scores on the BECK scale were also correlated
with longer average sleep duration (F 4.96 ; p<0.01). Discussion: The fact that there is a
mismatch between the endogenous circadian timing of sleep and the social or environmental
demands may contribute to the factors triggering the process of change in levels of depression
observed in this study. It has been recognized that mood disorders are predictors for a number
of illnesses. Therefore, understanding the temporal organization of individuals can contribute

to improve the treatment of pathologies related to mood disturbance.

Conclusions: Later chronotypes associated with depression symptoms severity suggesting that

an oscillation of temporal structure of day life could be related to mood disorders.
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ABSTRACT

Circadian typology is the individual difference that most clearly explains the variations in the
rhythmic expression of biological or behavioral patterns. Objectives: To analyze the relation
between morningness/eveningness dimension, assessed by the Morningness-Eveningness
Questionnaire (MEQ), and chronotype, assessed with the Munich Chronotype Questionnaire
(MCTQ). Methods: This is a cross-sectional study. The MEQ and the MCTQ were applied to
173 undergraduate students (18 to 35 years old) from Southern Brazil. The correlation
between MEQ score and MCTQ questions was analyzed by Pearson correlation test. Results
Morningness/Eveningness Questionnaire showed normal distribution (Means 45.76 + 10.31).
Eveningness presented positive correlation with time to go to sleep (r 0.20; p<0.01); time to go
to bed (r 0.39; p<0.01); time to asleep (r 0.33; p<0.01) and exposure to light in free days (r
0.19; p<0.01), and a negative correlation with time to wake up (r -0.22; p<0.01). Discussion
Behavioral researches highlight the relevance of systematic application of knowledge on the
maintenance of the human temporal organization in which the sleep/wake and other circadian
rhythms are included. It is therefore relevant to have instruments to assess the circadian
phenotype in human populations. Conclusions: We have seen a correlation between MEQ and

MCTQ questions related to free days sleep times and environmental light exposure.
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ABSTRACT

Hypertension is one the most important clinical disorders in public health and has become a
global epidemic disease. It is also a risk factor for a series of pathological conditions such as
cardiovascular diseases, which are responsible for 17 million deaths per year (WHO). Recent
studies have indicated that low sleep quality is a risk factor for adult hypertension. Objective:
The objective of this study was to investigate the association of sleep quality and mid-sleep
phase with the use of antihypertensive drugs. Design: Cross-sectional study. Participants: A
total of 1047 subjects (351 men and 696 women) with an average age of 44 + 12 years, living
in a essentially rural area in south of Brazil (latitude 30). Assessments were performed in a
period of one year. The population is a community of German descendants, significantly
homogeneous in terms of culture, socio-economic level, biological factors, and daily exposure
to environmental light. Main outcome measures: Sleep quality was evaluated using the
Pittsburgh Scale (PSQI), and mid-sleep phase using the Munich Chronotype Questionnaire
(MCTQ). An antihypertensive drug was measured by self-reported information through the
use of standard drugs according to pharmacological ATC codes (adrenergic receptor agonists
and antagonists, calcium channel blockers, beta blocking agents and diuretics). Results: In
this study, 20.4% (N = 214) of the participants reported use of antihypertensive drugs.
Subjects using antihypertensive drugs showed significantly lower mid-sleep phase (t test = -
4.82: p< 0.0001), poor sleep quality (Man Whitney test; p< 0.0001), and higher BMI (¢ test
10.82; p<0.0001), and age (t test 14.69; p<0.0001) than those not using antihypertensive
drugs. There were no difference between genders (chi-square; p=0.224), smoking status (chi-
square; p=0.487), and sleep duration on free (¢ test -1.36: p=0.174) and work days (t test 0.35:

p=0.582). A multilinear regression model was used to control colinearity and potential
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confounding factors with self related antihypertensive drugs as a dependent variable. BMI,
PSQI and mid-sleep phase were independent factors predicting the use of hypertension drugs
(r* = 0.25, F = 57.60, p<0.0001). Conclusion: In this population we found a higher prevalence
of the use of antihypertensive drugs, which points to the probability of an over diagnoses of
hypertension. In spite of the fact that this was a cross-section study, there was a clear

association of poor sleep quality, and an advanced mid-sleep phase with the use of

antihypertensive drugs.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to investigate the association of sleep quality and
mid-sleep phase with the use of antihypertensive drugs. Design: Cross-sectional study.
Participants: A total of 1047 subjects (351 men and 696 women) with an average age of 44 +
12 years, living in a essentially rural area in south of Brazil.The population is a community of
German descendants, significantly homogeneous in terms of culture, socio-economic level,
biological factors, and daily exposure to environmental light. Main outcome measures: Sleep
quality was evaluated using the Pittsburgh Scale (PSQI), and mid-sleep phase using the
Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ). An antihypertensive drug was measured by self-
reported information through the use of standard drugs according to pharmacological ATC
codes (adrenergic receptor agonists and antagonists, calcium channel blockers, beta blocking
agents and diuretics). Results: In this study, 20.4% (N = 214) of the participants reported use
of antihypertensive drugs. Subjects using antihypertensive drugs showed significantly lower
mid-sleep phase (t test = - 4.82: p< 0.0001), poor sleep quality (Man Whitney test; p< 0.0001),
and higher BMI (7 test 10.82; p<0.0001), and age (t test 14.69; p<0.0001) than those not using
antihypertensive drugs. There were no difference between genders (chi-square; p=0.224),
smoking status (chi-square; p=0.487), and sleep duration on free (¢ test -1.36: p=0.174) and
work days (¢t fest 0.35: p=0.582). A multilinear regression model was used to control
colinearity and potential confounding factors with self related antihypertensive drugs as a
dependent variable. BMI, PSQI and mid-sleep phase were independent factors predicting the
use of hypertension drugs (r* = 0.25, F = 57.60, p<0.0001). Conclusion: In spite of the fact
that this was a cross-section study, there was a clear association of poor sleep quality, and an

advanced mid-sleep phase with the use of antihypertensive drugs.
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QUESTIONARIO DE CRONOTIPO DE MUNIQUE (MCTQ)

Responda todas as questdes baseado no seu hébito de sono habitual. As respostas devem diferenciar os dias de trabalho dos dias livres,

indicando o que ocorre na maioria dos dias e noites.

Vocé tem um horario regular de trabalho (também como dona(o) de casa, etc.)?
Sim [] Se responder “SIM”: quantos dias por semana? 1[] 2[] 3[1] 4[] 5] 6] 71
Nao []

l@

S

8 |

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

Nos dias de trabalho (incluindo a noite anterior ao primeiro dia de trabalho)

Figura 1: Vouparaacamaas ___ horas.

Figura 2: Algumas pessoas permanecem algum tempo acordadas depois de se deitar!
Figura 3: As ___ horas, estou pronto para ir dormir.

Figura 4: Necessitode ___~__ minutos para adormecer.

Figura 5: Acordoas___ horas.

Figura 6: Passados ___minutos, levanto-me.

Vocé usa um despertador nos dias de trabalho? Sim [] Nao [

Se responder “SIM”, vocé acorda regularmente antes do alarme tocar? Sim [] Nao []

Fora dos dias de trabalho (incluindo a noite anterior ao primeiro dia de descanso ou lazer)

Figura 1: Vouparaacamaas _____ horas.

Figura 2: Algumas pessoas permanecem um tempo acordadas depois que vao se deitar!
Figura 3: As ___ horas, estou pronto para ir dormir.

Figura 4: Necessitode _____ minutos para adormecer.

Figura 5: Acordoas____ horas.

Figura 6: Passados ___ minutos acordo.

Os horarios que mencionou acima sao dependentes do despertador mesmo fora dos dias de trabalho?
Ssim [J Nao [

Ha uma razao pela qual vocé nao possa escolher livremente os seus horarios de sono fora dos dias de
trabalho? Crianga ou animal doméstico [ ] Hobbies [] Outro motivo [], por
exemplo

Luz

Em média, quanto tempo por dia vocé passa exposto a luz do dia (ao ar livre)?

Nos Dias de Trabalho horas minutos

Fora dos dias de trabalho horas minutos
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA DA

INSTRUMENTO II - Inventirio de BECK

DOR E DO COMPORTAMENTO

Nome:

Data da entrevista:
Prontuario HCPA:

Entrevistador:

R " J—

Prontuario CONSULTORIO:

Testagem:

N2 no Banco:

BDI - Inventario de Depressdo de Beck

Instrugdes: Este questiondrio consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler cuidadosamente cada grupo, faga um circulo em
torno do numero (0, 1, 2 ou 3) diante da afirmagdo, em cada grupo, que descreve melhor a maneira como vocé tem se sentido.
Tome o cuidado de ler todas as afirmacgdes antes de fazer a sua escolha.

1.

[ -] W e O L -] W =S W= o

[N -]

W o

10.

W =S

11.

12.

(&)

Nio me sinto triste.

Eu me sinto triste.

Estou sempre triste e ndo consigo sair disso.

Estou t3o triste ou infeliz que ndo consigo suportar.

Ndo estou especialmente desanimado quanto ao futuro.
Eu me sinto desanimado quanto ao futuro.

Acho que nada tenho a esperar.

Acho o futuro sem esperanca e tenho a impress3o de que
as coisas ndo podem melhorar.

Ndo me sinto um fracasso.

Acho que fracassel mais do que uma pessoa comum.
Quande olho para tras, na minha vida, tudo o que posso ver
€ um monte de fracassos.

Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso

Tenho tanto prazer em tudo como antes.

Ndo sinto mais prazer nas coisas como antes.
Ndo encontro um prazer real em mais nada.
Estou insatisfeito ou aborrecido com tude.

MNio me sinte especialmente culpado.

Eu me sinto culpado as vezes.

Eu me sinto culpado na maior parte do tempo.
Eu me sinto sempre culpado.

Ndo acho que esteja sendo punido.
Acho que posso ser punido.

Creio que vou ser punido.

Acho que estou sendeo punido.

Ndo me sinto decepcionado comigo mesmo.
Estou decepcionado comigo mesmo.

Estou enojade de mim.

Eu me odeio.

Ndo me sinto de qualquer modo pior que os
outros.

Sou critico em relagdo a mim devido a minhas
fraquezas ou meus erros.

Eu me culpo sempre por minhas falhas.

Eu me culpo por tude de mal que acontece,

Ndo tenho quaisquer idéias de me matar.
Tenho idéias de me matar, mas ndo as
executaria.

Gostaria de me matar.

Eu me mataria se tivesse oportunidade.

Ndo choro mais que o habitual.

Choro mais agora do que costumava.

Agora, choro o tempo todo.

Costumava ser capaz de chorar, mas agora nio
consigo mesmo que o queira.

MNdo sou mais irritado agora do que ja fui.

Fico molestado ou irritado mais facilmente do que
costumava.

Atualmente me sinto irritado o tempo tedo.
Absolutamente ndo me irrito com as coisas que
costumavam irritar-me.

MN3o perdi o interesse nas outras pessoas.
Interesso-me menos do que costumava pelas outras
pessoas.

Perdi a maior parte do meu interesse nas outras
pessoas.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

(S

[ERE-]

w

o

W e

W=

Perdi todo o meu interesse nas outras pessoas.

Tomo decisdes mais ou menos tdo bem como em
outra época.

Adio minhas decisdes mais do que costumava.
Tenho maior dificuldade em tomar decisdes do
que antes.

N3o consigo mais tomar decisdes.

N30 sinto que minha aparéncia seja pior do que
costumava ser.

Preocupo-me por estar parecendo velho ou sem
atrativos.

Sinto que ha mudancas permanentes em minha
aparéncia que me fazem parecer sem atrativos.
Considero-me feio.

Posso trabalhar mais ou menos tdo bem quanto
antes.

Preciso de um esforgo extra para comegar
qualquer coisa.

Tenho de me esforcar muito até fazer qualquer
coisa.

N3o consigo fazer nenhum trabalho.

Durmo tie bem quante de habite.

N30 durmo tdo bem quanto costumava.

Acordo uma ou duas horas mais cedo do que de
habito e tenho dificuldade para voltar a dormir.
Acordo varias horas mais cedo do que costumava
e tenho dificuldade para voltar a dormir.

N3o fico mais cansado que de habito.

Fico cansado com mais facilidade do que
costumava.

Sinto-me cansado ao fazer quase qualquer coisa.
Estou cansado demais para fazer qualquer coisa.

Meu apetite ndo estd pior do que de habito.
Meu apetite ndo € to bom quanto costumava
ser.

Meu apetite estd muito pior agora.

N&o tenho mais nenhum apetite.

N3o perdi muito peso, se & que perdi algum
ultimamente.

Perdi mais de 2,5 Kg.

Perdi mais de 5,0 Kg.

Perdi mais de 7,5 Kg.

Estou deliberadamente tentande perder peso, comendo
menos: () SIM; () NAQ

N3o me preocupoe mais que o de habito com minha sadde.
Preocupo-me com problemas fisicos como dores e afligées
ou perturbagdes no estémago ou prisdo de ventre.

Estou muito preecupado com problemas fisicos e é

dificil pensar em outra coisa que nio isso.

Estou tdo preocupado com meus problemas fisicos que ndo
consigo pensar em outra coisa.

N3o tenho observade qualquer mudanca recente em
meu interesse sexual.

Estou menos interessado por sexo que costumava.
Estou bem menos interessado em sexo atualmente.
Perdi completamente o interesse por sexo.
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