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RESUMO

Introducgédo: Os seres vivos sincronizam suas atividades com os ciclos ambientais
influenciados por fatores externos como as condicdes de luz, horarios de
alimentacdo, interacdes sociais e por fatores endégenos como 0s geneticos, niveis
hormonais e apetite, entre outros. Sensores percebem a variagdo temporal
informando o estado de iluminagdo ambiental através da rede neural ou sistema
endocrino mediado pelos relogios circadianos. Os genes do reldgio pertencem a
quatro familias: CLOCK, BMAL1, Cryptochromes e Period onde a formacéo,
expressao e supressdo da transcricdo destes e de seus heterodimeros resultam na
ritmicidade de 24h. O reldgio circadiano modula o metabolismo de energia através
do controle da atividade de diversas enzimas, dos sistemas de transporte e de
receptores nucleares envolvidos no metabolismo dos nutrientes. Alteragcbes nos
horarios de alimentacdo podem modificar a relacdo entre o reldégio central e or
relégios periféricos podendo causar mudancas no metabolismo e afetar o sistema
circadiano. Em algumas desordens alimentares como a Sindrome do Comer Noturno
(SCN), reconhecida como um atraso de fase da alimentacéo, o ritmo de alimentacao
esta alterado. Assim sendo, a SCN pode ser um fator que influencia na obesidade,
modificando padrdes do sono, padrao alimentar, apetite e regulacdo neuroenddcrina.
Objetivos: Estudar os aspectos cronobiolégicos na SCN. Métodos: Caracteristicas,
CcOmo aspectos emocionais, cronotipo e qualidade do sono foram avaliadas por meio
de questionarios. Variaveis de ritmicidade da atividade e exposicdo a luz foram
avaliadas por actigrafia e a expressao dos genes do reldgio CLOCK, BMAL1, Cry 1 e
Per 2 foi medida em leucécitos. Resultados: 28 pacientes (14 com SCN - 10
mulheres e 14 controles - 9 mulheres) participaram deste estudo. A média de idade
foi de 40,71 £ 12,37 anos e IMC foi de 26,8 + 5,7kg/m2. N&o foi encontrada nenhuma
evidéncia cronobioldgica nas andlises realizadas relacionada & SCN. Concluséo:
Nossos resultados ndo corroboram a hipotese de que o the time system pode ser
ligado a fisiopatologia da SCN, pois a associacao de sintomas que definem a SCN
como uma sindrome. Os tempos e a qualidade da alimentacdo devem ser mais
profundamente estudados para esclarecer a relacao entre a alimentacéo e o fato de
gue se os seres humanos alocam a sua principal alimentag&o no turno da noite pode

trazer consequéncias ao metabolismo e refletir mudancas no comportamento e



contribuir no controle da obesidade. Este é o primeiro estudo em humanos para
relacionar os genes do relogio e a SCN.

PALAVRAS-CHAVE: Expressdo génica, ritmos circadianos, relégio circadiano,

reldgio biolégico, Sindrome do Comer Noturno.



ABSTRACT

Introduction: Living beings synchronize their activities with environmental cycles
influenced by external factors such as light conditions, feeding schedules, social
interactions and endogenous factors such as genetics, hormone levels and appetite,
among others. Sensors perceive the temporal variation informing the state of ambient
lighting through the neural network or endocrine mediated by circadian clocks. The
clock genes belong to four families: CLOCK, BMAL1, Cryptochromes and Period
where the formation, expression and suppression of these transcriptions and their
heterodimers result in 24h rhythmicity. The circadian clock modulates energy
metabolism by controlling the activity of several enzymes, transport systems and
nuclear receptors involved in the metabolism of nutrients. Changes in feeding
schedules may modify the relationship between the central clock and peripheral
clocks and cause changes in metabolism and affect the circadian system. Some
eating disorders, such as Night Eating Syndrome (NES) recognized as a phase delay
in the feed, the feed rthythmicity coul be changed. Thus, NES may be a factor that
influences in obesity, changing sleep and eating patterns, appetite and
neuroendocrine regulation. Objectives: Cross-sectional study to examine the
chronobiological aspects of NES. Methods: Features such as emotional aspects,
chronotype and sleep quality were assessed by questionnaires. Variables rhythmicity
of activity and light exposure were assessed by actigraphy and expression of clock
genes CLOCK, BMAL1, Cry 1 and Per 2 was measured in leukocytes. Results: 28
patients (14 with SCN - 10 women and 14 controls - 9 women) participated in this
study. The age average was 40.71 + 12.37y and BMI was 26.8 + 5.7kg/m2. We found
no evidence in chronobiological analyzes related to SCN. Conclusion: Our results
do not support the hypothesis that the time system can be conected to the
pathophysiology of NES, because the association of symptoms that define the NES
as a syndrome mainly by the characteristic temporal power that is possibly involved
with the time system. The timing and quality of food should be further studied to
clarify the relationship between food and the fact that humans allocate their main
food in the night shift may have consequences for metabolism and reflect changes in
behavior and contribute to the control of obesity. This is the first study in humans to

relate the clock genes and NES.



KEYWORDS: Gene expression, circadian rhythm, circadian clocks, biological clocks,
Night Eating Syndrome.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos seres Vvivos sincronizam suas atividades fisioldgicas e
comportamentais com os ciclos ambientais principalmente o ciclo claro/escuro, que é
o0 sinal externo mais potente de sincronizacdo com o meio ambiente. Estes ritmos de
24h sédo influenciados por uma grande variedade de fatores. Varios sinais fazem
parte deste sistema e sdo chamados de "zeitgebers" (em aleméo "doadores de
tempo™) que sincronizam diariamente os sistemas enddgenos com pistas ambientais
mantendo assim a sintonia. Como exemplo, podemos citar as condi¢des de luz, os
horarios de alimentacgéo, as interagfes sociais, entre outros. H4 também os fatores

enddgenos como os fatores genéticos, niveis hormonais e do apetite, entre outros

(1),

Nos seres vivos ha a necessidade de sensores que percebam a variacdo
temporal, e que, através da presenca de sistemas humorais e neurais, informam a
todo o organismo o estado de iluminacdo ambiental (2). Esta comunicagao, entre 0s
diferentes 6rgdos e sistemas, é feita através da rede neural ou pelo sistema
endocrino, sendo mediado pelos reldgios circadianos encontrados em todos os

tecidos mamiferos investigados até os dias de hoje (3).

A ritmicidade circadiana necessita da presenca de marca-passos. Estes
exibem um padrdo oscilatério geneticamente determinado, autossustentado com
oscilacbes enddgenas e ritmos de aproximadamente 24h representados pelos
relégios biolégicos. Os componentes do reldgio tém sido encontrados em varias
regides do cérebro, além do nucleo supraquiasmatico (NSQ), assim como em
tecidos perifericos como figado, rins, masculos, tecido adiposo, células sanguineas,

medula éssea, células intestinais, etc (3).

Os genes do relégio encontrados nos mamiferos pertencem a 4 familias:
Circadian locomoter output cycles kaput (CLOCK), Brain and muscle Arnt-like protein
1 (BMAL1), Cryptochromes (Cryl e Cry2) e Period (Perl, Per2 e Per3). Sao
expressos ritmicamente no Sistema Nervoso Central (SNC) e nos tecidos periféricos
(1, 4). A expresséo e supressdo da transcricdo e a formacéo destes genes e seus
heterodimeros de forma sequenciada resultam na ritmicidade de 24h (5).
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O reldgio circadiano modula o metabolismo de energia através do controle da
expressao e atividade de diversas enzimas, assim como dos sistemas de transporte
e de receptores nucleares envolvidos no metabolismo destes nutrientes, sendo
capazes de transmitir informacfes sobre o seu estado metabdlico para o relogio
circadiano atraves de varios sensores (3, 4). Alteracdes nos horarios de alimentacéo
podem modificar a relacéo entre o reldgio central e os relégios periféricos, sugerindo

que estas podem causar mudangas no metabolismo e afetar o sistema circadiano

(6).

Evidéncias sugerem que, em algumas desordens alimentares como a
Sindrome do Comer Noturno (SCN), descrita pela primeira vez em 1955 (7), o ritmo
de alimentacdo esteja alterado. Depois de um hiato de 40 anos, um estudo
observacional-comportamental e um estudo neuroenddécrino foram conduzidos para
caracterizar mais profundamente a SCN (8). A partir dai os critérios diagndésticos
vém sendo modificados consideravelmente (9). Mais recentemente, dois fatores
estdo sendo utilizados como os mais preditivos para o diagnéstico que sédo a
hiperfagia noturna (ingestado de pelo menos 25% do total de calorias consumidas/dia
depois do jantar) e despertares noturnos com pelo menos metade das vezes
acompanhados da ingestdo de alimentos (10). A SCN é reconhecida como um
atraso de fase da alimentagcdo por arrastar o oscilador central. Esta modificacéo
pode induzir a mudancas na expressao génica circadiana, podendo ser um
importante fator que influencia na obesidade, modificando padrbes do sono, do

padrao alimentar, do apetite e da regulacédo neuroendocrina (11).

A partir da importancia destes fatos, nosso objetivo foi estudar os aspectos
cronobiologicos da Sindrome do Comer Noturno.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Para apresentar o tema central deste estudo, assim como 0sS aspectos
historicos, epidemioldgicos, neuroenddécrinos e de diagndsticos, buscou-se suporte
em artigos de revisdo, estudos experimentais, observacionais, ensaios clinicos

randomizados e duplo-cegos controlados.

Para localiza-los, foi utilizada a estratégia de busca MEDLINE (1955-2013) e
o site da Livraria COCHRANE. Os descritores utilizados foram night eating
syndrome, circadian rhythms, chronobiology, gene expression and biological clocks.
Foram localizados 213 artigos nas bases de dados consultadas com as palavras
NIGHT EATING SYNDROME (NES), conforme apresentado no organograma
apresentado na figura 1. Desses foram selecionados 149 artigos que mencionavam
NES no abstract. Foram excluidos artigos escritos em outros idiomas que nédo o
Inglés, Espanhol, Portugués, Francés e lItaliano. Utilizando as combinacdes das
palavras night eating syndrome and circadian rhythms foram localizados 89 artigos;
night eating syndrome and chronobiology, foram localizados 6 artigos; night eating
and gene expression foram localizados 28 artigos; night eating and biological clocks

foram localizados 16 artigos.

Na BIREME utilizando as palavras night eating syndrome, foram encontrados
198 artigos. No LILACS utilizando as palavras night eating syndrome foram
encontrados 6 artigos. No National Guideline Clearinghouse foram encontrados 3
possiveis guidelines. No Scielo utilizando as palavras night eating syndrome foram
encontrados 8 artigos. No SUMSearch utilizando as palavras night eating syndrome
foram encontrados 166 referéncias, ja localizadas nos outros sites mencionados

acima.
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Figura 1. Estratégias de busca para localizar e selecionar as informagdes.
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2.2 ASPECTOS CRONOBIOLOGICOS

Cronobiologia € a ciéncia que tem por objetivo quantificar e investigar os
mecanismos da estrutura do tempo bioldgico incluindo as manifestacdes ritmicas da
vida (12). Este conceito foi introduzido em 1729, pelo astronomo francés Jean
Jacques d’Ortous Mairan, através da demonstracdo de que o ritmo diério de abertura
e fechamento de folhas em plantas era mantido mesmo em escuro constante atraves

da observacédo da planta Mimosa (13).

Anos mais tarde, outros estudos que datam do século 18, introduziram o
conceito de fendbmenos bioldgicos. Realizados em plantas, demonstravam que 0s
fendbmenos periodicos de 24h surgiam de osciladores biolégicos controlados
internamente e eram influenciados pela rotacdo da Terra. A esses fendmenos foi
dado o nome de "reldgios circadianos". Circadiana, palavra do latim: circa (cerca) e
dien (dia) ou "cerca de um dia" diz respeito a sincronizacao dada pela luz e por suas
oscilagcbes (3). Por este motivo, as oscilagcbes em torno de 24h de periodicidade

foram referidas como circadianas.

A maioria dos seres vivos incluindo bactérias, fungos, plantas, insetos,
animais e o0s seres humanos sincronizam suas atividades fisioldgicas e
comportamentais com os ciclos ambientais principalmente o ciclo claro/escuro. Estes
ritmos inatos de 24h sao influenciados por uma grande variedade de fatores. Varios
sinais estdo incluidos neste sistema e sdo chamados de "zeitgebers" (em aleméo
"doadores de tempo") ou arrastadores, ou temporalidade externa que podem
sincronizar diariamente os sistemas enddgenos com pistas ambientais mantendo
assim a sintonia. Existem ritmos gerados endogenamente como os fatores
genéticos, niveis hormonais e do apetite. Aléem disto, podemos citar os agentes
externos como as condicbes ambientais de luz (sendo esta a mais potente dos
estimulos ambientais), os horarios de alimentagédo, as interagbes sociais, entre

outros (1, 12, 13). Todos estes ritmos sao essenciais para a sobrevivéncia.

Os ritmos sociais séo resultantes da exposicao regular aos zeitgebers sociais,
uma categoria de agentes ndo féticos de sincronizacdo de ritmos biologicos.
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Estimulos sociais atuam na sincronizacdo de ritmos biolégicos determinando
comportamentos que afetam os padrdes de exposi¢do a luz e da ingestédo alimentar
(14). Além do mais determinam o inicio do periodo de vigilia e em concomitancia
com a exposicdo luz matinal, podendo mimetizar o efeito da luz por um
condicionamento classico (15, 16). Os determinantes genéticos do ritmo social séo
desconhecidos, embora ja seja conhecido que o comportamento social apresente
bases biolégicas. A persisténcia diaria de jetlag social, onde o relégio interno nao
corresponde ao relogio social imposto pelo trabalho, horario de dormir, de fazer

refeicdes, etc e pode estar esta associado com aumento de peso (17).

A maquinaria do relégio controla a fisiologia em varios niveis, desde a
expressdo do gene e a producado de suas proteinas, até comportamentos complexos
que incluem o ciclo sono-vigilia, desempenho cognitivo, componentes do
metabolismo, detoxificacdo, transducdo de sinais, secrecdes, proliferacdo celular,
atividades neuronais, renais e cardiovasculares, resposta imune, dentre outros
processos vitais (18). Torna-se cada vez mais evidente que a homeostase
metabdlica depende da exatiddo, acuracia e colaboracdo do sistema temporizador
existente em cada 6rgao, tecido e célula (19). Assim sendo, os ritmos biolégicos ndo
afetam somente as funcdes fisioldégicas, mas também a fisiopatologia das doencas,
tornado-se crucial para a saude e sobrevivéncia de todos os organismos vivos (20).
O relégio circadiano disfuncional estad associado a distarbios do sono, diminui¢cdo da
cognicao, disturbios psicoldgicos, infertilidade, malformacgfes 0sseas, tumorigénese,
assim como o0 aumento da toxicidade de estressores quimicos e radiacdes
mutagénicas. Evidéncias clinicas e experimentais indicam que varias doengas como
infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral, edema pulmonar, crises
hipertensivas, entre outras, apresentam picos em determinados momentos durante o
dia, demonstrando um ritmo de 24h também para a fisiopatologia de diversas
doencas (4, 21).

Nos seres vivos ha& necessidade de sensores que percebam a variacao
temporal. Além disto, a presenca de sistemas humorais e neurais € essencial para
informar a todo o organismo o estado de iluminacdo ambiental e que também possa
acompanhar estas variagdes. O ciclo de claro-escuro € o sinal externo mais forte e

mais confiavel de sincronizacdo dos ritmos biolégicos com o0 meio ambiente (2).
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O organismo vivo multicelular atua de forma integrada e sincronizada. A
comunicacdo entre diferentes érgdos e sistemas pode ser feita através da rede
neural ou pelo sistema enddécrino. A informagéo € transmitida em tempo real e 0s
orgaos-alvo reagirdo segundo o estado em que se encontram no momento em que
recebem o estimulo. Este processo € mediado pela maquinaria dos relogios
circadianos (genes do relégio) que sédo definidos como um conjunto de proteinas de
autotranscricdo com feedback positivo e negativo bem coordenado em um periodo
de 24h (19).

Entre as caracteristicas do relégio circadiano estdo a sua persisténcia em
condi¢cbes constantes, a periodicidade e a compensacao da temperatura corporal, e
seu arrastamento para a luz do sol em todos os organismos vivos. Além disto,
permite que 0S organismos possam prever e reagir a alteracbes diarias de
mudancas de luz externa com o ambiente escuro, tornado possivel a sincronizacao
dos processos fisiolégicos e comportamentais com 0 meio ambiente a fim de

otimizar a utilizagéo da energia, da reproducéo e sobrevivéncia (4, 22).

Os componentes do relégio tém sido encontrados em varias regides do
cérebro, além do nucleo supraquiasmatico (NSQ) como, por exemplo, nucleos do
hipotalamo, encéfalo frontal, bulbo olfatério e glandula pineal e em todas as células
nao neuronais de todos os tecidos periféricos dos mamiferos investigados como
figado, rins, musculos, tecido adiposo, células sanguineas, medula 6ssea, células
intestinais, etc. Cerca de 10% dos genes exibem padrdes de expressao circadiana
em alguns tecidos como figado, coracdo, sistema vascular, tecido adiposo entre
outros (23). O estudo de Dallmann et al. (2011) confirmou que aproximadamente
15% de todos os metabolitos identificados no plasma e na saliva demonstraram
controle circadiano, principalmente os acidos graxos no plasma e os aminoacidos na
saliva (24). As contribuicdes destes osciladores podem variar de modo caracteristico

de acordo com cada tecido refletindo suas fungdes especificas (25).

O reldgio circadiano é composto por trés componentes: 1) uma via de entrada
que realiza o ajustamento do tempo; 2) um oscilador central que gera o sinal
circadiano; 3) uma via de saida responsavel pela fisiologia e comportamento

circadiano. As alteracbes na exposicdo a luz que ocorrem diariamente sdo as
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principais responsaveis pelo arrastamento circadiano, que representa um

mecanismo de sincroniza¢ao de um individuo ao seu meio ambiente (12).

Como ja foi dito, as células do organismo tém padrbes de oscilacdes
endodgenas comportamentais e fisiolégicas que marcam ritmos de aproximadamente
24h (26). Para que haja ritmicidade circadiana enddégena em um ser vivo €
necessaria a presenca de marca-passos. Estes sdo definidos como osciladores
primérios, endégenos que exibem um padrdo oscilatério geneticamente determinado
e autossustentado (19). A ritmicidade circadiana pode ser observada em muitos
processos fisiolégicos, como a temperatura corporal, a atividade, o sono, o
metabolismo do figado, a frequéncia cardiaca, a pressao arterial, a atividade renal, a

secrecdo de hormonios e de neurotransmissores, entre outros (27).

No contexto de um nivel estrutural, podemos afirmar que o reldgio circadiano
pode ser dividido em dois: o relogio-central do NSQ, que atua como um marca-
passo, e os relogios periféricos presentes em quase todos os tecidos analisados até
hoje. Os reldgios periféricos tém capacidade de adaptacdo aos seus préprios
estimulos externos e internos. Como exemplo podemos citar a alimentacdo que leva
elou recebe pistas de 6rgaos relacionados como do figado, dos rins, do pancreas,
etc. Este modelo demonstra uma relacédo equilibrada entre os relégios centrais e 0s
periféricos. Estudos recentes tém fornecido fortes e crescentes evidéncias de que 0s
relogios periféricos atuam de maneira independente do reldgio central (28). Os
osciladores periféricos podem promover um atraso de fase por 4-12h em relagéo aos
padrées circadianos observadas no reldgio central, indicando que este € o tempo
necessario para que um sinal seja enviado do relégio central para a periferia

arrastando os osciladores periféricos (29, 30).

Na parte ventral do hipotdlamo anterior, dois pequenos aglomerados de
neurénios (15 - 20.000 neurbnios) constituem 0s marca-passos geradores
autossustentados da ritmicidade circadiana em mamiferos, o0 nucleo
supraquiasmatico, representado pelos reldgios biolégicos circadianos. Nos
mamiferos estdo localizados bilateralmente na base do cérebro, imediatamente
acima do quiasma otico, na lateral do terceiro ventriculo, abaixo do nervo oOptico e

ocupam um volume de 0,1 mm?® (19, 31, 32). Recebem informacdes de sinais
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elétricos com informacdes foticas a partir do ambiente por meio de neurbnios que
transcendem da retina via trato retino-hipotalamico via sinapses glutamatérgicas e
sdo convertidos em sinais quimicos. Estes sinais sdo detectados por uma
combinacédo de hastes, cones e um fotopigmento chamado de melanopsina, que é
expresso exclusivamente nas células ganglionares, intrinsecamente fotossensiveis,
da retina que se projetam para o NSQ. Desta maneira, a luz é absorvida através da
retina sendo transmitida para o NSQ via trato retino-hipotalamico. O NSQ provoca,
entdo, o arrastamento de osciladores periféricos via fatores humorais ou através da
inervacao autonémica. Como resultado, as expressdes de hormonios especificos em
cada tecido e das secrec¢fes das vias metabolicas exibem uma oscila¢édo circadiana.
Além disso, o NSQ estabele os ritmos de atividades locomotoras, do ciclo sono-
vigilia, da presséao arterial e da temperatura corporal. A alimentacdo e 0 ritmo
alimentar afetam tanto os relogios periféricos como o reldgio central do NSQ (figura
2) (33).

A melanopsina, presente na membrana plasmética do soma, dendritos e
axonios forma uma vasta rede de fotorreceptores em toda a retina (34). Os
receptores do glutamato ativam o influxo de Ca** e a da proteina de ligacédo e a
ativacdo de um elemento resposta (AMPc - response element-binding protein -
CREB) /mitogénio via fosforilagdo da proteina quinase, a qual comeca uma

expressao dos genes e suas proteinas (35).

Outro aspecto importante é que o NSQ pode ser ainda subdividido anatémica
e funcionalmente em duas regides: a regido dorsomedial em que corpos celulares
expressam a arginina vasopressina (AVP) e a regido ventrolateral no qual peptideo
vasoativo intestinal (VIP) é sintetizado. Através da entrada de luz na retina o trato
retino-hipotalamico envia mensagens para o NSQ. Como resultado, o VIP é ativado
e sincroniza os neurbnios do NSQ coordenando os ritmos comportamentais. Por
este motivo, a sinalizacdo de VIP e seus receptores pode ser um fator
particularmente importante para manter um acoplamento robusto entre neurénios do
NSQ e a manutencado cronobiolégica molecular dentro neurdnios individuais do NSQ
(36).
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Figura 2. Receptores de sinais do reldgio central e periférico. (Adaptado de Froy, 2010) (33).

O relégio circadiano controla a liberacdo de norepinefrina (NE) a partir de
fibras aferentes simpaticas da glandula pineal (um 6rgdo neuroendocrino). A NE
desempenha um papel fundamental na sintese e secrecdo do hormdnio melatonina,
um potente sincronizador do reldgio central produzido no periodo escuro. Sua
func@o bésica é informar ao organismo que esta escuro atraveés das células-alvo
(37). Mantém entdo, niveis elevados durante a noite e durante o dia produz
serotonina. A modulacdo da melatonina (N-acetyl 5-methoxytryptamine) tem seus
efeitos mediados pela proteina G e seus receptores acoplados localizados em locais
especificos da membrana plasmatica. Esta transmissédo € feita via glutamatérgica
nos cones para células horizontais é responsavel por alteragbes na capacidade de
resposta circadiana de luz nas células da retina. As células do NSQ tambéem
expressam receptores de melatonina demonstrando que ha um feedback entre o

NSQ e as células da glandula pineal.

Evidéncias demonstram que o sistema circadiano € organizado
hierarquicamente, o0 que significa que, enquanto oscilacbes moleculares
independentes ocorrem na maioria das células e dos tecidos do organismo, as
fungbes do NSQ como regulador-mestre, sincroniza a fase de outros tecidos
oscilantes, orquestrando coerentemente 0s ritmos biolégicos (25). Estudos de lesdes
nesta regido revelam que ela é responsiva a supressao no comportamento do ritmo

circadiano, da locomocédo e do comportamento alimentar. O NSQ regula varios
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ritmos circadianos incluindo o ritmo da alimentacdo, sono-vigilia, metabolismo da
glicose e da secrecdo de insulina, aprendizagem, memdéria entre outros (19). Um
ritmo circadiano € representado por um periodo em torno de 24h. Na auséncia de
um ciclo ambiental € chamado de livre curso. Cada ritmo expressa uma amplitude
que mede seu nivel de expressao, por uma linha média chamada mesor e pelos

seus picos (acima chamada de acrofase e abaixo do mesor de batfase) (figura 3).
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Figura 3. Ritmo circadiano. (Adaptado de Bell-Pedersen et al., 2005) (18).
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2.3 GENES DO RELOGIO E SUAS PROTEINAS

Em 1971 foram publicadas as primeiras evidéncias genéticas da regulacdo da
ritmicidade circadiana com um estudo pioneiro em moscas da espécie Drosophila
(38). Em 1988, Ralph e Menaker demonstraram a primeira evidéncia da regulacao
genética do ritmo circadiano no ciclo sono-vigilia em mamiferos, quando observaram
uma mutacdo da ritmicidade circadiana em hamsters, que quando colocados em
livre-curso (auséncia de um ciclo ambiental) apresentavam um periodo enddégeno
menor de atividade locomotora e uma sincronizacdo anormal ao ciclo claro/escuro
de 24h (39).

Em 1997, os genes do relégio foram descobertos em mamiferos (40) e
revelados pela sua semelhanga com fatores ja conhecidos nos organismos inferiores
nos estudos em moscas Drosophilas melanogaster (41) e no fungo Neurospora
crassa (42). A partir destes estudos as investigagdes moleculares da ritmicidade
circadiana em mamiferos evoluiram rapidamente com a identificacdo de genes

participantes do sistema de temporizacao circadiano.

Estes genes sdo expressos de forma ritmica e sdo encontrados em varias
localidades no Sistema Nervoso Central (SNC), nas células somaticas em varias
regides do cérebro e também em varios tecidos periféricos. Sdo considerados 0s
servos-relogios. Os mecanismos celulares do NSQ e dos servo-osciladores séo
muito semelhantes. Apresentam 0 mesmo genétipo com padrdo de ativacao
diferenciado, resultando em funcionamentos distintos e um perfil robusto de
oscilacdo. A base de funcionamento do reldégio € a interacdo entre alcas de
retroalimentacdo positivas e negativas, que fazem com que determinadas proteinas
e fatores de transcricdo sejam expressos e transcritos com diferenca de 4-12 horas
nos relégios periféricos (23, 27, 31). O principio geral de transcricdo de um loop
autorregulatério de feedback esta representado na figura 4. Estes principios séo

semelhantes em todos os seres que possuem um reldgio circadiano.

Os genes do relégio codificam proteinas de varias classes, incluindo
peptideos, fatores de transcricdo, enzimas metabdlicas, canais de ions entre outros
(43).
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Figura 4. Genes do reldgio. (Adaptado de Albrecht et al.,2008) (44).

A habilidade de predizer mudancas as oscilagbes temporais e outros ritmos
circadianos sdo baseadas em células autbnomas-transcricionais capazes de fazer
feedback nos relégios de ceélulas como proteinas e suas bases. Atualmente a
maguinaria do relégio central nos mamiferos é formada por quatro familias de genes
do relégio e pelo menos 13 proteinas denominadas: 1) CLOCK (Circadian Locomotor
Output Cycle Kaput); 2) BMALL (Brain and muscle Arnt-like protein-1; onde ARNT:
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) (ARNT1), também conhecido como
Mop3); 3) PER1 (Period), PER2 e PERS3; 4) CRY1 e CRY2 (Cryptochromes) (19).
5.1) Novos genes envolvidos na regulacdo da ritmicidade circadiana: 5.1.1) Caseina
quinase: CKe e CK1; 5.1.2) Decl e Dec 2; 5.1.3) Horménios Orfdos de Receptores
Nucleares: REV-ERBa e ROR (1, 19, 45).

Dominios das proteinas

Um dos dominios das proteinas € chamado de basic helix—loop—helix (bHLH)
e 0 outro PAS (Per-Arnt-Sim), que s&o necessarios para a ligacdo do DNA e
heterodimerizacdo. O dominio do terminal-C do relégio tem uma repeticdo
poliglutamina (aminoacidos 751-769), caracteristica dos dominios de ativacdo de
muitos fatores de transcricdo. O PAS foi descrito pela primeira vez em trés proteinas
em Drosophila, Per, BMAL1 e Sim (single-minded). Atualmente sdo encontrados em
vérias proteinas circadianas e possuem varios fatores de transcricdo em comum.

Estas proteinas tém como funcdo modular a fosforilagéo (46).
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Degradacédo das proteinas

A via da ubiquitina-proteassoma € o principal mecanismo para o catabolismo
proteico no citoplasma e no nudcleo de células dos mamiferos. Esta via € altamente
regulada e afeta uma grande variedade de processos celulares e substratos. A
degradacdo de uma proteina através desta via envolve duas etapas sucessivas: a
marcacdo da proteina de substrato por meio de ligacdo covalente de moléculas
multiplas de ubiquitina (conjugacdo), e a subsequente degradacdo da proteina

marcada pelo proteassoma 26S, um complexo de enzima multicatalitica (46).

2.3.1 Gene CLOCK

O primeiro gene do sistema de temporizacdo em mamiferos foi identificado
por Vitaterna et al. (1994), onde foi descoberto que um mecanismo oscilador era
responsavel por prolongar o periodo circadiano e abolir a persisténcia da ritmicidade.
A este mecanismo foi dado o nome de relégio e foi responsabilizado de ser o Unico
gene mapeado na por¢cdo meédia do cromossoma 5 de um rato (correspondente a
regido 4 no cromossoma humano). A este gene foi denominado gene CLOCK

(Circadian Locomotor Output Cycle Kaput) (40).

Os genes CLOCK séo definidos como genes cujos produtos de proteinas sdo
necessarios para a geracdo e regulacado dos ritmos circadianos dentro de células
individuais por todo o organismo, atuando como ativadores deste sistema. Tem

papel central como fator de transcricdo no oscilador circadiano.

2.3.2 Gene BMAL1

Outro gene que também participa como parte principal do sistema

temporizador em mamiferos foi denominado de BMAL1 (ou Mop3).
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Outra proteina também vem sendo estudada como o dimero do gene CLOCK
denominada de BMAL2 (ou Mop9) que é dependente do BMALL1 para a regulacéo
circadiana (47).

2.3.2.1 Heterodimero CLOCK-BMAL1

Em 1998 foi demonstrado que os genes CLOCK e BMAL1 formam um
heterodimero CLOCK-BMALL1 responsavel por ativar a transcricdo dos genes Per e
Cry (48). Estes genes sao sintetizados no citoplasma e se unem antes de entrarem
no nucleo das células. As proteinas derivadas de Per e Cry translocam-se de volta
para o nucleo, onde as proteinas Cry interagem diretamente com os genes CLOCK e
BMAL1, inibindo a sua transcricdo (alca negativa). A algca positiva envolve a
regulacéo da transcricdo de BMAL1, cujo aumento na expressdao de RNAm ocorre
12h defasado em relagdo aos RNAm dos genes Per e Cry. O heterodimero CLOCK-
BMAL1, ao mesmo tempo em que ativa os genes Per e Cry, também inibe a
producdo do RNAm responsavel pela sintese de BMALL1 (figura 5 e 6) (27, 31, 49).
Um segundo loop de feedback também tem sido identificado, envolvendo a
transcricdo Rev-erb a e a repressdo da transcricio do BMALL. A expressédo e
supresséao da transcricdo e a formacéo destes genes e seus heterodimeros de forma
sequenciada resulta na ritmicidade de 24h (5). O produto final deste ritmo génico é
uma saida neural que conecta o NSQ através de uma via polissinaptica a coluna
intermediolateral da medula e dai para a saida autonémica simpdética, a saida
neural. Os ndcleos enviam informacdes ritmicas, com um periodo de
aproximadamente 24h. Na fase claro, o sinal esta “OFF”, e na fase escuro o sinal
esta “ON”. Portanto, estas fibras conduzem o periodo correspondente ao escuro, ou
a noite subjetiva, quando o sujeito € mantido em escuro constante. Existe tambéem
uma saida humoral. Fibras que se originam no ganglio cervical superior (um ganglio
simpético) inervam diretamente a glandula pineal. A liberagdo dos
neurotransmissores noradrenalina e ATP promove a sintese de melatonina, que é

sintetizada apenas na fase escura (27).

Este heterodimero esta vinculado a sequéncia de DNA e estimula a

transcricdo de producéo de genes que regulam positivamente a trancricao de genes
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relacionados ao comportamento, ao metabolismo e a manutencdo do estado
fisiologico. Além disto, BMAL1 é um fator de transcricAo que controla o ritmo
circadiano e contribui para o controle da adipogénese e da atividade do metabolismo
lipidico e da maturidade dos adipécitos. O nivel de RNAm do BMAL1 aumenta
durante a adipogénese. BMALL1 esta relacionado em induzir e promover a ativacao
de muitos fatores envolvendo a lipogénese nos adipdcitos 3T3-L1. A maximizacao
da expressdo do BMALL1 nos adipdcitos aumenta a atividade da sintese dos lipidios,

estando envolvidos na regulacéo, diferenciacdo e maturidade destes (1).

O heterodimero CLOCK-BMALL1 ativa a transcricdo a partir de elementos da
ligacdo com o E-box (Enhancer Box), sequéncias nucleotidicas de DNA encontrados
em regides promotoras, agindo no sitio de ligacdo de fatores de transcricdo. O alelo
negativo dominante do CLOCK mutante e o heterodimero BMAL1 formados se ligam
ao DNA, sem conseguir ativar a transcricdo. Assim, o heterodimero CLOCK-BMAL1
parece conduzir por oscilacdes de transcricdo o componente positivo, que faz parte
da base da ritmicidade circadiana (48). Ambas as proteinas possuem um dominio de
base bHLH e dois dominios PAS necessérios para a ligacdo ao DNA e de
heterodimerizacdo (46). Animais com o gene BMALL1 ndo funcionante (animais
knock-out BMAL1) tornam-se totalmente arritmicos em escuro constante e com a

atividade locomotora prejudicada em condi¢cdes normais de luminosidade (48).

Genes oscilatorios
(Nivel RNA/Proteina oscila)

Inibem a sua prépria transcri¢cao
AN

Regula a transcricdo através

da inibicao da atividg

Represséo do loop

Ativa a transcri

Genes que regulam a transcri¢do

através da inibicdo da atividade

Interagem com o E-box na regido promotora de genes

gue controlam o reldgio e dirigem a transducéo positiva do loop
Figura 5. Transducéo e transcrigdo. (Adaptado de Jacob Richards and Michelle L. Gumz, 2012)
(28).
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2.3.3 Period (Per)

A descricdo completa e a caracterizacdo do gene Perl em mamiferos foi feita
por Tei et al. (1997) (50). Em 1998, Takumi et al. (51) isolaram o segundo gene Per
em mamiferos (Per2) — semelhante ao gene Perl — e também o0 outro gene desta

familia, em mamiferos, o Per3 (29, 52).

S&o proteinas bastante complexas, consideradas como elementos negativos
do relégio molecular por suas atividades repressoras. Possuem locais de ligacdo de
caseina quinase (CK) na sua regido central. Atualmente tem sido sugerido que estas
células podem estar envolvidas em um importante papel: no crescimento de células

e parecem funcionar como supressores tumorais (25).

2.3.3.1 Perl

Foi o primeiro da familia a ser identificado em camundongos homologos dos
genes das Drosophilas como parte de uma busca do cromossoma 17 em humanos
(53). Sua importancia esta relacionada com a possibilidade de ser um sensor
integrador das variacdes fisiolégicas do organismo com o objetivo de ajustar o
relogio para o ambiente. Além disto, a regulacdo deste gene € considerada
fundamental nas adaptacfes rapidas as modificagbes ambientais, podendo ser

modulada pela ingestéo de alimentos (54).

2.3.3.2 Per2

A proteina Per2 é estabilizada pela associacdo com o Cry. E expresso no
cérebro e também em tecidos periféricos. Entre suas fun¢des esta a regulacado dos
processos bioldgicos por diferentes caminhos e influencia varios ciclos celulares e a
apoptose (55). Outra caracteristica importante € que na auséncia de qualquer fator
ambiental o Per2 aumenta o ritmo circadiano, estimulando a transcricdo do gene que
conduz o BMAL1 para a dimerizagdo com o rel6gio e com a reindugdo de um novo
ciclo circadiano. Achados indicam que o Per2 estd associado a matutinidade (56).
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Outra caracteristica associada ao Per2, é que ele tem um papel protetor na

susceptibilidade para o alcool e a patologias relacionadas com dependéncias (57).

2.3.3.3 Per3

O Per3 é um dos homélogos do gene do relégio da Drosophila em humanos e
€ considerado como um possivel candidato envolvido nas desordens do sono
relacionadas ao ritmo circadiano. Além disto, as evidéncias demonstram que este
gene esta associado com cronotipo matutino como foi demonstrado em um estudo

brasileiro realizado por Pereira et al. (2005) (58).

2.3.4 Cryptochrome-like protein (Cry)

Estes genes derivam de uma vasta familia de photolyases, moléculas
fotoativas que utilizam a luz para a reparacdo do dano ultravioleta (UV) no DNA.
Sofreram evolugbes e atualmente estdo presentes em todo o reino bioldgico.
Codificam duas flavoproteinas membros da familia de receptores de luz azul em
plantas. Foram descobertos através de estudos de germinacdo da planta
Arabidopsis thaliana. Ritmicamente acumulam e formam um complexo repressor

interagindo com o CLOCK-BMALL1 para inibir a sua propria transcricéo (57).

Em mamiferos, estes genes foram primeiramente classificados como
possiveis candidatos para fotorreceptores circadianos. Posteriormente foi
demonstrado que estes genes tém um papel independente da luz no sistema
circadiano de mamiferos (59). De acordo com a sua atuacao no sistema circadiano,
0s criptocromos encontrados nos animais podem ser divididos em dois grupos. O
grupo | é representado pelos criptocromos sensiveis a luz que agem como
fotopigmentos circadianos em Drosophilas e em outros insetos. J& os criptocromos
tipo 1l estdo representados por agueles que nao respondem a luz, agem como genes
de reldégio e funcionam como repressores da transcricdo génica como, por exemplo,
em camundongos, humanos e outros vertebrados. Estes Ultimos sdo essenciais para

a regulacdo molecular do sistema de temporizacdo e estdo envolvidos com a
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regulacdo do periodo enddégeno e com a sincronizacédo ao ciclo claro-escuro, com
potencial para detectar ndo s6 a luz, mas também do estado de reducéo-oxidacao
(redox) e o campo geomagnético (60).

Cryl e 2 sdo proteinas dos géneros | e Il. Estruturalmente, a principal
diferenca entre Cryl e Cry2 € o seu terminal-C com diferentes extensdes, sugerindo
que cada dominio do terminal C tem um papel especifico na regulacdo funcional de
cada Cry (46).

2.3.4.1 Cry1l

E essencial para o braco negativo do circuito circadiano de retroalimentacao.

2.3.4.2 Cry2

E altamente expresso no cérebro. Tem um efeito inibitério dependente da
dose ativada de BMALL.

2.3.5 Timeless (TIM)

TIM é o homologo das Drosophilas em humanos, € o0 mais controverso do
sistema de temporizacdo dos mamiferos e a sua funcdo ainda nao esta clara. Foi
identificado em 1998, entretanto ainda ndo foi possivel demonstrar um padrdo de
oscilagdo que pudesse caracterizd-lo como um gene do relogio. Alguns autores
sugerem que ele seja um importante componente molecular do relégio circadiano
embora ndo seja alterado pelos pulsos de luz capazes de alterar o comportamento
circadiano. Gotter et al. (2000) propuseram que o gene TIM é essencial para o
desenvolvimento embrionario, mas néo para a fungéo circadiana em mamiferos (61).
Entretanto, para Barnes et al. (2003), a expressdao de TIM no NSQ de ratos
demonstra a importancia deste como um dos componentes centrais do relogio

molecular dos mamiferos e que o TIM seja necessario para a ritmicidade, ja que,
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participa como homdlogo no feedback negativo do rel6gio molecular dos mamiferos
(62).

O estudo de Utge et al. (2010) demonstrou uma relagao significativa entre um
polimorfismo do alelo TIM com depresséo e fadiga, bem como as variacbes sazonais
de humor, duracdo do sono, nivel de energia e atividade social em mulheres.
Também encontraram uma associa¢do com depresséo, despertares muito cedo pela
manha e fadiga no sexo masculino. Algumas evidéncias confirmam a interacao entre
genes circadianos atemporais e depressdao, podendo estar relacionados com
problemas de sono. Estes resultados corroboram com a ideia de que genes
circadianos estdo ligados a depresséo (independente do sexo) e com regulacdo
deficiente do sono (63).

2.3.6 Novos genes envolvidos na regulacao da ritmicidade circadiana

2.3.6.1 Fatores de transcri¢cao: Caseina quinase CKe e CK16

O papel da enzima caseina quinase esta descrito como um dos fatores de
transcricdo importantes na mediacdo de processos locais dentro de um tecido
especifico. Os subtipos desta enzima (CKe e CK18) envolvidas na fosforilagdo das
proteinas do relégio geram um loop autorregulador pdés-transcricional
desestabilizando e promovendo a translocacdo das proteinas Per para o nucleo,
diminuindo drasticamente o periodo circadiano enddgeno. Estas enzimas foram
localizadas em uma mutacgdo tau (que apresentam um periodo circadiano curto) em
hamsters. A analise bioquimica desta enzima mutante revela diferencas marcantes
na velocidade méaxima da enzima e o estado autofosforilagdo desempenhando um
papel significativo no retardo negativo do sinal de retorno dentro do laco de
transcricdo-traducao autorreguladora que compde o mecanismo circadiano (64). Em

mamiferos parece regular a fosforilacdo de Cry por CK16 (65).
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2.3.6.2 Fatores de transcricéo basic helix-loop-helix: Decl
(Stral3/Sharp2/BHLHB2) e Dec2 (Sharpl/BHLHB3)

Considerados novos genes, sao fatores de transcrigdo circadianos expressos
no NSQ da base helix-loop-helix (bHLH) que agem como reguladores negativos do
reldgio molecular, reprimindo a inducéo da ativacédo do gene Perl em camundongos
pelo heterodimero CLOCK-BMALL por meio de interacdes diretas com a proteina
BMALL e/ou competicdo por elementos no E-box. Como a expressdo de Dec é
autorregulada pelos heterodimeros CLOCK-BMAL1, parecem ser componentes
importantes de um retorno autorregulatério de um circuito adicional que se encaixa
com um ciclo de feedback de oscilacdo circadiana, principalmente por ativar a
producdo de BMAL1 (66).

2.3.6.3 Hormonios Orfaos de Receptores Nucleares

2.3.6.3.1 Rev-Erb a

Esta proteina € membro da familia Rev-erb A de receptores nucleares,
executando um papel repressor transcricional. Em mamiferos, a Rev-erb a é
altamente expressa no figado, no musculo esquelético, no tecido adiposo, no
cérebro e participa no desenvolvimento e regulacdo circadiana destes tecidos. Foi
descrita como um inibidor negativo que codifica um receptor nuclear 6rfao da
transcricdo de CLOCK-BMALL. Esta proteina também pode mediar a expresséo de
genes repressores atraveés da sua capacidade de se ligar e reprimir a transcricdo de
genes de sequéncias Retinoic Acid Receptor-related Orphan Receptor Response
(ROR) (67).

No que diz respeito ao metabolismo e sua relagdo com o sistema circadiano,
BMAL1 modula, em conjunto com os receptores ativados pelos proliferadores de
peroxissomas a (PPARa) e o receptor coativado pelos proliferadores de
peroxissomas gama 1 - a (PGCla), a transcricdo através do circuito de
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retroalimentacdo indicando que o Rev-erb a é um ponto nodal para a entrada

metabdlica no relégio (22).

2.3.6.3.2 Ror a (Retinoic Acid Receptor-related orphan receptor a)

S&8o membros da familia de receptores nucleares de fatores de transcricao
intracelulares (RAR-related orphan receptors (RORES)). Ha trés subtipos de Rors:
ROR a (NR1F1, RORA ou RZRa), ROR B (NR1F2, RORB ou RZRB) e ROR vy
(NR1F3, RORC, TOR). ROR a esta presente em varios 6érgdos como cérebro,
coracdao, figado, testiculos e pele. Exibe um robusto ritmo circadiano no NSQ, mas
apenas uma ligeira oscilacdo € observada em tecidos periféricos. ROR B €
encontrado nas areas de processamento sensorial do SNC como a glandula pineal e
a retina. ROR vy é altamente expresso em tecidos como o timo, figado (hepatdcitos),
rins, coracao, pulmao, etc., participando dos mecanismos dos relogios periféricos,
porém ndo € expresso no NSQ. Cada um é codificado por um gene distinto (RORA,
RORB e RORC respectivamente) (25).

Estdo implicados na regulacdo de diversas vias metabdlicas, homeostase
energética, e timopoiese. Além disto, regulam a expressado de varios componentes
do relogio circadiano e podem desempenhar um papel na integracdo do relogio
circadiano e o padrdo de expressao ritmica. Tem a funcao de ativar a transcri¢cdo do
gene BMALL no NSQ, funcionando como um regulador positivo de alga (68).
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Figura 6. Relogio circadiano em mamiferos. Os dois circuitos (linhas azuis e laranjas) convergem

para os ativadores de transcricdo BMAL1 e CLOCK-BMALL. (Adaptado de Albrecht et al.,2008) (44).



a7

2.4 EXPRESSAO GENICA

Independentemente da localizacdo, os mecanismos que os reldgios bioldgicos

geram sdo basicamente os mesmos em todas as espécies (65).

Expressbes génicas j4 foram descritas previamente em ratos, em Varios
tecidos, como no tecido adiposo (26), figado, colon, estdbmago (69) e em leucécitos
mononucleares periféricos. Fukuya e col. (2007) compararam a expressao génica do
relogio em leucdécitos e homozigotos de Cryl em ratos que apresentaram
deficiéncias na funcdo do relogio circadiano. Paralelamente, também, examinaram
em humanos a expressdo do RNAm em Perl, Per2 e BMAL1 em leucdcitos
periféricos. As conclusfes deste estudo sugeriram que a expressdo do RNAmM no
Perl em leucdcitos periféricos poderiam servir como um marcador molecular para

investigar a relevancia funcional do sistema de reldgio circadiano em humanos (70).

Em humanos, a expressao génica dos genes do reldgio ja foi estudada na
pele (queratindcitos, fibroblastos, melandcitos), nos queratindcitos da raiz do cabelo,
na mucosa oral, nas células do musculo liso vascular, nos leucocitos mononucleares
periféricos, nos glébulos brancos polimorfonucleares, e demais células do sangue,
na mucosa intestinal em biopsia para diagnostico de cancer de célon e em tecidos
da glandula pineal (71). As células mononucleares de sangue periférico séo
consideradas ideais para a investigacdo dos genes do relégio por ndo apresentaram

carater invasivo.

Os genes CLOCK, BMAL1, Cryl e Per2 sao partes importantes do relégio
circadiano de mamiferos. Demonstram variacdes circadianas diarias. No NSQ os
genes CLOCK, Cryl and Per2 exibem um pico durante a fase clara, enquanto que o
gene BMAL1 demonstra-se em oposi¢do de fase e seu pico se da no periodo da
noite. Em tecidos periféricos, estes ritmos apresentam-se com um atraso de varias
horas (cerca de 12h) em realcdo ao NSQ, mas mantém uma fase relacionada
semelhante (29, 30). A relacdo entre os genes do relégio € especifica em células
mononucleares de sangue periférico e é reconhecida como tendo uma grande

variacdo de fase, em comparacdo com outras células de outros tecidos. Na literatura
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foi possivel encontrar varios estudos demonstrando estas variacfes na acrofase da

expressao destes genes (Quadro 1 - Apéndices).
2.4.1 Expressao génica de BMAL1

Um estudo avaliou a expressdo dos genes do relégio em 24 sujeitos
saudaveis e evidenciou que a acrofase de BMAL1 encontrou-se perto das 15h (72).
Outro estudo avaliou a expressdo génica em cinco sujeitos saudaveis que foram
submetidos a trocas de horario para dormir (noite pelo dia) e encontrou o pico da
expressdo as 8h para o horario de sono durante a noite e as 14h30min para o
periodo do sono durante o dia (73). Takimoto et al. (2005) (74) demonstram uma
grande variacéo do pico da expresséo na coletas de dados de 12 homens, mas com
um pico maior as 14h. Ja Ando et al. (2009) (75) verificaram em 2 estudos a
acrofase da expressdo de BMAL1. No estudo 1 avaliaram 14 sujeitos, 8 com
diabetes tipo 2 (DM2). Estes apresentaram ritmicidade circadiana, mas com menores
niveis de expressao. A acrofase ocorreu pela manha perto das 9h para os diabéticos
e as 22h para os nao diabéticos. O estudo 2 realizado em 12 homens com DM2 e 14
do grupo controle também apresentou ritmicidade circadiana com menores niveis de
expressao nos portadores de DM2. Outro achado importante neste estudo foi que
quanto maior o nivel de hemoglobina glicada, demonstrando um pobre controle
glicémico, menor a expressdao dos genes do relégio. Um estudo conduzido por
Cermakian e Boivin avaliou a expressdo de genes em seis pessoas saudaveis
conservando o ritmo claro/escuro e em condi¢cdes controladas (luz constante no
periodo de sono) e conclui que a expressdo de BMAL1 demonstrou a maior
oscilagdo a noite (perto de 22h) em condi¢cdes normais de sono durante a noite e
perto das 15h em exposicdo a luz (76). Teboul et al. (2005) estudaram
individualmente a expressao génica de 10 homens que mantinham a sua atividade
diaria e eram analisados em ambiente hospitalar durante a noite. Foi encontrada
uma grande oscilacdo durante todo o dia com horérios de picos maiores perto das
10h e 21h30min (77). (Quadro 1 - Apéndices).
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2.4.2 Expresséao génica de Cryl

Para avaliar a expresséo génica de Cryl, foram encontrados poucos estudos.
Um deles, o estudo de Lamont et al. (2007) que resume uma serie de estudos de
expressao génica em varias células em humanos, referem que o Cryl apresenta um
pico durante a fase de luz no NSQ. Em célculas periféricas mononucleares esses
ritmos estdo em atraso de fase por varias horas (71), entretanto apresentam
ritmicidade variada conforme demonstraram Kusanagi et al. (2008) em seu estudo
com oito homens jovens analisados durante sete dias com rotinas regulares e
expostos a luz constante. Dos sujeitos analisados, somente dois demonstraram
ritmicidade no Cry1 (78). (Quadro 1 - Apéndices).

2.4.3 Expressao génica de Per2

Para o Per2 foram encontradas sete evidéncias demonstrando que o pico de
expressao do gene se da no inicio do dia entre 6 e 8h (72-76, 78, 79). Também
foram encontrados outros resultados como 10h30min em cinco homens analisados
(77) e 00h20min em dois sujeitos (79). Este gene parece demonstrar variagdes muito
pequenas em sua expressao ao longo do dia, confirmando ser, entre os genes do
reldgio, os com menores variagcbes nos horarios estudados. (Quadro 1 -

Apéndices).

O quadro 1 do Apéndice contém um resumo de artigos que demonstram o0s
diferentes horarios das acrofases da expresséo génica de BMALL, Cry 1 e Per 2 em

células de sangue periférico em humanos.
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2.5 METABOLISMO

A ligacéo entre o reldgio circadiano molecular e metabolismo foi descoberta
por Turek et al. (2005) em ratos mutantes que demonstraram hiperfagia, obesidade,
hiperleptinemia, sindrome metabdlica, dislipidemia, esteatose hepéatica, hiperglicemia
e hipoinsulinemia. Os autores, ao analisar ratos mutantes que demonstraram ter um
aumento significativo de atividade durante a fase clara e uma mudanca no padréo
temporal de atividade durante a fase escura (estes animais sdo noturnos),
descobriram que estes tiveram o ritmo de alimentagdo noturna atenuada, assim
como o ritmo do consumo de energia. O ganho de peso destes animais foi maior,
independente do tipo de dieta consumida, mas principalmente quando consumiram
uma dieta rica em gorduras e tiveram com istso um aumento significativo da massa
gorda. Estes resultados sugeriram que 0S genes do reldgio circadiano
desempenham um papel importante no equilibrio energético dos mamiferos (80).

A integracdo dos sistemas circadianos com o ambiente de iluminagdo (ou a
auséncia desta) envolve uma rede amplamente distribuida de relogios localizados no
cérebro e em tecidos periféricos (3). Ja esta claro que os transcritos circadianos,
reflexo direto da expresséo génica, sdo expressos ritmicamente e participam de vias

metabdlicas contribuindo para a sua normalidade e regulacao (25).

Esta bem estabelecido que horménios como os glicocorticéides (81), a
vasopressina (32), o horménio adrenocorticotrofico (ACTH) (82) e o hormdnio
estimulante da tireoide (TSH) (83), apresentam pronunciados ritmos circadianos
(84), assim como a adiponectina, a insulina, a leptina, o inibidor do ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1). A pressao arterial (PA) em seres humanos também é
conhecida por apresentar variacao circadiana (85). A exemplo disto podemos citar
as doencgas especificas, como o infarto do miocéardio, 0 edema pulmonar, as crises
hipertensivas, a asma e a rinite alérgica que apresentam picos de ocorréncia em

determinados horarios do dia (1).

O sistema enddcrino e o seu papel na secre¢cdo de hormonios sdo elementos

cruciais dos ritmos circadianos nos relégios centrais e periféricos (28). A maioria das
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evidéncias sugere que os reldgios sdo necessarios para o funcionamento adequado
dos tecidos. O reldgio central sincroniza os reldgios periféricos através de fatores
humorais. Esta relagdo entre o metabolismo e os reldgios circadianos ndo é
unidirecional, pois os dois processos sao interligados (24), levando-se em conta que
0s principais componentes da homeostase energética, tais como o0 metabolismo da
glicose e dos lipidios da alimentacdo, estdo sujeitos aos ritmos circadianos. Assim
sendo, o reldgio circadiano modula o metabolismo de energia através do controle da
expressdo e atividade de diversas enzimas e de sistemas de transporte e de
receptores nucleares envolvidos no metabolismo destes nutrientes, sendo capazes
de transmitir informacdes sobre o seu estado celular metabdlico para o relogio
circadiano através de varios sensores (3, 4). Assim sendo, € possivel compreender
que os componentes do relégio molecular sdo sensiveis aos nutrientes circulantes
(6), aos hormonios relacionados com a alimentacdo (como insulina, grelina e
leptina), ao estado redox e de energia, e aos componentes celulares (86). Pesquisas
recentes sugerem que 0s sinais metabdlicos podem agir através de receptores
hormonais nucleares (NRs) que participam diretamente na regulagdo da maquinaria
circadiana (87). Em condi¢des continuas de disponibilidade de alimentos, o relogio

do NSQ define os reldgios periféricos e as suas fases.

A arquitetura do sistema circadiano e sua relagcdo com o controle da
alimentacao estdo demonstradas na figura 7. No cérebro, muitos centros neurais de
alimentacdo recebem informacdes temporais do NSQ (entradas em vermelho), e
apresentam capacidade local para as funcdes do relogio (representados por
robustos osciladores circadianos semiautbnomos, em amarelo), ou por fracos
osciladores (em roxo). Esta rede neural esculpe o0s principais sistemas a partir do
relogio central, incluindo projecdes autondmicas e a liberacdo de hormdnios
neuroendocrinos para conduzir os ritmos da alimentacdo. Também sincroniza 0s
relégios periféricos para a alimentacdo e modula a sensibilidade de 6rgdos para
sinais hormonais ou de nutrientes. As mensagens neuronais e hormonais dos 6rgaos
periféricos retornam ao cérebro podendo atuar como incorporadores dos relégios
neurais. Um dos exemplos a ser citado é a corticosterona que representa um grande

sinal de arrastamento para rel6gios centrais e periféricos (86).
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Figura 7. Sistema circadiano e alimentagdo. Abreviaturas: AA, amino&cidos; AD, glandula
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adrenal; AMY, a amigdala; ARC, nucleo arqueado; BAT, tecido adiposo marrom; BNST, nlcleo da
estria terminal; CB, cerebelo; CX, cértex; DMH, hipotalamo dorsomedial; DMV, nlcleo dorsal nervo
vago; DRN, nicleo dorsal da rafe; FA, acidos graxos; HB, glandula pineal; IGL, folheto
intergeniculado; HIP, hipocampo, IGL, folheto intergeniculado; IML, colunas intermediolaterais; LH, o
hipotalamo lateral; MRN, ndcleo mediano da rafe; NAC ndcleo accumbens; NTS, ndcleo do trato
solitario; OB, bulbo olfatério, PC, cortex piriforme; POA, area pré-optica; PVN, nucleo paraventricular
do hipotalamo; SPZ, zona subparaventricular; VLM, bulbo; VMH, hipotalamo ventromedial; VTA, area
tegmental ventral; WAT, o tecido adiposo branco. (Adaptado de Bechtold, D e Loudon, A. 2013) (86).

Por outro lado, os sinais produzidos pela a alimentagdo também sincronizam
0s varios relégios periféricos, tais como os do figado, pancreas, rins, coracao, trato

digestorio, entre outros, tornando concreta a hipotese de que existam dois relégios
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diferentes: o relogio da luz e o da alimentacdo. Na maioria dos seres vivos 0s sinais
de alimentacdo estéo sincronizados com o ritmo claro-escuro (28). Em contraste, o
NSQ é sincronizado apenas pela luz, e ndo pela alimentacdo, evidenciando assim
que a alimentacdo pode desaclopar os relégios periféricos a partir do NSQ. Esta
sincronizacdo com o ambiente é um requisito fundamental para a sobrevivéncia de
muitas espécies. Os zeitgebers podem sincronizar diariamente o0s sistemas
enddgenos com as pistas ambientais. Entre eles podemos citar a alimentacdo
(também considerada um forte zeitgeber dos relégios periféricos), a disponibilidade
de alimentos, os niveis de glicocorticoides, a temperatura, a luz, entre outros que
sdo capazes de influenciar os reldgios periféricos (4). Desde modo, a alimentacéo
em conjunto com os estimulos ambientais, também coordenam os genes do reldgio.
Esses osciladores podem arrastar os ritmos, respondendo a estimulos extrinsecos.
O reldgio central coordena os relogios periféricos através de sinais enddcrinos e da
inervacdo autondémica. A saida do relogio inclui respostas comportamentais e
metabdlicas, tais como alimentag&o, sono-vigilia, secrecdo hormonal e homeostase

metabdlica (figura 8) (4).
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Figura 8. Estimulos ambientais. (Adaptado de Ramsey, K. M., B. Marcheva, et al., 2007) (4).
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A oscilacdo intrinseca dos relogios nas células do figado pode ser arrastada
pelos alimentos, enquanto que, a oscilacdo cerebral do reldgio é resiliente e é
arrastada principalmente pela luz. E importante compreender que o acoplamento
entre os sistemas circadianos e metabolicos encontram-se mutuamente regulados;
os alimentos arrastam o relégio do figado, enquanto que os pulsos de luz através
dos relégios do cérebro controlam o tempo de alimentacdo (22). Um dos exemplos a
ser citado é a ritmicidade da expressao génica no figado que sdo dependentes do
relogio hepatico nos metabdlitos envolvidos com a gliconeogénese, com o
metabolismo lipidico e com a fosforilagdo oxidativa. Estudos experimentais
demonstraram que uma lesdo neste relégio tem a possibilidade de alterar
profundamente a homeostase da glicose porque o figado ndo é mais capaz de lidar
com os padrdes ritmicos de alimentacdo. Outro aspecto a ser citado € que uma dieta
rica em gordura ndo afeta os perfis da expresséao dos genes como BMAL1 e Per2 no
hipotalamo mediobasal, entretanto pode atenuar a expressdo circadiana desses

genes no figado e no tecido adiposo (88).

Entdo, em resumo, as altera¢des nos horarios de alimentacdo podem alterar a
relacdo de fase entre o relogio central no NSQ e os relégios do figado. Esta
informacdo sugere que as alteracbes no ritmo de alimentacdo podem causar
alteracdes no metabolismo afetando o sistema circadiano, j& que uma das principais
tarefas dos osciladores circadianos das células do figado (e talvez em outros tipos
de células periféricas) pode ser a de prever e adaptar as condi¢cdes fisiologicas
necessarias para o processamento de alimentos (6). Alteracdes grandes e rapidas
no sistema circadiano em mamiferos requerem varios dias para realizar estas

adaptacdes no fotoperiodo.

Estudos experimentais confirmam que, quando a alimentacéo esta disponivel
apenas por um periodo limitado em cada dia, os ratos aumentam a sua atividade
locomotora de 2 a 4h antes do inicio da disponibilidade de alimentos. Este
comportamento antecipatorio ocorre também em outros mamiferos e aves, sendo
acompanhado pelo aumento da temperatura corporal, da secrecdo cortico-adrenal,
da motilidade gastrintestinal e da atividade das enzimas digestorias. O arrastamento
antecipatério da locomocao pela restricdo alimentar (RA) ocorre independentemente

do ciclo claro/escuro, ou sob luz constante, ou em animais com lesdo no NSQ,
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sugerindo que os osciladores circadianos que se arrastam por restricdo alimentar
sdo distintos daqueles que sdo arrastados pela luz (2, 35). E provavel que o
mecanismo que repde diretamente a expressdo do gene nos tecidos periféricos
durante a alimentacao restrita seja a atividade metabdlica, ou seja, as proporcoes
modificadas de NAD/NADH e de NADP/NADPH, que atuam ao nivel da transducao
(89).

Outros estudos demonstraram que, apesar dos efeitos marcantes na
mudanc¢a no comportamento, no padrédo de atividade e da alimentacdo, quando 0s
ratos foram submetidos a restricdo alimentar, o ritmo de fase do NSQ nao foi afetado
e permaneceu bloqueado para o ciclo de luz, mesmo depois de muitos dias de
restricao alimentar. Estes resultados sao consistentes e demonstram que a restricao
alimentar ndo arrasta as multiunidades de atividade neuronal no NSQ e suporta a
nocéo de que o arrastamento dos ciclos de disponibilidade de alimentos ndo envolve
diretamente o NSQ. Entretanto, no figado, houve um arrastamento significativo,
sugerindo que este pode ter uma capacidade Unica de se adaptar temporalmente
para alteracbes no padrao de alimentacéo (2).

Indmeras projecbes do NSQ do hipotdlamo para varios grupos de células
expressam neuropeptideos orexigenos e anorexigenos. Dentro do ndcleo arqueado,
0S neurdnios expressam 0s neuropeptideos Y (NPY) (orexigenos que apresentam
um ritmo diurno pronunciado) e a proteina Agouti relacionada (NPY/AgRP). Além
destes, os anorexigenos pro-opiomelanocortina e os peptideos da transcricdo
reguladora de anfetamina/cocaina (POMC/CART) formam conexdes reciprocas com
células localizadas no NSQ. O NPY/AgRP e POMC/CART expressam neurdnios e
projetam neurdnios do NSQ para os corpos celulares dentro do nucleo
paraventricular e a area lateral hipotalamica que modulam o sistema nervoso
autbnomo, o ritmo sono-vigilia e o ritmo do comportamento. Os sinais peptidicos de
dentro dos neurdnios NPY/AgRP e POMC/CART influenciam a manutencao do peso
corporal a longo prazo. Entretanto ainda pouco se sabe sobre a modulagéo
circadiana de sinalizacdo dentro dessas células (3). Outro fator € a grelina,
secretada 1h antes das refeicdes regulares por células oxinticas do estémago,
levando a ativacdo de seus receptores NPY/AgRP expressos principalmente em

neurénios do nucleo arqueado. Neste sentido, a grelina afeta ndo somente o0s
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centros de integracbes metabolicas do cérebro, mas também o sistema circadiano

principalmente no fenbmeno antecipatério da alimentacao (90).

As projecBes originarias do NSQ fazem sinapse diretamente com os
neurénios produtores de orexina (ORX) dentro da area lateral hipotalamica. Estes
neurbnios sao importantes no metabolismo da glicose periférica e também
participam da homeostase do peso em longo prazo. Finalmente, a sinalizagao
dopaminérgica nos neurdnios da area tegmental ventral esta implicada em sistemas
de recompensa associados a alimentacéo. Este valor de recompensa de alimentos e
suas propriedades motivacionais sdo importantes no arrastamento alimentar,
sugerindo que a unidade hedobnica pode exibir similarmente uma variagéo corporal

circadiana (3).

O metabolismo € coordenado e regulado por diferentes 6rgaos / tecidos em
todo o organismo. Esta regulacdo metabdlica aparentemente coordenada é
essencial para a manutencdo da homeostase sistémica, especialmente o
metabolismo energético. A comunicacdo metabdlica entre 6rgdos / tecidos e a
integracdo de informagéo metabdlica em varios tecidos, parece ter importancia na
perturbacdo deste sistema de controle podendo evoluir para o desenvolvimento de

desordens metabdlicas (91).

A figura 9 descreve os reldgios centrais e periféricos que coordenam pistas
externas através do comportamento e de saidas metabdlicas. A luz arrasta o relégio-
mestre no NSQ que sincroniza 0s mecanismos externos ao NSQ assim como 0s
relogios periféricos. As saidas de relogio central inlcuem os ritmos do
comportamento como 0 sono e a alimentacdo. As saidas dos reldgios periféricos
incluem ritmos metabdlicos como a homeostase da glicose e de lipidos. A
organizacao hierarquica dos relégios dos mamiferos, destacada pela regulacdo de
relogios "ndo autdnomos" dos tecidos periféricos, denota a regulacdo dos
osciladores dos tecidos periféricos, que atuam através de sinais neurais e humorais.
A regulacdo "autbnoma" indica a regulacdo intrinseca dos osciladores celulares

locais independentemente do reldgio central.
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Figura 9. Reldgios circadianos e metabolismo. Abreviaturas: PVN, nicleo paraventricular; PIT,
hipéfise; ARC, ndcleo arqueado, LH, hipotalamo lateral. (Adaptado de Bass, J. and J. S. Takahashi,
2010) (22).

2.5.1 Impacto da dieta na construcédo dos ritmos circadianos

Varios estudos tém identificado que um simples nutriente € capaz de provocar
ou restabelecer mudangas nos ritmos circadianos, tais como a glicose (92), os
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aminoacidos, o sodio, o etanol, a cafeina, a tiamina e o acido retindico, entre outros

(33), conforme o artigo de reviséo de Froy, 2010 (33).

Andlises moleculares recentes descobriram variacfes de 24h na expressao
do RNA que codifica os genes envolvidos na lipogénese, catabolismo lipidico,
metabolismo de esterdides e gliconeogénese, sugerindo que a capacidade das
células de participarem da utilizagdo de energia e/ou armazenagem pode estar
intimamente ligada com a periodicidade da transcricdo do RNA programado pelo
relogio circadiano (86). A conclusdo destes estudos, onde a obesidade foi induzida
por dieta, sugere que o estado nutricional afete o controle do relégio circadiano (88).
Além disto, interagbes dinamicas garantem que o metabolismo energético é
coordenado por um padréo temporal adequado e que o controle circadiano também
estd sujeito a modulacdo do estado de energia do organismo. Perturbacdes no
relogio circadiano ou no metabolismo podem levar ao desarranjo de um ou do outro,

predispondo a desordens metabdlicas, tais como obesidade e DM2 (3).

2.5.2 Composicao da dieta

Existem duas maneiras principais pelas quais a informacé&o metabolica pode
chegar ao NSQ: pelo sistema nervoso autbnomo via simpatico e parassimpatico,
controlando os tecidos periféricos, principalmente pelo o ciclo de atividade / repouso,
que por sua vez, determina o ciclo de alimentacdo diaria. A outra maneira é via
hormonal ou através dos nutrientes, tais como a glicose, que atravessam a barreira

hematoencefalica.

2.5.3 Glicose

O controle glicémico exige tanto a acdo do NSQ quanto a de um relégio local
no pancreas para controlar a acao da insulina, assim como o metabolismo do tecido
adiposo (93). O controle circadiano do metabolismo da glicose foi reconhecido desde
0s primeiros estudos (4). Estes demonstraram variagdes no metabolismo da glicose

e na acdo da insulina ao longo do dia, comprovando que a tolerancia oral a glicose
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esta diminuida no periodo da tarde e a noite quando comparada com o inicio do dia.
(92, 94). Este efeito esta implicado com o ritmo circadiano da sensibilidade a insulina
(95) nos tecidos periféricos assim como a secrecao de insulina. Autores concluem
que € possivel afirmar que em pacientes com DM2 ha perda da ritmicidade
circadiana da secrecdo de insulina e da tolerancia a glicose, indicando que exista

uma forte relagdo entre os ritmos circadianos endodgenos e o diabetes (33).

Outro fator relacionado com o nivel da glicose é o gene que codifica o
receptor de melatonina 1B que, em humanos, influencia os niveis de glicose no
plasma em jejum. Por este motivo, a melatonina é conhecida por potencializar a
transducéo do sinal de insulina de células no sistema nervoso central e dos tecidos
periféricos além de regular o ritmo diério da secrecdo de insulina e sua acao (96,
97). Estudos in vitro descrevem que a melatonina tem a capacidade de estimular a
captacdo de glicose pelos adipdcitos e células musculares além de estimular a
expressdo de leptina. Além disto, varios estudos tém demonstrado que a remocéo
cirirgica da glandula pineal provoca intolerancia a glicose, devido a auséncia de
melatonina (98).

2.5.4 Lipidios

O estado metabdlico realimenta o rel6gio, de modo que o comportamento da
alimentacdo arrasta diretamente a funcdo relégio molecular. Dietas inadequadas
(entre elas as com excesso de gordura) podem perturbar os relégios, alterando os
ritmos circadianos do comportamento e de expressao dos genes que controlam a
utilizacdo de combustivel no hipotalamo, no figado e no tecido adiposo (88). Estudos
demonstraram que as alteracdes causadas pelo acumulo de gordura nos 6rgaos
intra-abdominais, como no tecido adiposo visceral e no figado, sdo capazes de
enviar sinais neuronais para o cérebro, levando a modulagcdo do comportamento
alimentar e do tdnus simpatico eferente (99). Uma dieta muito rica em gordura pode,
além da ruptura da expressao do gene do reldgio, inzuir a um atraso de fase dos

genes controlados pelo relogio central (100).
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No tecido adiposo (TA) os genes do relégio sdo capazes de regular a
expressdo de algumas adipocitocinas de um modo ritmico-dependente, pelo menos
ao nivel de RNAm, pois a maioria das substancias bioativas, como a adiponectina,

resistina e leptina, demonstram uma ritmicidade 24h (26).

Estudos moleculares recentes demonstraram o envolvimento de BMAL1 no
controle da adipogénese e no metabolismo lipidico em adipécitos maduros. A
transcricdo de BMALL € inibida por Rev-erb a, um fator de transcrigdo regulado pela
adipogénese e ativado por RORa, um receptor nuclear envolvido na lipogénese e no
armazenamento de lipidios (101). Ligacdes entre o estado nutricional e as vias de

transcricdo circadianas também sdo susceptiveis a idade, género e estresse (88).

A figura 10 representa as conexdes entre o reldégio central, reldgios
periféricos e o sistema endocrino. O reldgio central processa os sinais de luz e
sincroniza os reldgios periféricos. O relégio do sistema endocrino, por acado neuro-

hormonal, produz um feedback para o relégio central (28).
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Figura 10. Conex8es com o sistema endocrino. (Adaptado de Richards, J. and M. L. Gumz, 2012)
(28).

2.5.5 Influéncia nos habitos alimentares

O circuito neural e a geragao de ritmos circadianos envolve um numero de
projecbes do NSQ e uma vasta gama de corpos celulares, tanto dentro do
hipotalamo (incluindo o nucleo arqueado, o nucleo paraventricular, a area lateral
hipotalamica, o hipotalamo dorsomedial (DMH)) como para o tronco cerebral
(compreendendo a area tegmental ventral e o para o nacleo dorsomedial do vago via
retransmissdo da area pré-optica medial) (3). Estas areas regulam o ritmo sono-
vigilia, a alimentacdo, a termorregulacéo, a liberacdo de corticosterdides, entre
outros (33). E possivel que a oscilacéo dos transcritos principais seja fundamental na
resposta aos horménios anorexigenos e orexigenos, podendo estar sujeitos a um
controle circadiano. Estes achados sugerem que o alinhamento circadiano da
alimentacdo e da atividade seja fundamental no controle da homeostase do peso
corporal (3). Estudos tém evidenciado que as oscilagbes da expressao de Perl e
Per2 no DMH sé&o arrastadas pela restricdo alimentar, sendo que o DMH pode ser a

chave da estrutura da expressao do fenbmeno de antecipagéo alimentar (102).

O comportamento alimentar, no que diz respeito a qualidade, quantidade e
em gue circunstancias o alimento € consumido, € um processo complexo. Este é
formado por impulsos instintivos, homeostaticos (garantindo o fornecimento
adequado de energia), hedonicos e de recompensa (reforcando os aspectos
prazerosos da ingestdo de alimentos), bem como 0s mecanismos cognitivos

superiores fornecendo informag¢des contextuais e culturais (86).

Além de atuar nos centros homeostaticos da alimentacdo, o0 sistema
circadiano tem uma influéncia estabelecida no aprendizado e na memaria (103),
vicio e recompensa, estresse e emocdo (104), os quais podem moldar habitos

alimentares.
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2.5.6 Tamanho das refei¢cdes

Além da influéncia causada pelos tipos de alimentos nos ritmos bioldgicos, o
valor energético da dieta também pode estar implicado na modulagdo dos ritmos
circadianos de acordo com alguns estudos experimentais. Estes estudos estédo
relacionados principalmente no que se refere a restricdo alimentar demonstrando
que pode haver uma ligagcdo entre a restricdo caldrica, reldgios circadianos e
modificacbes fisiologicas. E chamado de alimentacdo restrita (restricted feeding
(RF)) quando a duracdo do tempo € limitada e também a disponibilidade de
alimentos, mas sem a reducéao de calorias. Em animais, esta restricdo alimentar para
um determinado momento do dia, tem efeitos profundos sobre o comportamento e
fisiologia intestinal (105). E importante salientar que a restricio caldrica com um
namero reduzido de calorias (diminuindas para 65% das necessidades energéticas
diarias dos animais) ndo deve causar desnutricdo. Ja esta bem relatado na literatura
que esta diminuicdo aumenta a longevidade destes animais e as patologias
correlacionadas como diabetes, doenca renal, cancer, etc., podem estar diminuidas,
provavelmente pela reducdo de radicais livres que causam danos celulares. De
modo contrario a RF, a restricdo calorica arrasta o reldégio no NSQ indicando que a

reducao caldrica pode afetar o oscilador central (106).

2.5.7 Intestino

As atividades circadianas no intestino também sdo bem conhecidas e dizem
respeito a ingestao de alimentos, a digestao (e atividades enzimaticas associadas), a
proliferacdo celular, a migracdo de células epiteliais ao longo da unidade fisiol6gica
como vilosidades ou criptas e apoptose. Os derivados de polipeptideos intestinais

apresentam ritmos circadianos (33).

2.5.8 Ritmos circadianos e peso corporal

As flutuagbes no peso corporal tém sido associadas a alteracdes da duragao

do dia em varias espécies, sugerindo um papel central para o relogio circadiano na
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regulacéo do peso corporal e uma possivel relacédo entre alguns tipos de obesidade
e alteracbes na temporizagdo circadiana (107). Como ja foi citado anteriormente a
leptina e resistina demonstram um ritmo circadiano consistente. A leptina esti

diminuida a noite e atinge seu pico mais baixo no inicio da manha.

Estudos tém evidenciado que os nutrientes ingeridos no periodo da noite sao
mais lentamente metabolizados e utilizados, levando ao aumento na deposi¢cao nos
tecidos de armazenamento, como o TA. Deste modo, é possivel entender que o0s
niveis pés-prandiais de triglicerideos sdo maiores depois de uma refeicdo noturna,
podendo explicar o aumento da mortalidade cardiovascular em pessoas em

trabalhos em turnos ou comedores noturnos (35).

Uma série de estudos clinicos tem demonstrado que a restricdo de sono, a
manutencdo de trabalho em turnos e comer a noite carregam um risco aumentado

de doenca metabdlica, incluindo obesidade, diabetes e doenca cardiovascular (86).

A alteracdo do sono, o envelhecimento, os horarios da alimentacdo ou
alteracdes na iluminagdo podem perturbar a sincronia do sistema circadiano,
ocasionando mudancgas marcantes na fase, na amplitude, na precisdo dos ritmos
expressos (108, 109), podendo refletir uma dessincronizacdo do NSQ com os
osciladores periféricos. Ou seja, um ciclo claro/escuro regular ou um programa
estavel de alimentagdo com horarios, qualidade e quantidades regulados pode

aliviar os distUrbios circadianos.

A figura 11 evidencia a forma de como o relégio participa dos processos
comportamentais e metabolicos de acordo com a hora do dia. O relogio central e os
reldgios periféricos coordenam respostas metabdlicas apropriadas dentro dos
tecidos periféricos relacionadas com o ciclo claro/escuro. Por exemplo, o relégio do
figado promove a gliconeogénese e glicogendlise durante o periodo de sono-vigilia.
A sintese de glicogénio e de colesterol € produzida durante a vigilia e no periodo de
alimentacao (respectivamente). Os reldgios periféricos funcionando adequadamente
mantém os processos metabdlicos em sincronia com o ambiente, fundamental para
manter a salude do organismo. Diferentes tecidos apresentam distintas propriedades
controladas pelo relégio, assim, a remocao do relégio em certos tecidos ira causar

efeitos opostos sobre a funcdo metabdlica. Através de desafios dindmicos em



diferentes épocas do ciclo, sob diferentes condicbes nutricionais, como dieta,
envelhecimento e perturbacdes ambientais podem ser exemplicadas em trabalho em

turnos que também pode afetar a integracao de sistemas circadianos e metabolicos.
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Figura 11. Reldgio, funcionamento e hora do dia. (Adaptado de Bass, J. and J. S. Takahashi,
2010)
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2.6 SINDROME DO COMER NOTURNO

Um dos exemplos de ruptura dos padrdes ritmicos de sono e alimentacéo € a
Sindrome do Comer Noturno (SCN) que correlaciona o metabolismo alterado (110)
ao aumento de peso (111) embora possa acontecer em qualquer pessoa,
indiferentemente do peso (112).

2.6.1 Historico

Stunkard et at. (1995) foram os primeiros a descrever a Sindrome do Comer
Noturno (SCN) (7). Neste artigo original os autores relataram que, ao observar um
grupo de pacientes obesas de uma clinica especializada no New York Hospital,
notaram que 64% destas possuiam habitos alimentares comuns entre elas e
diferenciados dos demais obesos, pois apresentavam anorexia matinal, aumento do
apetite noturno, insénia e dificuldade para dormir. Depois de um hiato de mais de 40
anos, em 1999, um estudo observacional-comportamental e um estudo
neuroendocrino foram conduzidos para caracterizar mais intensamente a SCN. O
resultado deste estudo sugeriu que os individuos com sobrepeso com SCN sofriam
de humor deprimido e desregulagdo neuroenddcrina, incluindo atenuacdo do
aumento noturno de melatonina e leptina e um aumento circadiano de cortisol

plasmatico comparado com os pacientes com sobrepeso sem SCN (8).

2.6.2 Critérios diagnésticos

Os critérios diagnosticos da SCN vém sendo modificados muitas vezes e
mudaram consideravelmente (9). Estes compreendiam a anorexia matinal, hiperfagia
noturna e insénia. Em abril de 2008, foi realizado um encontro internacional para a
realizagcdo de um consenso para os critérios diagnosticos propostos para a SCN,
onde dois fatores passaram a ser utilizados como o0s mais preditivos para o

diagnostico: a hiperfagia (ingestdo excessiva e recorrente de pelo menos 25% do
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total de calorias consumidas/dia depois do jantar) e os despertares noturnos com
pelo menos metade das vezes acompanhadas de ingestdo de alimentos. Esta
descricdo conceituou a SCN como um distirbio com atraso de fase na ingestao
circadiana de alimentos e possibilitou a definicdo de critérios para o diagndstico. A
estes critérios soma-se uma lista de fatores, dos quais trés seriam necessarios para
o diagnéstico, entre eles a anorexia matinal, um forte desejo de comer a noite ou
durante a madrugada, o inicio do sono ou problemas de manutencéo deste, a crenca
de que a alimentacao seja necessaria para dormir e o humor deprimido, que muitas
vezes piora ao longo do dia. Todas estas caracteristicas devem estar presentes,
pelo menos na metade do tempo, e sdo consideradas clinicamente significativas se

ocorreram duas vezes por semana durante pelo menos trés meses (10).

Apesar da SCN nédo estar formalmente incluida nas versdes anteriores do
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM), pela primeira vez, na
quinta edicdo do DSM-5, os critérios diagnosticos propostos para a SCN estédo
descritos no capitulo de “Alimentagcdo ou Transtornos Alimentares néo
especificados”. Estes critérios incluem: episddios recorrentes de comer noturno,
incluindo a ingestdo noturna caracterizada por despertares do sono e o comer ou
consumo excessivo de alimentos apos a refeicdo da noite (= jantar), consciéncia do
consumo de alimentos durante os despertares, e sofrimento significativo ou prejuizo
funcional associado a alimentagdo noturna (113). Para os autores destes critérios a
SCN pode ser diagnosticada como uma comorbidade de outros transtornos
alimentares como o BED (Binge Eating Disorder). Alguns estudos demonstraram que
cerca de 7% a 25% dos pacientes com SCN também preencheram os critérios BED
(114, 115).

2.6.3 Instrumentos Utilizados

Para triagem da SCN os instrumentos utilizados podem ser: 1) O Night Eating
Questionnaire (NEQ) (116), um instrumento de autorrelato para triagem com 14 itens
com o objetivo de avaliar a presenca de comportamento alimentar noturno. As
qguestdes avaliam a fome e os padrdes de desejo ao longo do dia, a porcentagem de

calorias ingeridas depois do jantar, os sentimentos de depressao, insbnia, despertar
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noturno e compulsdo alimentar. Um escore de 30 € fortemente sugestivo de SCN.
Foram realizadas varias traducdes e adpatacdes para diferentes linguas. Para o
portugués também ja foi traduzido, adaptado e validado pelo nosso grupo para ser
usado na populacéo brasileira (117). Outros questionarios também podem avaliar a
SCN, como Night Eating Syndrome History and Inventory — para uma entrevista
diagnéstica e o Night Eating Symptom Scale (NESS), também de autorrelato
baseado no NEQ, para ser usado durante o tratamento para avaliar as mudancgas
nos sintomas da semana anterior. Além disso, a Eating Disorder Examination (EDE)
considerada o "padrdo ouro" em transtornos alimentares avalia a presenca de

ingestdes noturnas.

2.6.4 Tratamento

O tratamento da SCN pode envolver intervengcdes comportamentais e
farmacoldgicas. As abordagens com os inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina, a fototerapia e as técnicas comportamentais demonstraram algum grau
de sucesso na redugcdo ou eliminacdo do habito de comer a noite. Ainda séo
necessarios ensaios clinicos randomizados para comprovar e avaliar o nivel de
eficacia das intervencdes, para definir nivel de evidéncia e grau de recomendacéo
destes tratamentos (118). Entre as terapéuticas propostas para a SCN estdo as
abordagens com a terapia psicodinamica orientada e focada na reducéo do estresse
(119). As intervengBes cognitivo-comportamentais tém sido frequentemente

mencionadas.

Entre as opgbBes farmacoterapicas, uma série de medicamentos
antidepressivos ja foi testada como os inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina (ISRS). Entre eles estdo a paroxetina e a fluvoxamina (120). Ha& também
dois ensaios clinicos utilizando a sertralina (121, 122) e um estudo randomizado-
controlado (123). Outro ISRS, também controlado com placebo foi testado, o
escitalopram (124). O uso do topiramato (um anticonvulsivante) também foi descrito
(125). Recentemente foi publicado um estudo de caso onde foi testado a
agomelatina, um farmaco utilizado como antidepressivo, agonista potente dos

receptores da melatonina (Mell e Mel2) e antagonista dos receptores de serotonina
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(5-HT2C). Este estudo concluiu que a agomelatina foi capaz de reduzir os sintomas
de SCN e melhorar significativamente o humor durante o tratamento. Outro
medicamento foi também testado por Spaggiari et al. (1994) a fenfluramina, um
inibidor do apetite (126). No tratamento da SCN é comum o uso de fitoterapicos,
como exemplo a Kavain (Kava-kava), um fitoterapico indicado para a insonia. Entra
nesse espectro o uso da melatonina, especialmente porque, em muitos paises,
incluindo os EUA, esté classificada como suplemento alimentar e ndo como farmaco.
Sua utilizacdo pode ser considerada devido ao fato de que a SCN pode ser
considerada uma desordem de atraso do ritmo circadiano (127). Outra abordagem

também utilizada foi a fototerapia (exposicéo a ondas de luz).

2.6.5 A Sindrome do Comer Noturno e os reldgios circadianos

Pacientes com SCN consomem uma quantidade significativamente maior do
de alimentos durante a noite, embora a sua ingestéo total diaria de alimentos seja
semelhante aos sujeitos que ndo possuem este habito (8, 128). O padrdao de comer
a noite em pacientes com a SCN se assemelha a alimentacdo de ratos com
mutacdes no sistema circadiano que tiveram o ritmo de alimentacao diurna atenuada
(estes animais tem seu ritmo circadiano noturno) no estudo de Turek et al. (2005) ja

citado anteriormente (80).

A alimentacdo induzida modifica os reguladores metabdlicos que poderiam
provocar um atraso de fase da melatonina e arrastar o oscilador central porque estas
substancias podem induzir mudancas na expressao génica circadiana. Um estudo
realizado por Goel et al. (2009) em 29 mulheres demonstrou que os perfis dos ritmos
circadianos apresentavam anormalidades significativas na fase e amplitude
circadiana de varios parametros analisados (11). Para avaliar a fase e a amplitude
comportamental e neuroenddécrina dos ritmos circadianos em pacientes com SCN,
foram verificados os niveis da glicose, insulina, grelina, leptina, melatonina, cortisol,
TSH e prolactina. Foi demonstrado que os sujeitos sem SCN tinham a fase e
amplitudes normais para todos os ritmos circadianos investigados. Os sujeitos com
SCN demonstraram mudancas significativas no tempo e amplitude de varios

marcadores circadianos comportamentais e fisioldgicos envolvendo o apetite e a
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regulacdo neuroenddcrina. A desregulacéo relacionada aos osciladores periféricos
fornecem sinais centrais de regulacao da ingestao alimentar tais como: 1) avanco de
fase nos osciladores periféricos no estbmago como a regulacdo de grelina, estando
aumentada durante a noite, 2) atraso de fase nos osciladores periféricos do tecido
adiposo regulando a liberacao de leptina com diminuicdo noturna deste horménio, 3)
mudanca de fase da insulina e do cortisol, 4) ritmos de 24h invertidos de glicose no
sangue (8, 11), além de um oscilador periférico do figado envolvendo o processo
alimentar. Mais ainda, a central regulatéria que ajusta o tempo e o0 ritmo de
melatonina também apresentou atraso de fase, similar ao observado na leptina.
Alteracdes neuroenddcrinas de melatonina e de leptina induzem a uma ruptura no
padrdo de sono, levando a perda da supressao do apetite noturno. Entdo, os
individuos com a SCN podem apresentar mecanismos anormais nos osciladores
periféricos como no estdbmago e no figado, e/ou no mecanismo central como
exemplo no NSQ e no sistema temporizador. Entretanto, as alteracbées no
comportamento alimentar podem ser observadas e causadas por padrées hormonais
ou vice-versa; os padrbes podem reforcar os ciclos; e/ou ser um terceiro fator, como
romper o modelo do sono que pode ser causado simultaneamente (11). Outro fator
que pode estar envolvido é o hormoénio regulador da corticotrofina (CRH). Este pode
estar aumentado, relacionando-se com o aumento da leptina e com o decréscimo da
melatonina durante a noite (129). Pelo horario da ingestdo de alimentos, a SCN
pode ser um importante fator que influencia o aumento de peso, modificando

padrdes de sono e de padréo alimentar.

Andlises circadianas confirmam um atraso de aproximadamente 1h30min na
ingestdo caldrica total e no consumo de carboidratos e gorduras na ingestao
alimentar de individuos com SCN. Estas evidéncias demonstraram que esses
individuos mantém a sua alimentacdo por um maior periodo de tempo durante a
noite quando comparados aos nao comedores noturnos, mantendo-se assim em
arrastamento de fase (11, 130). Birketvedt et al. (1999) através de um estudo
observacional com individuos obesos com SCN constatou que 56% da ingestéao
calorica entre os comedores noturnos se da entre 22 e 6h. Além disto, ha um
aumento do numero de calorias quando comparados ao grupo controle (8).

Entretanto, outros estudos demonstram que a ingestéo caldrica total diaria é similar



71

nos dois grupos embora a ingestdo noturna seja maior e com maoior numero de

calorias entre 20 as 8h entre os comedores noturnos (128, 131, 132).

Estudos em animais tém confirmado que variacdes nos genes do reldgio
podem causar anormalidades na regulacdo dos ritmos circadianos (19). As
investigacdes em humanos tém elucidado que este sistema regula muitos processos
fisiol6gicos, como o controle da temperatura, o comportamento alimentar, as
desordens do sono, a secrecdo hormonal, o0 metabolismo e a utilizagéo de drogas, a
homeostasia da glicose, a formacado de tumores e a progressdo do ciclo celular,
como ja foi dito anteriormente (133). Entre as hipoteses de entendimento das
anormalidades na regulagcdo dos ritmos circadianos estdo as modificagbes no
comprimento do periodo enddégeno que podem levar a alteragdes no angulo de fase
de sincronizacdo pela luz. Fendtipos circadianos muito semelhantes aos
encontrados em animais sdo vistos em humanos, abrindo um leque suficientemente
grande para pesquisas cientificas, que visam buscar associacdes de alteracdes nos

genes reldgio com fendtipos circadianos (19).

Embora a etiologia da Sindrome do Comer Noturno e da obesidade seja
extremamente complexa e ndo completamente entendida, uma possivel explicacao
poderia ser o mau funcionamento do sistema de temporizacdo circadiano. Os
processos pelos quais estes mecanismos ocorrem poderiam ser explicados pela
dessincronizacdo da ordem temporal interna e dificuldades para sincronizagdo com
os ciclos ambientais como o atraso da hora do comer produzindo os fendtipos
observados nestes individuos. Estudos preliminares em humanos sugerem que
polimorfismos do CLOCK ou mutagdes nos genes CLOCK ou BMAL1 poderiam estar
associados com a obesidade e a sindrome metabdlica (133, 134). Um grande
namero de genes também esta envolvido com o metabolismo dos acidos graxos, do
colesterol, da glicose no figado e sao regulados por padrdes circadianos, indicando
que o reldgio tem um amplo papel na regulagdo do metabolismo (133). Muitos
comportamentos, incluindo a ingestédo de energia, variam em intensidade ao longo
do dia. Estudos utilizando o registro de ingestdo diaria demonstraram mudancas
substanciais e importantes no comportamento alimentar no ambiente natural, ficando
comprovado que ha um aumento da ingestdo de alimentos e consumo de energia

(maior de 150%) a noite em relacdo a ingestdo da manha. 1sso ocorre em conjunto
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com o aumento do tamanho da refeicdo conforme o dia avanca, produzindo uma
modesta correlagéo positiva entre 0 momento do dia e do tamanho da refeigéo (135).
O volume da refeicdo pode aumentar ao longo do dia podendo afetar o tamanho dos
intervalos entre as refei¢cdes, diminuindo o tempo entre elas e interferindo na
saciedade, tornando-se menor a medida que a noite avancga, tanto para ratos quanto
para os humanos. Torna-se claro, entdo, que a saciedade pode tornar-se reduzida
tornando o individuo mais vulneravel para a ingestdo excessiva de alimentos durante
a noite (135). A SCN teoricamente pode levar ao ganho de peso pelo excesso de
calorias consumidas durante a noite. Estudos ao longo de 6 anos demonstrou que
mulheres obesas com habitos de comer a noite tiveram um ganho de peso médio de
5,2kg (IC 95%) nos 6 anos de acompanhamento, enquanto que as mulheres obesas
gue ndo se levantaram a noite para comer granharam apenas 0,9kg. Este estudo
ndo demonstrou associagdo entre o comer noturno e alteracdo de peso entre 0s
homens (136, 137). Para de Zwaan et al. (2006) (9) a obesidade é precedida em
40% dos comedores noturnos obesos.

Outros aspectos importantes da SCN séo a alteragédo do humor e os sintomas
depressivos. A verdadeira relacdo entre a SCN e a depressdo pode aparecer
mascarada e a severidade destes sintomas é frequentemente excluida nos estudos
sobre a SCN (138). No estudo de Birketvedt et al. (1999) (8) foi constatado que
depois de 4h, o humor dos comedores noturnos diminuia a cada hora, enquanto que
no grupo controle este ndo se alterou, confirmando a hipétese de que comer a noite
esta associado a um declinio no humor e um aumento do estresse. Além disto,
variagbes de humor durante o dia, distarbios do sono e alteracdes no ritmo
circadiano do cortisol, de ACTH, de melatonina e outros parametros endécrinos e

metabdlicos foram observados em pacientes com episodios depressivos (139).

Em estudos experimentais, quando o acesso a alimentacdo € restrito a
algumas horas do dia, os animais tornam-se ativos antecipando o horério da
refeicdo. H&4 também antecipacdo de fase da expressdo circadiana de varios
horménios no figado, rim, coracdo, pancreas e outros tecidos, e, em algumas
estruturas cerebrais, desacoplando-os do NSQ. O arrastamento para a luz
permanece intacto (140). No entanto, as observacdes em seres humanos

demonstram que a sincronizacdo dos periodos de alimentagdo e jejum e
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atividade/repouso com o ritmo claro/escuro influéncia a manutencdo do peso

corporal (3).

O objetivo deste trabalho foi estudar a expressdo génica na Sindrome do
Comer Noturno. Além de colaborar com estudos associados a regulacao circadiana,
nosso empenho foi de participar na construcdo de um mapa de variacdes genéticas
dos genes reldgio, que podera ser aplicado a biologia circadiana humana. Através
dele foi possivel demonstrar que as acrofases de expressédo génica foram entre 14-
15h, concluindo que talvez este seja o melhor horario para os genes do relégio

apresentar um ritmo robusto de expressao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

° Avaliar os aspectos cronobiologicos da Sindrome do Comer Noturno.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

* Analisar a influéncia dos sintomas depressivos e das doencas psiquiatricas

menores na SCN;
« Analisar a influéncia dos cronotipos e da qualidade do sono na SCN;

e Avaliar parametros de ritmo de atividade-repouso e de luz e comparar o

acoplamento destes ritmos entre 0s grupos;

* Avaliar a expressdao génica dos genes associados aos ritmos biolégicos
CLOCK-BMAL1, Cryl e Per2 na SCN.
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abstract

This_cross-sectional study examined the association between the morningness/eveningness dimension
and eating patterns. The sample consists of 100 subjects who were screened at a nutrition clinic and
was composed of 77% women; mean age was 39.5 (7 11.7) years; and 66% were overweight. Significant
bivariate correlations were found between the Morningness—Eveningness Questionnaire (MEQ) total
score and the Binge Eating Scale (BES) and the Night Eating Questionnaire (NEQ). The NEQ and BES
were also significantly correlated. Body mass index (BMI) was correlated with the NEQ and BES, but it
was not a confounding variable as no associations were found between the MEQ and BMI. To control for
potential multicollinearity effects among variables, we also used multivariate regression analysis in
which the values of the correlation coefficients were adjusted. Only the BES remained statistically
associated with the MEQ. In conclusion, these results suggest that the study of chronotype may be an
important issue to be considered when characterizing disordered eating. This study serves as an
impetus for examining circadian intake patterns in more detail between those with binge eating
disorder (BED) and night eating syndrome (NES) to help discern these important nosological questions.

& 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Humans show inter-individual differences in organizing their
behaviors around the 24 h day. Some individuals prefer to go to
bed early and wake up early (morning-types) and others prefer to
go to bed late and wake up late (evening-types) (Horne and
Ostberg, 1976; Roenneberg et al, 2007). These circadian typolo-
gies defined as chronotypes, may explain the variations in the
rhythmic expression of biological or behavioral patterns (Adan
and Natale, 2002; Horne and Ostberg, 1976). The relationship
between the circadian system and different chronotypes is geneti-
cally well established in experimental studies in organisms ran-
ging from unicells to mammals (Barclay et al., 2011; Layana and
Diambra, 2011). Additional factors, such as social, cultural and
environmental zeitgeber could modulate chronotype (Levandovski
et al,, 2011).

" Correspondence author. Tel.: p55 51 33598849; fax: p55 51 3339733.
E-mail address: mpaz@cpovo.net (M.P. Hidalgo).

Some studies have showed that evening-types tend to skip break-
fast more often when compared to morning-types (Sato-Mito et al.,
2011). Other research has demonstrated that people who prefer to
wake up earlier have more flexible diet control in addition to having
greater control over their amount of food intake (Fleig and Randler,
2009; Schmidt and Randler, 2010). These data also suggest that
staying up late at night can lead to overeating (Fleig and Randler,
2009). Chronotype can be related to lifestyle, as well as to genetic
factors. Studies have demonstrated that chronotype is linked to
CLOCK, PER2 and PER3 polymorphisms (Klei et al, 2005; Barclay
et al, 2011). Clock genes may synchronize the metabolism and
feeding (van der Veen et al, 2006). Moreover PER2 has been
implicated in feeding anticipatory behavior (Froy, 2007).

Although eating behavior has been well correlated with circadian
rhythm (Garaulet and Madrid, 2010), how specific eating disorders
may be linked to chronicity remains unclear. One problem in
differentiating the relationship between specific eating disorders and
chronotype is diagnostic overlap, most often occurring between binge
eating disorder (BED) and night eating syndrome (NES). For example,
individuals with either BED or NES may share a feeling of loss of



and 18% with night eating behaviors (Z30 on the NES). The
sample characteristics are presented in Table 1.

BMI (r¥a 0.101; p%0.319), time of the last weight reduction
program (r ¥4 0.019; p%0.85) and the EAT (r ¥4 0.168; p ¥4 0.095)
were not correlated to the MEQ (Table 2). Therefore, these
variables do not cofound the relationship between the MEQ and
eating behaviors. However, BMI was correlated with the
NEQ (r%0.25; p%0.001) and BES (r %0.32; p%0.012).

MEQ means compared by age, categorized in two groups (0 40
and Z40 yr), showed no significant difference (t¥% 1.77;
p%.0.08). As this result represented a tendency we analyzed the
influence of age on the correlations between the MEQ, the BES,
and the NEQ (Fig. 1la and b). Eveningness was correlated with
higher BES scores in older subjects (Z40 yr).

Examining the entire sample, significant bivariate correlations
were found between the MEQ total score and the BES (r¥2 0.33;
p%0.001) and NEQ (r¥2 0.24; p¥%0.015). The NEQ and BES were
also significantly correlated (r%0.47, p©0.001) (Fig. 2).

To control for potential multicollinearity effects among vari-
ables, we used multivariate regression analysis in which the

Table 2
Correlation between study variables and Morningness/Eveningness Questionnaire
(MEQ) total score (n¥% 100) analyzed by Pearson correlations.
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values of the correlation coefficients were adjusted. Only the
BES (B% 0.25;p¥0.028) remained statistically associated with
the MEQ total score; the association with the NEQ was no longer
significant. The model explains 12% of the outcome (r?%0.12;
F%6.8, p%0.002).

4. Discussion

This study examined the association between the morning-
ness/eveningness dimension and eating disordered patterns and
BMI. The main finding of this study suggested that persons with
binge eating and night eating behaviors were more likely to
endorse an eveningness chronotype than a morningness chron-
otype. However, the correlation between the MEQ and NEQ was
not maintained when multivariate analysis was applied, possibly
because the BES and NEQ scores were significantly correlated.

As previous studies have shown a relationship between the
NEQ and circadian disruption (Lundgrenet al., 2008; Goel et al.,
2009), it was expected that the NEQ would be correlated with the
MEQ, i.e., participants who reported higher scores on the NEQ
would show eveningness characteristics. The previous research
findings indicated that participants with NES considered them-
selves to function better in the latter part of the day than control
participants (Lundgren et al., 2008). However, the findings in this
current study only suggested a weak correlation between the

Variables Bivariate
morningness/eveningness dimension and night eating, which
Correlation P-value may be due to the small sample endorsing these behaviors or
sosilivient (1} due to a confounding effect with binge eating behaviors as the
Body mass index 0.101 0.319 correlatlor} was attenuaFed after controlling for BES scores. _
Time since the last weight reduction program® 0.019 0.855 Following from this, we found a significant correlation
Binge Eating Scale® 0.328 0.001" between the BES and NEQ total scores. Previous studies suggest
Ea“':\‘g_ Ah‘t‘:;“‘:?S Test onmaire® . 242‘168 0012;095 (Allison et al., 2007) that BED and NES appear to be two different
1 atin uestionnaire . B . . . .
¢ 9@ disorders rather than variable expressions of the same underlying
® The variable was treated with logarithmic transformation. psychopathology. Given this, we would have expected the NES
Level of significance: *p ©0.05. group to have a more pronounced eveningness type. However,
a 50
Age >40
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o 40 ‘\\
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Fig. 1. The graphics show the influence of age (Z40 yr) on the correlation between the Morningness—Eveningness Questionnaire and the Binge Eating Scale (BES score—
(a)) and the Night Eating Questionnaire (NEQ score— (b)) (plots of scores). Lower scores on the MEQ were related to higher scores on the BES and NEQ in the older group

( Z 40). Total sample size was 100 subjects. n % Number of

subjects; BES Y% Binge Eating Scale;

NEQ ¥ Night Eating Questionnaire.
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Fig. 2. Correlation plot between Night Eating Questionnaire scores and Binge Eating Scale scores. The graphic shows this correlation independent of age (Z40 and r 40 yr).
Total sample size was 100 subjects. The correlation was significant (r¥20.47, p©0.001). n% Number of subjects; BESY: Binge Eating Scale; NEQ ¥ Night Eating Questionnaire.

previous studies have shown that participants with NES have
similar sleep onset and offset times to those of controls
(O’Reardon et al., 2004; Rogers et al., 2006), suggesting that their
circadian delay may be confined to their eating as opposed to
more globally affecting other aspects of their functioning.

Also, the correlation between the NEQ and MEQ may be
modified according to age. Unfortunately, the sample size for those
scoring above the clinical cut-score for NES was small in this study.
But we observed that, comparing subjects over and under 40 yr, the
curve shape (Fig. 1a and b) indicated a negative correlation with the
both extreme chronotype. Therefore, we may raise the hypothesis
that, age may influenced this correlation, probably mediated by
sexual hormone, since high testosterone levels lead to eveningness
(Randler et al., in press) and menstrual symptoms were more
significant in eveningness girls (Negriffand Dom, 2009).

No significant relationship was found between the EAT and
MEQ total scores. No evidence of an association between restric-
tive behaviors and chronotype has been found in the literature so
far. Also, there was no association between the MEQ and BMI, in
spite of previous evidence suggesting that morningness is corre-
lated with lower BMI (Schubert and Randler, 2008).

Limitations of this study include the use of surveys to assess
eating behaviors and the low incidence of night eating behaviors.
Additionally, this was a treatment-seeking population with a
narrow age range. Demand characteristics may have influenced
responses to questionnaires as they were completed before
participants returned for treatment. In spite of the limitations,
this is the first study that examining the relation between
chronotype and eating behaviors on a clinical sample.

In conclusion, these findings of the current study suggest that
evening-type patients endorsed more binge eating behaviors than
those reporting morning-type chronicity, and they reported a
weaker number of night eating behaviors. These results suggest
that the study of chronotype may be an important issue to
consider when characterizing disordered eating behavior. This
link between chronotype and eating behavior may be regulated
by leptin and ghrelin circadian rhythms. Patients with NES
showed a phase delay in two food-regulatory rhythms—Ieptin
and insulin—and, as expected, the levels of ghrelin were phase
advanced (Goel et al., 2009; Jakubowiczet al., 2012).

Our results were surprising, and indicate that more work is
needed to examine when binge episodes may be occurring, and
what the average proportion of energy intake after dinner may be
for those with BED to differentiate it and NES. Consuming 25% of
intake after the evening meal (Allisonet al., 2010) is adequate for
diagnosing NES, or if it is not specific enough. If the latter were
the case, then perhaps both evening hyperphagia and nocturnal
ingestions would be required for a diagnosis of NES. In sum, this
study serves as an impetus for examining circadian intake

patterns in more detail between those with BED and NES to help
discern these important nosological questions.
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control over their eating, but the time when this happens is different
(Aronoff et al, 1994); in the NES group loss of control occurs in the
evening and nighttime, but it the BED group, binge episodes may
occur at any time of day (Allisonet al,, 2007).

As reported earlier, the individual differences in circadian
typology may influence eating behavior as a zeitgeber (Natale
et al, 2008). Studies demonstrated that persons with NES had
significantly lower scores on the Morningness/Eveningness Ques-
tionnaire (MEQ), indicating that they had a higher probability of
endorsing the eveningness type (Natale et al., 2008; Lundgrenet al.,
2008). To our knowledge, no studies have examined chronotype in
relation to both binge eating and night eating symptoms, which
could help clarify the question of overlap between the two
disorders. Thus, in this study our aim was to investigate the
correlation between chronotypes and disordered eating behavior,
including binge eating and night eating, and body mass index (BMI).
We hypothesized that night eating would show the strongest
relationship with the eveningness type among these factors.

2. Methods
2.1. Participants

Cross-sectional data were collected from 100 participants consecutively
admitted to an outpatient nutrition clinic. The inclusion criteria targeted adult
patients between 18 and 65yr. Demographic information is presented and
summarized in Table 1.

2.2. Procedures

The study protocol (reference number: 226/06) was approved by the Human
Research Committee at Fundaeao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto
Alegre (FFFCMPA)and was performed in compliance with the Helsinki Declara-
tion. All study participants signed an informed consent form.

The participants were invited to participate in the research study when they
came to the nutrition clinic for weight loss treatment or improvement of their
eating habits. Their weight and height were measured on an anthropometric scale
by the same evaluator (by AH.). At the end of the evaluation, participants
completed a battery of questionnaires.

2.3. Measures

2.3.1. Independent variable

The independent variable was chronotype as assessed by the Morningness—
Eveningness Questionnaire (MEQ). This questionnaire provided an indication of
circadian preference which is a construct developed to estimate phase tendencies
in circadian rhythm. Scores range from 16 to 86, with higher scores indicating
greater morningness (Horne and Ostberg, 1976).

Table 1
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2.3.2. Dependent variables

The dependent variables were: (1) BMI and weight related demographic
information, (2) Binge Eating Scale (BES), (3) Eating Attitudes Test, and (4) Night
Eating Questionnaire (NEQ).

2.4. Assessment of eating behavior and eating disorders

BMI was calculated according to the Quetelet index (weight in kilograms
divided by height in meters squared). Information was also collected related to
time since last weight reduction program and use of antidepressants and
hypnotic drugs.

The Binge Eating Scale (BES) (Gormally et al., 1982) is a 16-item self-reported
questionnaire, designed specifically to identify the behavioral and cognitive
characteristics of binge eating in obese individuals. It is used as a screening tool
to identify persons with binge eating, evaluate binge eating severity, and serve as a
predictor of treatment outcome. A cut-off score of 18 or more is used to identify
cases of BED.

The Eating Attitudes Test (EAT) (Garner and Garfinkel, 1979) assesses
abnormal eating attitudes and behaviors, in particular those of a restrictive type
that characterize anorexia nervosa. We used the 26-item Brazilian version which
discriminates between clinically diagnosed cases of eating disorders and healthy
controls at the original cut-off score of 20.

The Night Eating Questionnaire (NEQ) (Allison et al., 2008), a 14-item screen-
ing instrument for NES, was used to assess the presence of night eating behavior.
The questions assess hunger and craving patterns throughout the day, percentage
of calories ingested after suppertime, feelings of depression, insomnia, awaken-
ings, and nocturnal food cravings and ingestions. A score of 30 is strongly
suggestive of NES. We used the version of the NEQ that was translated and
adapted to Portuguese for the Brazilian population.

25. Statistical analyses

Descriptive statistics were performed to describe the demographic characteristics
of participants. The asymmetric variables were described with medians and inter-
quartile ranges. The means or medians of the BES, EAT, NEQ and MEQ are presented
in Table 1. Age was categorized in two groups Z 40 yr and 040 yr. Comparisons of
means were performed using Studentst test for independent variables. We performed
logarithmic transformations due to wide standard deviations for the following
variables: NEQ, BES and time since last weight reduction program.

Pearson’s correlations were used to evaluate the relationships among BMI,
BES, EAT, NEQ and MEQ total score (Table 2). Multilinear regression models were
used to evaluate the associations among the variables with potential confounding
variable (BES and NEQ) and the MEQ total score.

For all analyses, statistical significance was set at p ©0.05, two-tailed. Data
were analyzed using SPSS version 13.0 (SPSS, Chicago, IL).

3. Results

The sample (n %:100) had a mean age of 39.5 7 11.7 yr. Among
these, 77% were women, 66%, overweight (BMI Z 25 kg/m?), 43%
presented with binge eating behaviors (Z18 on the BES), 27%
with abnormal eating attitudes and behaviors (Z20 on the EAT)

Demographic information for the sample and questionnaires in the study, including mean scores and descriptive analyses.

Participants’ characteristics

Total sample (n¥% 100)

Age (years)—mean 7 S.D. 39.5711.7
Sex—n (%)

Men 23 (23.0)

Women 77 (77.0)
Weight (kg)—mean 7 S.D. 73.3713.9
Height (m)—mean 7 S.D. 1.6570.08
Body mass index (kg/m?)—mean 7 S.D. 26.874.02
Body mass index classifications—n (%)

Overweight 48 (48.0)

Obese 18 (18.0)
Antidepressant medication—n (%) 26 (26.0)
Hypnotic medication and Benzodiazepines—n (%) 8 (8.0)
Time of the last weight reduction program (months)—median (P25-P75) 24.5 (16-46)
Binge Eating Scale (BES)—median (P25-P75) 14.5 (9-21.8)
Eating Attitudes Test (EAT)—mean 7 S.D. 16.777.81
Night Eating Questionnaire (NEQ)—median (P25-P75) 13 (9-18)
Morningness/Eveningness Questionnaire (MEQ)—mean 7 S.D. 52.4714.0
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ABSTRACT

This study aimed to demonstrate the chronobiological aspects of night eating
syndrome (NES) by examining the phenotype, activity and light-exposure rhythms
and gene expression patterns (CLOCK, BMAL1, Cry1 and Per2). Twenty-eight
patients including 14 with NES (10 women) and 14 non-NES controls (nine women)
participated in this study. The mean age of all participants was 40.71 £ 12.37 years
and the mean body mass index was 26.8 £ 5.7 kg/m? Patient characteristics,
including emotional aspects, chronotype, and quality of sleep were assessed by
questionnaires. Activity and light-exposure rhythmicity were assessed by continuous
actigraphy, and clock-gene expression was measured in leukocytes (peripheral
blood mononuclear cells). There were no significant differences between the groups
in terms of chronobiological parameters, refuting the hypothesis that control of the
biological clock may be linked to the pathophysiology of NES. The timing and quality
of food intake should be further studied to clarify the relationship between the
regulation of eating and control of the biological rhythm. Further studies are also
required to investigate if eating a main meal at night has a significant impact on

metabolism and behavior.

Keywords: gene expression, circadian rhythm, circadian clock, biological clock,

night eating syndrome.
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INTRODUCTION

Living beings organize their daily physiology and behavior based on biological
clocks that coordinate their circadian rhythms. These rhythms are observed in
biological functions such as metabolism, hormonal function, temperature regulation,
social rhythms and sleep, and are controlled by external clues, such as light and
eating, or by endogenous rhythms (Dibner et al. 2010). Circadian rhythms are cyclic
processes that are able to readjust in response to various circadian synchronizers.
This oscillatory circadian system is determined genetically by a set of clock genes,
which is essential for the generation, maintenance and synchronization of circadian
pacemaker output (Czeisler & Gooley 2007).

The machinery of the circadian clock is represented by a feedback system
involving coordination of the transcription-translation machineries. Changes in mRNA
expression, protein stability, chromatin state and the production of metabolites use
feedback mechanisms to maintain the correct time. Recent studies demonstrated
that the regulation of metabolism by the biological clock and its components is
accomplished in a similar manner, such that alterations in circadian metabolism are
also regulated in cells at the genomic level (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi 2013).
Four clock genes have been identified in mammals: CLOCK, BMALT,
Cryptochromes (Cry1 and Cry2), and Period (Per1, Per2 and Per3), which are
expressed rhythmically in the central nervous system (Ohdo 2007). The expression
and transcriptional suppression of these genes, and the formation of heterodimers,
result in the 24-h pattern of rhythmicity (Mignot & Takahashi 2007). These complex
mechanisms are coordinated by the suprachiasmatic nucleus (SCN) (Jin et al. 1999),

together with clock genes from peripheral tissues, the function of which depends on
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the central hypothalamus clock, to form a hierarchical circadian system (Albrecht
2012).

Eating in mammals is under homeostatic control and involves humoral factors
acting on hypothalamic neurons that ultimately control the urge to eat. A typical
pattern of daytime eating for diurnal organisms or nighttime eating for nocturnal
organisms is important for metabolic homeostasis, and can be influenced by the
circadian system from the SCN, or through local oscillators in peripheral tissues
(Albrecht 2012). Mammals tend to consume most of their food and water during their
normal waking period, i.e., during the day for diurnal mammals and during the night
for nocturnal animals, which also coincides with food-seeking activities. Regular
eating patterns can thus influence the functioning of the biological clock, and stability
can alleviate the symptoms of diseases associated with circadian misalignment,
such as sleep disturbances, jetlag, and various neuropsychiatric disorders (Eckel-
Mahan & Sassone-Corsi 2013). This suggests that realignment of the clock or
strengthening of internal synchronization by exposure to light, or by regulating the
hours of sleeping/waking, may help to prevent metabolic diseases such as obesity,
diabetes and night eating syndrome (NES).

NES is characterized by a circadian delay in food intake (Stunkard et al.
1955). However, it is unclear if the decoupling in NES individuals occurs as a result
of disruption of the peripheral oscillators and the central clock, or if the peripheral
oscillators operate out of phase with each other, independently of the central clock
synchronization. It is therefore necessary to clarify the mechanisms implicated in
these circadian disturbances and relate them to metabolic disorders in individuals

with NES (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi 2013).
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The present study aimed to investigate the chronobiological aspects of NES
by assessing the phenotype, activity and light-exposure rhythms, and clock gene

expression patterns (CLOCK, BMAL1, Cry1 and Per2).

MATERIALS AND METHODS
Subject characteristics

A total of 28 outpatients from a nutrition clinic (14 with NES and 14 non-NES
controls) participated in this study. All patients were adults aged between 18 and 65
yr. Exclusion criteria for both groups were treatment-resistant psychiatric symptoms,
including substance abuse and dependence in the past 6 months, medical conditions
affecting appetite and eating patterns, sleep apnea, shift working and the use of
antidepressant medications.

The sample size was based on previous studies that indicated a prevalence of
NES of 12-26% (median 19%, assuming an error o of £7%. The confidence interval
was 95%).

The study was approved by the Ethics Committee (protocol number 10-0192)
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), and performed according to the
standard good clinical practice guidelines established in the Code of Ethics of the
World Medical Association (Declaration of Helsinki). All participants signed an

informed consent form.

Procedures
The patients were allocated into two groups according to the presence or

absence of NES. The flowchart for the study protocol is shown in Figure 1.
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Instruments and measurements
Independent variables

NES was evaluated as the independent variable using the Night Eating
Questionnaire (NEQ) (Allison et al. 2008) based on new diagnostic criteria (Allison et
al. 2010). This 14-item screening instrument score is a self-reported questionnaire for
assessing night eating behavior. A score = 30 is strongly suggestive of NES. The
version of NEQ used was translated into Portuguese and adapted for the Brazilian

population. The cutoff score for detecting NES was 20 (Harb et al. 2008).

Dependent variables

Subjects answered the Self-Reporting Questionnaire-20 (SRQ-20) adapted by
Mari and Williams (Mari & Williams 1986) to detect minor psychiatric disorders,
defined by scores = 6 for men and = 8 for women. The presence and intensity of
depressive symptoms were assessed using the Beck Depression Inventory (Beck et
al. 1961), which includes 21 items, with depression being classified as a score =10.

The chronotype was assessed using the Morningness—Eveningness
Questionnaire (Horne & Ostberg 1976). This questionnaire provides an indication of
circadian preference, which is used to estimate phase tendencies in circadian
rhythm. The scores range from 16-86 with cutoff scores of: (1) 16—41 for
eveningness; (2) 42-58 for intermediate; and (3) 59-86 for morningness
chronotypes.

Sleep quality was assessed using the Pittsburgh Sleep Quality Index (Buysse
et al. 1989), which evaluates sleep quality over the previous 30 days, to distinguish

between good and poor sleep qualities. The cutoff point was > 5.
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Assessment of activity and light rhythm

Variations in circadian rhythm were assessed by continuous actigraphy
monitoring with light sensors in patients for around 12 days. The actigraph was a
pulse Actiwatch® (Philips Respironics), which is designed to monitor long-term
activity and ambient light exposure in human subjects. It contains an accelerometer
that detects motion with a minimum resultant force of 0.01 g. Actigraph data were
read primarily using the Interface Actiwatch Reader ®, converted into an Excel table
and processed using the specific ‘El Temps’ program for chronobiological analysis.
The epoch length was 1 min.

Motor activity data were initially visually inspected by double-plotted graphs.
For each subject, data were fitted to a cosinusoidal curve of a 24:00h rhythm (cosinor
analysis). This analysis demonstrated the amplitude, mesor, and acrophase of the
adjusted rhythm. The means and standard errors of the daily acrophases were
calculated. The stability of the daily phases of each individual circadian rhythm was
calculated using the Rayleigh z test. The resulting vector angle indicated the mean
peak time for each individual rhythm, and the magnitude of the vector (r) indicated the

phase coherence.

Genetic assessment

The blood samples were collected from 8:00h to 16:00h for bout groups. The
expression levels of the CLOCK, BMAL1, Cry1 and Per2 genes were measured in
leukocytes (peripheral blood mononuclear cells), which could be sampled easily and
non-invasively (Teboul et al. 2005). We collected 2.5 mL of peripheral blood in PAX®
tubes, containing an RNA-stabilizing substance. After collection, RNA was extracted

with a commercial kit and converted into ¢cDNA using an oligo-dT kit (Invitrogen)
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(Weber et al. 2010) and reverse transcriptase (Superscript Il). Gene expression
analysis was performed by reverse transcription-polymerase chain reaction using the
TagMan Gene Expression Assays system (catalog number 4331182 - Life
Technologies do Brasil LTDA) with gene-specific probes, and using glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase as a reference gene commercial purchased. All these
reactions were performed in the Laboratorio de Identificacdo Genética - Centro de

Pesquisa Experimental HCPA.

Statistical analysis

The distribution of variables was described as mean t standard deviation.
Fisher's exact test was used to analyze categorical variables. Continuous, normally
distributed, variables were analyzed with Student’s t-test for independent samples.
Activity was measured by actigraphy. The amplitude, acrophase, mesor and
percentage of rhythmicity were analyzed by Cosinor test (Sokolove & Bushell 1978)
and the calculations were performed using the integrated Chronobiology program El
Temps.

Data were analyzed using SPSS for Windows version 18.0 (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA) and statistical significance was set at a two-tailed p value = .05.

RESULTS

The characteristics of the individuals are shown in Table 1. A total 14 patients
with NES (10 women, 71.4%) and 14 non-NES controls (nine women, 64.3%) were
evaluated. The mean age of the total sample was 40.71 £ 12.37 yr. The mean body
mass index (BMI) was 26.8 £ 5.7 kg/m?, calculated according to the Quetelet index

(weight in kilograms divided by height in meters squared). Regarding comorbid
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diseases, 20.6% had hypertension, 10.7% were dyslipidemic and 3.5% had type 2
diabetes mellitus.

The two groups were analyzed in relation to medication use according to the
Anatomical Therapeutic Chemical Code (ACT) (WHO 2013). There no statistical
significance differences in relation to medication use and chronic pain. In the control
group 7.1% of patients were using statins and 28.6% antihypertensive drugs. In the
NES group 7.1% were using oral hypoglycemic drugs and 21.4% antihypertensive
drugs. Chronic pain was reported by 14.3% in the NES group and 21.4% in the
control group.

Regarding minor psychiatric disorders, the scores were higher in the NES
group (5.29 + 3.24) than in the control group (3.14 £ 2.77), though the difference was
not significant. The same was true regarding depressive symptoms assessed by
BED scores, which were 9.14 (£ 6.38) and 5.14 (+ 4.50), respectively.

There was no significant difference in chronotype scores between the two
groups. The total score in the NES group was 51.57 (£ 9.15), and that in the control
group was 49.79 (£ 13.1). Morningness were present in 35.7% in the NES group and
21.4% in the control group, eveningness in 14.3% in the NES group and 21.4% in
the control group, and intermediate in 50% in the NES group and 57% in the control
group.

Sleep quality scores were slightly higher in patients with NES than in the
control group, indicating poorer sleep quality, but the difference between the groups
was not significant. Actigraphy demonstrated no differences in activity levels or light
exposure during the days when the subjects were evaluated (Table 2).

Blood samples sorted according to the hour they were collected were

assessed for mRNA expression. The analyzes of mRNA expression levels were
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measured in Relative Quantification (RQ) logarithms (Livak & Schmittgen 2001).
CLOCK gene demonstrated two peaks around 10:00h and 14:00h in the NES group.
The main peak in the control group occurred around 10:00h, but then expression
declined throughout the day (Figure 3.A). BMALT gene expression showed some
similarities between the groups, with increased expression around 14:00h in both
groups (Figure 3.B). However, expression levels in the NES group showed a slight
increase around 11:00h and a slight drop around 12:00h, before increasing again at
14:00h, while the main peak in the control groups occurred around 08:00 h. Cry1
gene expression levels were similar in both groups until 12:30h, after which mRNA
levels increased in the NES group, but fell until 15:00h, then started to rise again in
the control group (Figure 3.C). Finally, Per2 mRNA expression levels were similar in

both groups (Figure 3.D).

DISCUSSION

The current study detected no differences in age, sex, reported illnesses,
medication use, chronic pain, or chronobiological parameters (phenotype and
genotype) between patients with and without NES.

In addition, there were no differences in chronotype, sleep quality or BMI
between NES and non-NES patients. These results corroborate the findings of our
previous study (Harb et al. 2012), which reaffirming that weight gain is not
associated with NES. These data could be explained by a true lack of association, or
because the definition of the syndrome is fragile. By definition, a syndrome is a
cluster of symptoms related to a pathogenesis, and we should not affirm that there is
a pathogenesis characterized by the association of the following symptoms:

consumption of = 25% of daily food intake after dinner, insomnia, depressive mood,
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and stress. Because the characteristic symptoms of NES tend to be associated with
minor psychiatric disorders and depressive symptoms, it is possible that the
syndrome may be a comorbidity of another psychiatric disorder.

Given that the main feature of this syndrome is the characteristic timing of
food intake, we hypothesized that the chronobiological system might be involved in
its etiology, and that variables such as the pace of activity and light exposure would
be related to the presence of the syndrome. However, we found no differences
between the groups in terms of the parameters describing the chronobiological
phase and the robustness of the circadian rhythms. The fact that night eaters get up
at night did not appear to change the pace of the activity. However, our sample
comprised subjects living in a major city, and it is therefore possible that both groups
were exposed to light pollution during the night, resulting in homogenization of the
sample.

In our sample, the acrophases of the clock genes occurred between 14:00h
and 15:00h. We expected clock-gene expression to differ between the groups, but
no major differences were detected. This may have been because both groups were
exposed to the same lighting conditions, and light is known to be one of the most
powerful synchronizers of physiological and behavioral activities in human beings,
and activates the expression of clock genes. The CLOCK and BMAL1 transcription
factors unite to activate gene expression, while Cry? and 2 and Per2 provide
negative feedback. However, our study found no differences in the expression levels
of these four genes hetween NES and non-NES patients, suggesting that they are
not involved in the etiology of NES.

The groups were homogeneous in terms of age, sex, reported illnesses,

medication use and chronic pain. In spite of these result need to be confirm in a
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large sample, our findings do not support the hypothesis that the chronobiological
system is linked to the pathophysiology of NES. May be the focus of future studies
should be clarify the relationship between timing of food intake and the regulation of

eating mediated by biological clock .
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Tables and Figures legends

Table 1 Demographic and psychometric factors in night eaters and control group

Variable Night Eaters (n=14) Contraols (n=14) Statistic test P
Sex (women) 10 (71.4) 9 (64.3) F 1.000
Age (years) 41.1(x11.9) 40.3 (2 13.2)" 180" 858
BMI (kg/m®) 2752 (+ 5.77) 26.08 (£ 5.71) -.BBT* 510
Drugs (ATC)
Statin 0(0) 1(7.1) F 1.000
Oral hypoglycemic 1(7.1) 0(.0) y 1.000
Antihypertensive 3(21.4) 4 (28.6) F 1.000
Chronic pain 2(14.3) 3(21.4) F 1.000
SRQ score 529 (+3.24)" 3.14 (x2.77)" -1.88* o7
Beck score 9.14 (+6.38)" 5.14 (+4 50)" -1.916* 066
Chronotype score 51.57 (+ 9.15)" 49.79 (£ 13.1)" 419 679
Maorningness 5(35.7) 3(214)
Eveningness 2(14.3) 3(21.4)
Intermediary 7 (50) 8 (57)
Sleep quality score 8.36 (+3.63)" 6.21 (2.78)" -1.754 091

“Student's t-test; *Fisher's exact test; ~ Variables described by median (+ SD)
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Table 2 Comparison of rest-activity and light-exposure rhythm parameters between

the night eaters and control group

Variables Night Eaters (n=13) Control (n=13) f test p value
Rest-activity
Acrophase of Activity 921.7 (£ 78.6) 926.7 (£ 91.0) A5 882
Mesor of activity 2471 (£ 55.8) 233.1 (£ 64.9) -.59 .56
Amplitude of activity 169.9 (£ 38.2) 162.5 (£ 45.6) -45 57
% Ve of activity 46.3 (£ 4.7) 44 5 (£ 9.2) -63 53
p of activity 561(1.12-9.81) 561 (1.12 - 9.81) _78° 448
Light exposure
Acrophase of light 8022 (+829) 8307 (x70.0) 95 35
Mesor of light 2791 (122 - 1275) 409.6 (99 -1772) -.95° 362
Amplitude of light 4803 (168 — 2266) 628.8 (131 - 3067) -.69° AN
% Ve of light 57 (£2.7) 5.4 (+26) -29 77
p of light 364 (1.96-6.281) 302(1.31-898) -31° 762

Amplitude = difference between mesor and peak; acrophase = clock time of the peak

value



113

Figure 1

{ Patients with NES (according NEQ) }

l
! |

‘ With NES WithoutNES
SRQ-20+ BDI= emotional aspects

MEQ = chronotype
PSQI= sleep

l l

Actigraphy (Laboratorio de Cronobiologia HCPA/UFRS)
Gene expression (Laboratorio de Identificacao Genética - Centro de
Pesquisa Experimental HCPA)

Figure 1 Study design
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Figure 2

Activity
Acrophase

Light
Acrophase

Figure 2 Rayleigh test represented by acrophase distributions between groups
regarding light incidence and rest-activity. Each circle represents 24 hr, and each
triangle indicates the position of the mean acrophase for each individual in the group.
The black point of the inside vector represents the mean acrophase, and the fiducial
limits are also indicated. The size of the vector indicates the grouping of the

acrophases. The internal circle indicates a significance level of p = .05.
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Figure 3
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Figure 3 The mRNA expression levels as to Clock Genes evaluated from 8:00h to
16:00h. A = Clock gene; B = BMAL1 gene; C = Cry1 gene; D = Per2 gene. Log RQ =
Relative Quantification (RQ) logarithm. Dotted line: patient with NES; Plain line:

controls.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em uma sociedade moderna, onde os seres humanos ignoram cada vez mais
0s sinais circadianos naturais alterando ou reduzindo o tempo de sono e a exposicao
a luz artificial, ocorre a dessincronizacdo do alinhamento dos processos fisiologicos
internos com o ambiente externo. E importante entender este sistema e as
perturbacdes resultantes da biologia circadiana. Estes podem afetar a fisiologia
tornando o homem suscetivel a varias doencas. O sono estd associado a
recuperagdo de energia, por este motivo, a regulagcdo do sono € essencial para a
saude. A organizacdo social humana impde uma temporalidade na qual a maioria
das atividades de trabalho ou educacionais ocorre entre 8h e 18h; portanto, os
individuos que estdo sincronizados a estes horarios tém uma tendéncia a ter um
melhor desempenho. Parte da populacdo, entretanto, esta biologicamente
sincronizada em horarios incomuns e vive num estado de dessincronizagdo em

relacdo a seus horarios sociais (19).

Problemas crescentes de saude publica como o aumento de peso, as
doencas cronicas ndo transmissiveis, os trabalhos em turnos de longo prazo, a
prevaléncia de manifestacbes cardiovasculares no turno da manha, as
consequéncias metabolicas de dietas inadequadas, seja no conteldo ou no horario
consumido, demonstra que a regulacdo dos relogios biologicos sao partes
importantes do problema. Além disto, o estilo de vida atual, sinbnimo de alto
consumo de alimentos, a inatividade fisica, a diminuicdo de horas de sono, a
diminuicdo de horas de lazer, também contribuem com a dessincronizagdo dos

relogios internos.

Incontaveis evidéncias tém relacionado este estilo de vida moderno a
obesidade, a hiperinsulinemia e a hiperlipidemia, ao aumento do débito cardiaco
levando a vasoconstricdo e a hipertensdo. A interrupcdo de ritmos biologicos
adequados pode levar a altera¢des nos ritmos circadianos de alimentacao, prejuizos
ao metabolismo, propensdo ao cancer e reducdo da expectativa de vida. Além disto,

as alteracbes genéticas podem aumentar o risco de desenvolvimento destas
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complicacbes. Deste modo, a ruptura do ritmo circadiano e as alteragdes no
metabolismo com modificagbes dos componentes alimentares (quantidade e
qualidade) e o tempo de alimentacdo tém a capacidade de alterar 0os ritmos

corporais.

Como ja foi dito, horarios regulares e nutricdo controlada podem influenciar os
relégios bioldgicos. A estabilidade pode ajudar a aliviar os sintomas de doencas
associadas com o desalinhamento circadiano, como disturbios do sono, jetlag e
varios distarbios neuropsiquiatricos, ja que em condi¢cdes normais, cada 6rgao tem o
seu proprio ritmo circadiano especificamente cronometrado e sincronizado pelo NSQ
(141).

Luz e alimentos podem afetar significativamente o sistema circadiano. Em
outras palavras, o0 estilo de vida afeta a saude humana através do sistema
circadiano. Sua disfuncdo pode ser causa ou consequéncia de uma patologia. Sua
relacdo com a nutricdo, atividade e exposicado a luz como forma de contribuir com
um estilo de vida saudavel, pode prolongar a vida de maneira sincronizada com o
relégio principal e seus osciladores. Dada a crescente prevaléncia e as taxas de
mortalidade de doencas associadas a obesidade, a luta contra a desregulacdo do
relogio circadiano tem o potencial de tornar-se um instrumento importante na batalha

contra a obesidade e outras doencas criticas do mundo industrializado.

Alguns estudos ja relacionaram polimorfismos genéticos com a duracdo do
sono e obesidade demonstrando que portadores da mutacédo dos genes do relogio
(alelo C) eram resistentes a perda de peso apds uma intervencao de 12-14 semanas
apresentando menor duracdo do tempo de sono, maiores concentracdes de grelina
e preferéncia para comer a noite (142). Outro estudo em individuos com
polimorfismos em Per2 apresentaram maior obesidade abdominal, horarios extremos
de ingestdo de lanches, aumento do estresse com a dieta, aumento de ingestao
guando entediados do que aqueles sem aqueles sem os polimorfismos (143). O
gene BMALL e TIM tém sido associados com disturbios de humor, incluindo piora a

noite e insénia (144).

Este é o primeiro estudo em humanos para relacionar os genes do relégio e a

SCN e demonstrou que nenhum dos aspectos cronobioldgicos estudados tiveram
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relacdo com a Sindrome do Comer Noturno. Entretanto, estes resultados corroboram
com os achados do estudo realizado por nds (145) onde estas diferencas estavam
relacionadas com Binge Eating Disorder (BED) e ndo com a SCN. A partir destes
dados podemos concluir que ideia de sindrome € muito fragil, jA que por definicdo
sindrome € um conjunto de sintomas relacionado a uma fisiopatogenia. Neste
sentido, ndo € possivel afirmar que haja uma patogenia caracterizada pela
associacdo dos sintomas que definem a sindrome como o consumo =de 25% da
ingestao diaria de alimentos apos a janta, insdnia, humor depressivo e estresse.

Uma vez que a principal caracteristica desta sindrome é uma variacao
temporal da alimentacdo isto nos fez pensar que um provavel sistema envolvido
seria the time sistem. As acrofases da expressédo dos genes do relégio analisados
puderam ser observadas entre 14-15h. No nosso estudo néo foram encontradas
diferencas em relacdo aos quatro genes analisados, apoiando a ideia de que estes
genes ndo estdo implicados no que é descrito como SCN. Portanto, 0s nossos
achados néo corroboram a hipétese de que the time system poderia estar ligado a
fisiopatogenia da Sindrome de Comer Noturno.

Finalmente, como os tempos relacionados a alimentacao e a qualidade desta
devem ser mais profundamente estudados a fim de esclarecer a relacdo entre a
alimentacéo e a regulacdo do the time system, bem como o fato de que se os seres
humanos alocarem a sua principal alimentagcdo no turno da noite pode trazer
consequéncias ao metabolismo e refletir mudancas no comportamento. Estudar

estes aspectos pode significar contribuicdes no controle e prevencéo da obesidade.
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7 PRODUCAO REALIZADA DURANTE O PERIODO DE DOUTORAMENTO

Quadro 1. Producéo realizada

DATA

EVENTO

LOCAL

TITULO

FORMA

4 e 5/5/2011

XI Latin American
Symposium on

Chronobiology

México

Attended

7.1. EVENTOS INTERNACIONAIS
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5a 9/5/2011

Il World Congress on
Chronobiology

México

Attended

5a 9/5/2011

[l World Congress on
Chronobiology

México

Chronotypes: a correlation

with eating behavior

Presented the
work in the

poster session

3a7/10/2012

The International
Congress of

Chronobiology

New
Delhi

Attended

3a7/10/2012

The International
Congress of
Chronobiology

New
Delhi

Can BMI be a mediator in
the correlation between
depression, inflammatory
cytokines, and plasma
Brain Derived Neurotrophic

Factor levels?

Presented the
work in the

poster session

18 a 22/8/ 2013

XIII Congress of the
European Biological
Rhythms Society

Munich

Attended




7.2. EVENTOS NACIONAIS
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DATA
EVENTO LOCAL TITULO FORMA
11 e 12/6/2009 VIII Congresso Séo Traducdo e validacdo de Poster
Brasileiro de Paulo/ contetido da verséo em
Transtornos Alimentares SP portugués do Night Eating
e Obesidade Questionnaire (NEQ)
19 a 22/8/2009 | XXIV Reunido Anual da | Aguas Sindrome do comer Poster
Federacéo de de noturno: correlagcdo entre
Sociedades de Biologia | Lindoia/ indice de massa corporal
Experimental - FeSBE SP (IMC), sono e
comportamento alimentar
30/9/2009 XXV Semana Porto Sindrome do comer Poster
Académica de Medicina | Alegre/ noturno: correlagéo entre
da UFCSPA: RS indice de massa corporal
perspectivas na (IMC), sono e
formacao do médico comportamento alimentar
9/10/2009 292 Semana Cientifica Porto Sindrome do comer Poster
do Hospital de Clinicas | Alegre/ noturno: correlagcéo entre
de Porto Alegre RS indice de massa corporal
(IMC), sono e
comportamento alimentar
19 a 23/10/2009 XXI Saléo Iniciagédo Porto Sindrome do comer Apresentacdo
Cientifica da UFRGS Alegre/ noturno: correlagéo entre Oral
RS indice de massa corporal
(IMC), sono e
comportamento alimentar
7/8/2010 8° Simpdsio de Nutricdo | Grama- Mesa-redonda Palestrante
em Cardiologia do do/RS Comportamento Alimentar
Congresso da e Cronobiologia:
SOCERGS implicagBes na saude
cardiovascular
18/5/2010 XXV Workshop de Porto Ritmos circadianos e a Palestrante
Terapia Nutricional Alegre/ Sindrome do Comer
Universidade RS Noturno
Corporativa Mae de
Deus
22/5/2010 23°Ciclo de Avancos Porto Cronobiologia e transtornos | Integrante do
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em Clinica Psiquiatrica | Alegre/ psiquiatricos grupo
RS
16/4/2011 Curso de Extensao da Caxias Cronobiologia aplicada a Palestrante
Universidade de Caxias do saude
do Sul - UCS Sul/RS
25 a 28/5/2011 14° Congresso de Séo Risk factors for obesity in a Poster
Obesidade e Sindrome Paulo/ rural population
Metabolica SP
25 a 28/5/2011 14° Congresso de Séo The association among Comunicacédo
Obesidade e Sindrome Paulo/ | BMI, sleep quality and mid- oral
Metabdlica SP sleep phase with use of
antihypertensive drugs
7/7/2011 31% Semana Cientifica Porto Tema Livre Poster Avaliadora
do HCPA Alegre/
RS
15/8/2011 XXXV Workshop de Porto Cronobiologia, ritmos Palestrante
Terapia Nutricional: Alegre/ circadianos e a Sindrome
Transtornos Alimentares RS do Comer Noturno
19/08/2011 XXIII Jornada de Porto Cronobiologia: Implicages Palestrante
Nutricdo do HCPA Alegre/ clinicas para o
RS entendimento dos ritmos
circadianos no processo
saude-doenca
18/09/2011 66° Congresso Porto The association among Apresentacdo
Brasileiro de Cardiologia | Alegre/ | BMI, sleep quality and mid- | Oral de Tema
Forum de Nutrigdo RS sleep phase with use of Livre
Sessdo Temas Livres antihypertensive drugs
Orais - Hipertenséo
07/10/2011 | Jornada de Nutricdo — Santa Ritmos Circadianos e Palestrante
UNISC Cruz do Sindrome do Comer
Sul/RS Noturno
20 e 21/10/2011 | IX Encontro de Nutricdo Porto Cronobiologia Aplicada a Palestrante
e X Jornada de Nutricdo | Alegre/ Saude — Comportamento
Enteral e Parenteral do RS Alimentar e ritmos
Grupo Hospitalar biologicos
Conceicéo
26/05/2012 25° Ciclo de Avancgos Porto Cronobiologia dos Membro da
em Clinica Psiquiatrica | Alegre/ Transtornos de Humor comissao
RS cientifica/
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Palestrante
30/06/2012 Associacao Gaucha de Porto Cronobiologia e Palestrante
Sono - Reuniao Alegre/ A Sindrome Comer
Cientifica RS Noturno
31/8/2012 8° Férum Nacional de Porto Transtornos Alimentares e Palestrante
Nutricdo Alegre/ | Tratamento da Obesidade
RS
31/08/2012 IV Jornada de Nutricdo | Lajeado/ | Cronobiologia. Influéncia Palestrante
Clinica Univates RS do ciclo noite/dia no
metabolismo dos nutrientes
7/8/2013 Residéncia Integrada Porto Chronobiology in real life — Palestrante
Multiprofissional em Alegre/ | Cronobiologia - Influencias
Saude do HCPA RS no processo saude-doenca
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DATA EVENTO LOCAL TITULO FORMA
06/2012 Disciplina de | Porto Prof. Carolina Escobar | Montagem
Cronobiologia Alegre/RS México disciplina
Aplicada a Saude
12/6/2012 Disciplina de | Porto Desordens metabdlicas e | Palestrante
Cronobiologia Alegre/RS transtornos do humor:
Aplicada a Saude Comportamento alimentar
e transtornos alimentares
14/12/2012 Disciplina: Porto AlteracBes dos Ritmos | Palestrante
Interconsulta Alegre/RS Circadianos no Sistema

Psiquiétrica I: Ritmos

na clinica

Cardiovascular
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01/2013 Disciplina: Porto Prof. Till Roenneberg Montagem
Chronobiology in real | Alegre/RS disciplina
life

4/1/2013 Disciplina: Porto Comportamento Palestrante
Chronobiology in real | Alegre/RS alimentar, transtornos

life

alimentares e
cronobiologia
Influencias no processo

saude-doenca
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Paz

2012 A chronobiological policy to decrease | Biological Rhythm Levandovski, Rosa;
the burden of hypertension and Research Hidalgo, Maria Paz
obesity in low- and middle-income Loayza; Allebrandt,
population Karla V; Harb, Ana;

Bernardi, Fabiana
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Cauduro; Caumo, W.;
Hidalgo, M. P. L.



http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/9800155373924394
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193
http://lattes.cnpq.br/9800155373924394
http://lattes.cnpq.br/0406420832677193

128

Paper n Clock Bmall/ Arnt Cryl Per2
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BLOOD. 2003. Circadian 3 homens 2 sujeitos:
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expression to pathologies periféricas fase durante a fase clara. Nas
(72) fase clara. PBMCs estes
Em PBMCs | ritmos estdo em
0s ritmos atraso de varias
estdo todos | horas
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14.| European Todos os picos
Neuropsychopharmacolog foram durante o
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ANEXO NUMERO 1 - DADOS DE IDENTIFICACAO
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DADOS DE IDENTIFICACAO FAVOR PREENCHER OS DADOS A SEGUIR

Nome: Data:_ /|

Sexo: Masc (1) Fem (2) No momento do preenchimento deste questionario, estas gravida? Sim( ) N&o ( )
Idade: Data de nascimento:

Endereco Residencial: Fone residencial:

Fone comercial: Celular:

e-mail:

Profisséo: Atividade:

Em qual (is) o(s) turnos que vocé desenvolve a sua atividade? Manha ( ) Tarde ( ) Noite ( )

Peso atual? kg Altura? m IMC: kg/m® Peso desejado? kg
Qual a idade de inicio do problema com o peso? anos Qual 0 seu peso maximo ja registrado? kg

Sobre seu ultimo tratamento nutricional. Em que data comegou?

Vocé toma algum tipo de medicacéao?

Qual (is)?

Vocé tem alguma doenca diagnosticada? N&o ( ) Sim ( ) Qual (is)?

Vocé fez alguma cirurgia? N&o () Sim ( ) Qual(is)?

Vocé tem algum tipo de doenca desta lista?
A. Neurolégica? N&o () Sim ( ) Qual(is)?

B. Psiquiatrica? N&o () Sim ( ) Qual(is)?

C. Historia de dor cronica Nao ( ) Sim( )

Vocé usa alguma medicacédo desta lista?

A. Psicofarmaco Nao ( ) Sim( )

B. Qual(is)?

C. Gilicocorticoides Nao () Sim( )

D. Ciproheptadina (Periatin) Nao ( ) Sim( )




ANEXO NUMERO 2 - SELF REPORTING QUESTIONNAIRE (SRQ-20)
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SELF REPORTING QUESTIONNAIRE (SRQ-20)

1. Vocé tem dores de cabec¢a com freqiiéncia? ()SIM ( ) NAO
2. Tem falta de apetite? () SIM ( ) NAO
3. Dorme mal? ()SIM ( ) NAO
4. Fica com medo com facilidade? ()SIM ( ) NAO
5. Suas m&os tremem? () SIM ( ) NAO
6. Se sente nervoso, tenso ou preocupado? ()SIM ( ) NAO
7. Tem problema digestivo? () SIM ( ) NAO
8. NAO consegue pensar com clareza? ( )SIM () NAO
(concorda) (discorda)
9. Sente-se infeliz? ()SIM () NAO
10. Chora mais que o comum? ()SIM ( ) NAO
11. Acha dificil gostar de suas atividades diarias? | ( ) SIM ( ) NAO
12. Acha dificil tomar decisdes? ()SIM ( ) NAO
13. Seu trabalho diario é um sofrimento? (tormento) ()SIM () NAO
14. NAO é capaz de ter um papel Gtil na vida? ( )SIM ( ) NAO
(concorda) (discorda)
15. Perdeu o interesse pelas coisas? ()SIM ( ) NAO
16. Acha que é uma pessoa que nao vale nada? ()SIM () NAO
17. O pensamento de acabar com a vida ja passou | ( ) SIM () NAO
por sua cabeca?
18. Se sente cansado o tempo todo? ()SIM ( ) NAO
19. Tem sensacdes desagradaveis no estdbmago? | ( ) SIM () NAO
20. Fica cansado com facilidade? ()SIM ( ) NAO




ANEXO NUMERO 3 - ESCALA DE BECK PARA DEPRESSAO

y
| N IR Data:

Notne: Lstado Civil: ldade: Sexo:

Ocupagiio: Escolaridade:

Este questiondrio consiste em 21 grupos de alinnagiics. Depois de ler evidadosamente cada gropo, faga tin cftculo end torho
do nimero (0, 1,2 ou 3) proximo & afinmagiio, em cada grupo, que descreve rielhor a maneira que vocd tem se sentido na

dltima semana, incluindo hoje. Se vérias afirmagdes num grupo pareccrem se aplicar igualmente bent, faga um circulo em

cada uma. Tome o cuidado de ler todas as alirmages, em cada grupo, anles de fazer 4 sua cscolha. -

1 o Nio me sinlo triste. 8 v Nio ine sinto de qualquet imodo pior que os oulfos.
1 Eu me sinto triste. { Sou crftico em telagdo & thini por ininhas fraquézas
2 Estou sempre triste e nifo consigo sair disto. ou eiros.
3 Estou tifo triste ou infeliz que niio consigo suportar. 2 Ly me culpo sempire por miinhas fathas.
‘ - 3 Eume culpo por tudo de maf que acontece,
2 o Nio estou especialmente desanimado quanto 10
futuro. o ‘ 9 o Nio lenho quaisquer idéias de me matar.
1 Tu me sinto desaiimado quanto ao futuro. i Tenho idéias de e matar, inas ndo as cxecutdria.
2 Acho que nadd tenho a esperat. 2 Goslatia de me matar,
3 Acho o Tuluro Sein esperanga e lenho & impressiio 4 1t me niataria se tivesse oportunidade.
de que as coisas ndo podem melhorar.
10 0 Nio choro mais que o habitual.
3 o Nio me sinlo um fracasso. t Choro miais agora do qtic costumava.
1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum. 2 Agora, choro o tempo todo.
2 Quando olho para trés, na minha vida, tudo o que 3 Costumava ser capaz de chotar, mas agota niio
posso ver € um monte de fracassos. consigo, mesimo que o queira. :
3 Acho que, como pessoa, sou um completo {racasso.
11 o Nao sou mais ittitado agora do que ja fui.
4 o Tenho tanto prazer em ludo como anlcs. 1 Fico abotrecido ou itritado mais facilmente do que
1 Nio sinto mais prazer nas coisas como antes. costimava.
2 Nio encontro um prazer real cm mais nada. 1 Agora, eu e sinto ittitado o terpo todo.
3 Eslou insatisleito ou aborrecido com tudo. 3 Niio me irtilo mais cot coisias que costumayim e
irritar.
5 o Nio me sinto especialmente culpado.
Eu me sinto culpado grande patte do tempo. 12 o Nio perdi v inferesse pelas ouiras pessoas.
12 Eu me sinto culpado na tmiaior parte do tempo. i Lstou menos itteressado pelas outras pessoas do qué
3 Fu me sinto sempre culpado. costumava cslar.
) 2 Perdi a maior parte do meu intcresse pelas outras
6 o Nao acho que esteja sendo punido. pessoas.
Acho que posso ser punido. 3 Perditodo o interesse pelas outras pessoas.
2 Creio que vou ser punido.
3 Acho que estou sendo punido. 13 v Tomo decisdes (o bem quanto antes.
1 Adio as tomadas de decisies mais do que
7 o Nio me sinto decepcionado comigo mesmo. costumava,
1 Estou decepcionado comigo mesmo. 2 Fenho mais dificutdades de tomar decistes do que
2 Estou enojado de niim. anles.
3 Eu me odeio. 3 Absolutamente nito consigo mais tomar decisdes.
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14 o Nio acho que de qualquer modo parego pior doque |19 o Nio tenho perdido muito peso se é que perdi
antes. algum recentemente.
1 Estou preocupado em estar parecendo vetho ou sem 1 Perdi mais do que 2 quilos e meio.
atrativo. 2 Perdi mais do que 5 quilos.
2 Acho que hd mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos.
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo.
3 Acredito que parego feio. Estou tentando perder peso de propésito,
comendo menos: Sim, Nio
15 o Posso trabalhar tio bem quanto antes.
1 E preciso algum esforgo extra para fazer alguma 20 o Nio estou mais preocupado com a minha satide
coisa. do que o habitual.
2 Tenho que me esforcar muito para fazer alguma 1 Estou preocupado com problemas ffsicos, tais
coisa, como dores, indisposi¢do do estdinago ou
3 Nio consigo mais fazer qualquer trabalho. constipagdo.
2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e
é dificil pensar em outra coisa.
16 0 Consigo dormir tdo bem como o habitual. 3 Estou tio preocupado com meus problemas fisicos
1 Néao durmo tio bem como costumava. que ndo consigo pensar em qualquer outra coisa.
2 Acordo 1 a2 horas mais cedo do que habitualmente
¢ acho dificil voltar a dormir. 21 o Nio notei qualquer mudanga recerite no meu
3 Acordo vérias horas mais cedo do que costumava e interesse por sexo.
ndo consigo voltar a dormir. 1 Estou menos interessado por sexo do que
costumava.
17 o Nio fico mais cansado do que o habitual. 2 Estou muito menos interessado por sexo agora.
1 Fico cansado mais facilmente do que costumava. 3 Perdi completamente o interesse por sexo.
2 Fico cansado em fazer qualquer coisa.
3 Estou cansado demais para fazer qualquer coisa.
18 o O meu apetite nio estd pior do que o habitual.
1 Meu apetite ndo é (3o bom como costumava ser.
2 Meu apetite é muito pior agora.
3 Absolutamente ndo tenho mais apetite.
Subtotal da Pagina 2
Subtotal da Pigina 1
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ANEXO NUMERO 4 - ESCALA DE COMPULSAO ALIMENTAR PERIODICA. BES
(BINGE EATING SCALE)

Instrucdes: Leia todas as afirmacbes em cada grupo e marque aquela que melhor
descreve o0 modo como vocé se sente em relagcdo aos problemas que tem para controla
seu comportamento alimentar.

#1

1. Eu ndo me sinto constrangido(a) com o meu peso ou 0 tamanho do meu corpo quando
estou com outras pessoas ( ).

2. Eu me sinto preocupado(a) em como pareco para 0s outros, mas isso, normalmente,
nao me faz sentir desapontado(a) comigo mesmo(a) ( ).

3. Eu fico mesmo constrangido(a) com a minha aparéncia e 0 meu peso, 0 que me faz
sentir desapontado(a) comigo mesmo(a) ( ).

4. Eu me sinto muito constrangido(a) com o meu peso e, frequentemente, sinto muita
vergonha e desprezo por mim mesmo(a). Tento evitar contatos sociais por causa desse
constrangimento ( ).

#2

1. Eu ndo tenho nenhuma dificuldade para comer devagar, de maneira apropriada ( ).

2. Embora pareca que eu devore os alimentos, ndo acabo me sentindo empanturrado(a)
por comer demais ( ).

3. As vezes tendo a comer rapidamente, sentindo-me entdo desconfortavelmente cheio(a)
depois ( ).

4. Eu tenho o habito de engolir minha comida sem realmente mastiga-la empanturrado(a)
por ter comido demais ( ).

#3

1. Eu me sinto capaz de controlar meus impulsos para comer, quando eu quero ( ).

2. Eu sinto que tenho talhado em controlar meu impulsos para comer ( ).

3. Eu me sinto totalmente incapaz de controlar meus impulsos para comer ( ).

4. Por me sentir tdo incapaz de controlar meu comportamento alimentar, entro em
desespero tentando manter o controle ( ).

#4

1. Eu ndo tenho o hébito de comer quando estou chateado(a) ( ).

2. As vezes eu como quando estou chateado(a) ( ).

3. Eu tenho o hébito regular de comer quando estou chateado(a) mas, de vez em quando
posso usar alguma outra atividade para afastar minha mente da comida ( ).

4. Eu tenho o forte habito de comer quando estou chateado(a). Nada parece me ajudar a
parar com esse habito ( ).

#5
1. Normalmente quando como alguma coisa é porque estou fisicamente com fome ( ).
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2. De vez em quando como alguma coisa por impulso, mesmo quando nado estou
realmente com fome ( ).

3. Eu tenho o héabito regular de comer alimentos que realmente ndo aprecio para satisfazer
uma sensacao de fome, mesmo que fisicamente eu ndo necessito de comida ( ).

4. Mesmo que nao esteja fisicamente com fome, tenho uma sensacédo de fome em minha
boca que somente parece ser satisfeita quando eu como um alimento, tipo um sanduiche,
que enche a minha boca. As vezes, quando eu como o alimento para satisfazer minha
“fome na boca”, em seguida eu o cuspo, assim nao ganharei peso ( ).

#6

1. Eu néo sinto qualquer culpa ou 6dio de mim mesmo(a) depois de comer demais ( ).

2. De vez em quando sinto culpa ou 6dio de mim mesmo(a) depois de comer demais ( ).

3. Quase o tempo todo sinto muita culpa ou 6dio de mim mesmo(a) depois de comer
demais ( ).

#7

1. Eu ndo perco o controle total da minha alimentacdo quando estou em dieta, mesmo
apos periodos em que como demais ( ).

2. As vezes, quando estou em dieta e com um alimento proibido, sinto como se tivesse
estragado tudo e como ainda mais ( ).

3. Frequentemente, quando como demais durante uma dieta, tenho o habito de dizer para
mim mesmo(a): “agora que estraguei tudo, porque nao irei até o fim”. Quando isto
acontece, eu como ainda mais ( ).

4. Eu tenho o habito de comecar dietas rigorosas por mim mesmo(a), mas quebro as dietas
entrando numa compulséo alimentar. Minha vida parece ser “uma festa” ou “um morrer de
fome” ().

#8

1. Eu raramente como tanta comida até o ponto de me sentir desconfortavelmente
empanturrado(a) depois ( ).

2. Normalmente, cerca de uma vez por més, como uma tal quantidade de comida que
acabo me sentindo empanturrado(a) ( ).

3. Eu tenho periodos regulares durante o més, quando como grandes quantidades de
comida, seja na hora das refei¢des, seja nos lanches ( ).

4. Eu como tanta comida que regularmente, me sinto bastante desconfortavel depois de
comer e, as vezes, um pouco enjoado(a) ( ).

#9

1. Em geral, minha ingestéo caldrica ndo sobe a niveis muito altos, nem desce a niveis
muito baixos ( ).

2. As vezes, depois de comer demais, tento reduzir minha ingestdo calérica para quase
nada, para compensar o excesso de calorias que ingeri ( ).

3. Eu tenho o habito regular de comer demais durante a noite. Parece que a minha rotina
nao € estar com fome de manh&, mas comer demais a noite ( ).

4. Na minha vida adulta, tenho tido periodos, que duram semanas, nos quais praticamente
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me mato de fome. Isto se segue a periodos em que como demais. Parece que vivo uma
vida de “festa” ou de “morrer de fome” ( ).

#10

1. Normalmente eu sou capaz de parar de comer quando quero. Eu sei quando “ja chega”
()

2. De vez em quando, eu tenho uma compulsdo para comer que parece que Nnao Posso
controlar ().

3. Frequentemente tenho fortes impulsos para comer que parece gque nao sou capaz de
controlar, mas, em outras ocasides, posso controlar meus impulsos para comer ( ).

4. Eu me sinto incapaz de controlar impulsos para comer. Eu tenho medo de nédo ser capaz
de parar de comer por vontade prépria ( ).

#11

1. Eu nado tenho problema algum para parar de comer quando me sinto cheio(a) ( ).

2. Eu, normalmente posso parar de comer quando me sinto cheio(a) ( ).

3. Eu tenho um problema para parar de comer uma vez que eu tenha comecado e,
normalmente, sinto-me desconfortavelmente empanturrado(a) depois que fago uma
refeicédo ( ).

4. Por eu ter o problema de ndo ser capaz de parar de comer quando quero, as vezes
tenho que provocar o vomito, usar laxativos e/ou diuréticos para aliviar minha sensacéo de
empanturramento ( ).

#12

1. Parece que eu como tanto quando estou com o0s outros (reunifes familiares, sociais),
como quando estou sozinho ( ).

2. As vezes, quando eu estou com outras pessoas, N30 como tanto quanto eu quero comer
porque me sinto constrangido(a) com o meu comportamento alimentar ( ).

3. Frequentemente eu como sé uma pequena quantidade de comida quando outros estéo
presentes, pois me sinto muito embaracado(a) ( ).

4. Eu me sinto tdo envergonhado por comer demais que escolho horas para comer demais
guando sei que ninguém me vera. Eu me sinto como uma pessoa que se esconde para
comer

().

#13

1. Eu faco trés refeigbes ao dia com apenas um lanche ocasional, entre as refeicoes ( ).

2. Eu faco trés refeicdes ao dia mas, normalmente também lancho entre as refeicdes ( ).

3. Quando eu faco lanches pesados, tenho o habito de pular as refeigdes regulares ( ).

4. H& periodos regulares em que parece que eu estou continuamente comendo, sem
refeicbes planejadas ( ).

#14
1.Eu ndo penso muito em tentar controlar impulsos indesejaveis para comer ().
2. Pelo menos, em algum momento, sinto que meus pensamentos estdo “pré-ocupados”
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com tentar controlar meus impulsos para comer ( ).

3. Frequentemente, sinto que gasto muito tempo pensando no quanto comi ou tentando
nao comer mais ( ).

4. Parece, para mim, que a maior parte das horas que passo acordado(a) estdo “pre-
ocupados” por pensamentos sobre comer ou ndo comer. Sinto como Se eu estivesse
constantemente lutando para ndo comer ().

#15

1. Eu ndo penso muito sobre comida ( )

2. Eu tenho fortes desejos por comida, mas eles s6 duram curtos periodos de tempo ( ).

3. H& dias em que parece que eu ndo posso pensar em mais nada a ndo ser comida ( ).

4. Na maioria dos dias meus pensamentos parecem estar “pré-ocupados” com comida.
Sinto como se eu vivesse para comer ().

#16

1.Eu normalmente sei se estou ou nao fisicamente com fome. Eu como a porc¢éo certa de
cada comida para me satisfazer ( ).

2. De vez em quando eu me sinto em davida para saber se estou ou ndo fisicamente com
fome. Nessas ocasifes € dificil saber quanto eu deveria comer para me satisfazer ( ).

3. Mesmo que se eu pudesse saber quantas calorias eu deveria ingerir, ndo teria idéia
alguma de qual seria a quantidade “normal” de comida para mim ( ).
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Sempre

Muito
Frequen
temente

Frequen
temente

As
vezes

Raro

Nunca

1. Costumo fazer dieta.

2. Como alimentos dietéticos.

3. Sinto-me mal apés comer doces.

4. Gosto de experimentar novas comidas
engordantes.

5. Evito alimentos que contenham acucar.

6. Evito particularmente alimentos com alto teor
de carboidratos (péo, batata, arroz, etc.).

7. Estou preocupado (a) com o desejo de ser
mais magro (a).

8. Gosto de estar com o estdbmago vazio.

9. Quando faco exercicio penso em queimar
calorias.

10. Sinto-me extremamente culpado (a) depois de
comer.

11. Fico apavorado (a) com o excesso de peso.

12. Preocupa-me a possibilidade de ter gordura
No meu corpo.

13. Sei quantas calorias tém os alimentos que
como.

14. Tenho vontade de vomitar apds as refeicdes.

15. Vomito depois de comer.

16. J& passei por situagées em que comi demais
achando que nao ia conseguir parar.

17. Passo muito tempo pensando em comida.

18. Acho-me uma pessoa preocupada com a
comida.

19. Sinto que a comida controla a minha vida.

20. Corto minha comida em pedacos pequenos.

21. Levo mais tempo que 0s outros para comer.

22. As outras pessoas acham que sou magro (a)
demais.

23. Sinto que os outros prefeririam que eu
comesse mais.

24. Sinto que 0s outros me pressionam a comer.

25. Evito comer quando estou com fome.

26. Demonstro autocontrole em relagcao a comida.
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ANEXO NUMERO 6 - MEQ: QUESTIONARIO PARA IDENTIFICACAO DE
INDIVIDUOS MATUTINOS E VESPERTINOS

1. Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar seu dia, a que
horas vocé se levantaria?

| |
I |
06 07 08 09 10 11

12

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

gue horas vocé se deitaria?

A N A A O I N A A N N N

N e
21 22 23 2 4 01 02 03

3. Até que ponto vocé depende do despertador para acordar de manha?
Nada dependente ( )

N&o muito dependente ( )

Razoavelmente dependente ( )

Muito dependente ( )

4. Vocé acha f4cil acordar de manha?
Nada facil ( )

N&o muito facil ( )

Razoavelmente facil ( )

Muito facil ( )

5. Vocé se sente alerta durante a primeira meia hora depois de acordar?
Nada alerta ( )

N&o muito alerta ( )

Razoavelmente alerta ( )

Muito alerta ( )

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

N&o muito ruim ( )

Razoavelmente bom ()

Muito bom ( )

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

N&o muito cansado ( )

Razoavelmente em forma ( )

Em plena forma ( )
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8. Se vocé ndo tem compromisso no dia seguinte e comparando com sua hora habitual, a que
horas vocé gostaria de ir deitar?

Nunca mais tarde ( )

Menos que uma hora mais tarde ( )

Entre uma e duas horas mais tarde ( )

Mais do que duas horas mais tarde ( )

9. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o0 horéario das 07:00 as 08:00 horas da
manhd, duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, 0 que vocé acha
de fazer exercicios nesse horario?

Estaria em boa forma ( )

Estaria razoavelmente em forma ( )

Acharia isso dificil ( )

Acharia isso muito dificil ( )

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

| |
‘ 2| 1 | 2| 2 | ‘2 3 ‘ L 4 ‘ 0 |1 | 0 |2 |
11. Vocé quer estar no maximo de sua forma para fazer um teste que dura duas horas e que
vocé sabe que é mentalmente cansativo. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal, qual
desses horarios vocé escolheria para fazer esse teste?

Das 08:00 as 10:00 horas ( )

Das 11:00 as 13:00 horas ( )

Das 15:00 as 17:00 horas ( )

Das 19:00 as 21:00 horas ( )

12. Se vocé fosse deitar as 23:00 horas em que nivel de cansago vocé se sentiria?
Nada cansado ( )

Um pouco cansado ( )

Razoavelmente cansado ( )

Muito cansado ( )

13. Por alguma razao vocé foi dormir varias horas mais tarde do que € seu costume. Se no dia
seguinte vocé néo tiver hora certa para acordar, o que aconteceria com vocé?

Acordaria na hora normal, sem sono ( )

Acordaria na hora normal, com sono ( )

Acordaria na hora normal e dormiria novamente ( )

Acordaria mais tarde do que seu costume ( )
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14. Se vocé tiver que ficar acordado das 04:00 as 06:00 horas para realizar uma tarefa e ndo
tiver compromissos no dia seguinte, o que vocé faria?

So dormiria depois de fazer a tarefa ( )

Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois ( )

Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois ( )

S6 dormiria antes de fazer a tarefa ()

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

Das 08:00 as 10:00 horas ( )

Das 11:00 as 13:00 horas ( )

Das 15:00 as 17:00 horas ( )

Das 19:00 as 21:00 horas ( )

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

Estaria em boa forma ( )

Estaria razoavelmente em forma ( )

Acharia isso dificil ( )

Acharia isso muito dificil ( )

17. Suponha que vocé possa escolher o seu préprio horario de trabalho e que vocé deva
trabalhar cinco horas seguidas por dia. Imagine que seja um servigo interessante e que vocé
ganhe por producéo. Qual o horario que vocé escolheria?

(Margue com um traco a hora do inicio e a hora do fim)

02 03 04 05 06 07 o8 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

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

02 03 04 05 06 07 o8 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

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

Mais matutino que vespertino ( )

Mais vespertino que matutino ( )

Tipo vespertino ( )
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ANEXO NUMERO 7 - QUESTIONARIO DE PITTSBURGH
As seguintes questdes sdo relacionadas ao seu habito de sono no ULTIMO MES. Suas

respostas devem indicar o mais fielmente o que ocorreu na maioria dos dias e noites do més
passado.

1. Durante o ultimo més, vocé foi deitar a que horas?

2. Durante o ultimo més, a que horas pegou no sono?

3. Durante o ultimo més, a que horas vocé acordou?

4. Durante o ultimo més, quantas horas de sono vocé teve por noite? (diferenciar de quanto
tempo ficou deitado)

5. Durante o ultimo més, quantas vezes vocé teve problemas com seu sono, por que:
A. Nao conseguiu pegar no sono durante 30 min

1. ( ) nenhum episédio no ultimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3.( ) 1ou 2 vezes na semana

4. ( ) 3 0ou4vezes na semana

B. Acordou no meio da noite ou muito cedo pela manha
1. ( ) nenhum episédio no ultimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3. () 1ou 2vezes ha semana

4. ( ) 3 0ou4vezes na semana

C. Teve de ir ao banheiro

1. ( ) nenhum episédio no dltimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3. () 1ou 2vezes ha semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

D. Ndo conseguiu respirar direito
1. ( ) nenhum episédio no dltimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3.( ) 1 ou 2 vezes na semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

E. Tosse ou ronco alto

1. ( ) nenhum episédio no dltimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3. () 1 ou 2 vezes na semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

F. Sentiu muito frio
1. ( ) nenhum episédio no ultimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
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3. () 1ou 2 vezes ha semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

G. Sentiu muito calor

1. ( ) nenhum episédio no ultimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3. () 1ou 2vezes ha semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

H. Teve pesadelos

1. ( ) nenhum episédio no dltimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3. () 1ou 2vezes ha semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

I. Sentiu dor

1. ( ) nenhum episédio no dltimo més
2. ( ) menos do que 1 vez na semana
3. () 1 ou 2 vezes na semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

J. Outrarazéo (por favor, descreva)
Quantas vezes durante o més passado vocé teve problemas de sono por causa disso?
1. ( ) nenhum episédio no ultimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3. () 1ou 2vezes na semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

6. Durante o més passado, como vocé classificaria a qualidade do seu sono?
1. ( ) Muito boa

2.( ) Boa

3.( ) Ruim

4. () Muito ruim

7. Durante o més passado, quantas vezes vocé tomou remédio, cha (descrever o que tomou)
devido ao seu problema de sono?

1. ( ) nenhum episédio no ultimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3. () 1ou 2vezes ha semana

4. ( ) 3 ou4vezes na semana

8. Durante o ultimo més, quantas vezes voceé teve problema para ficar acordado enquanto dirigia,
comia ou estava envolvido com atividades sociais?

1. ( ) nenhum episédio no dltimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3. () 1 ou 2 vezes na semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana
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9. Durante o Ultimo més, quanto o seu problema de sono atrapalhou, diminuindo seu
entusiasmo para fazer coisas?

1. ( ) N&ao tem sido um grande problema

2. ( ) As vezes tem sido um problema pequeno

3. ( ) Na maioria das vezes tem sido um problema

4. ( ) Tem sido um grande problema

10. Vocé tem um companheiro (a) de quarto?

1. ( ) Nenhum companheiro(a) no mesmo quarto

2. ( ) Companheiro(a) em outro quarto

3. ( ) Companheiro(a) no mesmo quarto, mas ndo na mesma cama
4. ( ) Companheiro(a) na mesma cama

Se vocé tem um companheiro(a) de quarto/cama, pergunte quantas vezes no més passado
VOCcé...

A. Roncou alto?

1. ( ) nenhum episédio no ultimo més

. ( ) menos do que 1 vez na semana

.( ) 1ou2vezes na semana

.( ) 3 0u4vezes na semana

.()NS

a b~ wWwN

B. Teve pausas na respiracdo enquanto dormia?
1. ( ) nenhum episédio no dltimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3.( ) 1 ou 2 vezes nha semana

4. ( ) 3ou4vezes na semana

5.( )NS

C. Contraiu-se bruscamente ou sacudiu-se enquanto dormia?
. ( ) nenhum episddio no ultimo més

. ( ) menos do que 1 vez na semana

.( ) 1ou2vezes na semana

.( ) 3 0u4vezes na semana

.()NS

ga b~ WDN PP

D. Teve episddio de confuséo ou desorientagdo enquanto dormia?
. ( ) nenhum episddio no ultimo més

. ( ) menos do que 1 vez na semana

.( ) 1ou2vezes na semana

.( ) 3 0u4vezes na semana

.()NS

ga b~ WDN PP

E. Outro problema durante o sono? Por favor, descreva:
1. ( ) nenhum episédio no dltimo més

2. ( ) menos do que 1 vez na semana

3. () 1ou 2vezes ha semana



148

4. ( ) 3 ou4vezes na semana
5.( )NS

ANEXO NUMERO 8 - QUESTIONARIOS SOBRE HABITOS DO COMER NOTURNO



149

DIRETRIZES PARA PREENCHIMENTO: POR FAVOR, CIRCULE UMA RESPOSTA PARA CADA QUESTAO.

1. Normalmente, como é o seu apetite de manha?

(0) nenhum

| (1) pouco

| (2) moderado

| (3) muito

| (4) extremo

2. Normalmente, quando vocé come pela 12 vez ao dia?

(0) antes das 9h

| (1) das 9:01 a0 % dia

| (2) das 12:01 as 15h

| (3) das 15:01 as 18h

| (4) apos as 18h

3. Depois do jantar, até a hora de dormir, vocé tem compuls@es ou desejos de fazer lanches?

(0) nunca

| (1) raramente

| (2) as vezes

| (3) muitas vezes

| (4) sempre

4. O quanto vocé consegue controlar a sua alimentagao entre a janta e a hora de ir deitar?

(0) nenhum controle

| (1) pouco controle

| (2) médio controle

| (3) muito controle

| (4) controle completo

5. Em relagdo a sua ingestao diaria de alimentos, qual a quantidade que vocé costuma consumir depois de jantar?

(0) 0% (nada) (1) 1-25% (um quarto) | (2) 26-50% (metade) (3) 51-75% (+ da|(4) 76-100% (quase
metade) toda ela)

6. Vocé costumeiramente se sente triste, deprimido ou um lixo?

(0) nunca (1) poucas vezes (2) as vezes (3) muitas vezes (4) sempre

7. Quando vocé se sente triste, em qual parte do dia seu humor é pior: __ marque aqui se o seu humor nao se altera

durante o dia.

(0) de manhé cedo (1) no fim da manha (2) atarde (3) cedo da noite (4) tarde da noite/

durante a noite

8. Com que frequéncia vocé tem dificuldades para pegar no sono?

(0) nunca

| (1) raramente

[ (2) as vezes

| (3) muitas vezes

| (4) sempre

9. Quantas vezes vocé acorda pelo menos uma vez no meio da noite (por outra razdo que ndo seja usar o banheiro)?

(0) nunca

(1) menos de 1 X por
semana

(2) cerca de 1 X por
semana

(3 + de 1 X por
semana

(4) todas as noites

Se o escore for 0 na pergunta 9, pare aqui.

10. Vocé tem compulsdes ou desejos de fazer lanches quando acorda a noite?

(0) nunca | (1) raramente [ (2) as vezes | (3) muitas vezes | (4) sempre
11. Quando vocé acorda a noite, vocé precisa comer para voltar a dormir?

(0) nunca | (1) raramente [ (2) as vezes | (3) muitas vezes | (4) sempre
12. Quando vocé acorda no meio da noite, quantas vezes vocé lancha?

(0) nunca | (1) raramente | (2) as vezes | (3) muitas vezes | (4) sempre

| Se o escore for 0 na pergunta 12, passe para a pergunta 15.

13. Qual o seu nivel de consciéncia quando vocé lancha no meio da noite?

(0) nenhuma
consciéncia

(1) pouca
consciéncia

(2) média
consciéncia

(3) muito consciente

(4) totalmente
consciente

14. Qual o seu nivel de controle sobre sua alimentagdo enquanto vocé esta acordado a noite?

(0) nenhum controle

| (1) pouco controle

| (2) algum controle

| (3) muito controle

| (4) controle completo

| 15. Ha quanto tempo vocé vem tendo dificuldades com a alimentag&o noturna?

h& meses

ha anos
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ANEXO NUMERO 9

CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: EXPRESSAO GENICA NA SINDROME DO COMER NOTURNO
Numero do protocolo:
INSTITUICOES: Hospital de Clinicas de Porto Alegre e UFRGS.

Pesquisadores responséaveis: Professora Maria Paz Loayza Hidalgo e Ana Beatriz Cauduro
Harb (Telefone: 51 32 22 57 81- 51 98 06 78 30).

Comité de Pesquisa e Etica em Satide do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (fone:33598304).
Nome do participante:
1. OBJETIVOS DESTE ESTUDO

A finalidade deste estudo € avaliar caracteristicas genéticas de sujeitos portadores da Sindrome
de Comer Noturno (que comem a noite). Também, serdo comparadas as relagdes entre os genes
de uma amostra de pessoas que nao tenham esta sindrome.

2. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

O senhor(a) tera que responder a alguns questionarios com perguntas relacionadas aos seus
hébitos de sono e de alimentacdo. Para isto o senhor(a) levara em torno de 40 min. Além disto
terd4 que responder um questiondrio diariamente durante 7 dias para avaliar a sua alimentacao. A
avaliacdo também inclui a coleta de uma amostra de sangue utlizando agulha e seringa
esterilizadas, de modo semelhante ao que ocorre quando faz exame de sangue. Esse sangue
sera levado para o Hospital de Clinicas de Porto Alegre para avaliar 0os genes que possam estar
relacionados com a Sindrome do Comer Noturno. A amostra poderd ficar congelada por até cinco
anos no Laboratério de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este material
serd exclusivamente utilizado para obtencdo dos dados propostos neste projeto. Em caso de
novos projetos que possam utilizar este material o senhor(a) sera chamado para novo
consentimento.

3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

O possivel desconforto do presente estudo sera responder as perguntas dos questionarios e uma
leve dor produzida pela picada da agulha usada para coletar o sangue.

4. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTE ESTUDO

Os resultados desse estudo trardo informacgdes importantes quanto as pessoas que comem a
noite e como isso pode estar relacionado com o estado de salide e aumento de peso e bem estar.
5. DIREITO DE DESISTENCIA

O senhor (a) pode desistir de participar a qualquer momento. Suas decisdes de ndo participar ou
de deixar a pesquisa depois de iniciada, ndo afetara qualquer atendimento médico posterior na
presente instituicao.

6. PRIVACIDADE

Todas as informacdes obtidas deste estudo poderdo ser publicadas com finalidade cientifica,
preservando os dados de identificacao.

8. CONSENTIMENTO

Declaro ter lido - ou me foi lido - as informac8es acima antes de assinar este formulério. Foi-me
dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas davidas. Por este
instrumento, tomo parte, voluntariamente, do presente estudo.

Assinatura do entrevistado Assinatura do responsavel (Menores de 18 anos)

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura da testemunha

Porto Alegre de de 20.....
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