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Resumo. O gene Period 3 (Per3) faz parte do mecanismo de temporizacdo dos mamiferos. Os trabalhos
publicados na literatura até hoje mostram alguns resultados conflitantes em relagao a funcdo deste
gene, que ainda ndo esta totalmente esclarecida. Em humanos, o gene Per3 possui um polimorfismo
de repeticao provavelmente associado com mecanismos homeostaticos e circadianos do sono. Alguns
estudos especulam sobre o papel deste gene e de seu polimorfismo em relagao a sensibilidade a luz e
ja foram publicados resultados bem interessantes. Estes estudos podem trazer grandes impactos tera-
péuticos, ajudando no tratamento de disturbios dos ritmos bioldgicos, na reducao de sintomas relacio-
nados a jet lag e a trabalhos em turno.

Palavras-chave. Genes do reldgio; Gene Period3 (Per3); Sincronizagéo a luz.

Abstract. Period3 (Per3) is a clock gene that participates in the temporal mechanism in mammals.
Papers have been published showing some conflicting results related with the function of this gene,
which has not been completely established. In humans, Per3 gene contains a length polymorphism
which is associated with homeostatic and circadian parameters of sleep. Some studies speculate on
the function of this gene and its polymorphism in the sensitivity of light and recently, rather interesting
data have been presented in the literature. These studies can help to improve the treatment of rhythms

disorders and help to attenuate symptoms related with jet lag and shift work.

Keywords. Clock genes; Period3 (Per3); Light synchronization.

Introdugao

O sistema circadiano tem um papel na escolha do horario
do sono e da vigilia. Alguns ritmos sdo considerados mar-
cadores circadianos, como, por exemplo, o ritmo da mela-
tonina (também chamada “hormoénio do escuro’, pois tem
como funcdo sinalizar para o organismo a presenca dessa
fase) e o ritmo da temperatura central (que varia diaria-
mente, atingindo valores minimos entre a metade e o final
da noite) (Derk-Jan e Simon, 2010).

Uma série de pesquisas realizadas em animais e hu-
manos tem demonstrado que polimorfismos nos genes
relégio podem estar envolvidos com a suscetibilidade a
disturbios de ritmo e, em humanos, podem regular feno-
tipos circadianos, como a matutinidade e a vespertinidade
(Archer et al, 2003; Carpen et al, 2006; Ebisawa et al, 2001;
Katzenberg et al, 1998; Pedrazzoli et al, 2007; Pereira et al,
2005; Robilliard et al, 2002).

Dentre os inameros genes reguladores do reldgio
bioldgico, o gene PER3 possui um polimorfismo de re-
peticdo especifico de primatas que constitui um VNTR
(ntimero variavel de repeticdes em sequéncia, em tradu-

¢do livre). O numero de repeti¢des dos 54 pares de bases
nitrogenadas constituintes deste polimorfismo é espe-
cifico para cada espécie de primatas. Em humanos, esta
repeticdo pode variar entre quatro e cinco vezes, levando
aos pesquisadores a buscarem respostas sobre como as va-
ridveis deste polimorfismo podem estar associadas com a
ritmicidade circadiana.

Estudos publicados na literatura especializada
mostram associagoes deste VNTR do gene Per3 com os
chamados “cronotipos” (Archer et al, 2003, Pereira e col,
2005), que sao fendtipos de ritmos circadianos caracte-
rizados pela preferéncia em exercer atividades em horas
especificas do dia. Além da associagdo com os cronoti-
pos, o VNTR do gene PER3 parece estar associado com
a Sindrome de Fase Atrasada do Sono (Archer et al, 2003,
Pereira et al, 2005), que é um disturbio no qual o episo-
dio de sono ¢é atrasado, levando a horarios de despertar e
de dormir muito mais tardios que o normal, o que pode
causar no paciente um prejuizo no desempenho escolar e
no trabalho.

Dentro deste contexto, esta revisdo tem como foco
principal o papel do gene PER3 no reldgio bioldgico, abor-
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dando a relagdo do VNTR existente neste gene com os fe-
nétipos circadianos e processos homeostaticos do sono.

O gene PER3 e sua participagao no relégio bio-
légico

Os genes relogio sdo bem conservados nas diferentes
espécies. Para explicar o papel de cada um destes genes
no controle do ritmo bioldgico em mamiferos, o seguin-
te mecanismo foi proposto: os genes Clock e Bmall, sdo
componentes positivos de uma al¢a de retroalimentagido
e codificam proteinas que, quando sintetizadas, se unem
formando o heterodimero CLOCK-BMALL. Este hetero-
dimero regula a expressido dos componentes negativos da
alca de retroalimentagdo, que sdo os genes PERI, PER2,
PER3, CRYI e CRY2. Estes genes codificam proteinas que
se multimerizam no citoplasma e sdo fosforiladas pelas
enzimas CKle e CKIJ. Regulados pela fosforilagao, es-
tes dimeros e heterodimeros interagem com o complexo
CLOCK-BMALL, inibindo a transcrigdo de seus proprios
genes. Esta cascata de reagdes gera uma alga de retroali-
mentac¢do de transcri¢do e tradu¢do que dura aproxima-
damente 24 horas (Akiyama et al, 1999; Darlington et al,
1998; Gallego e Virshup, 2007; Gekakis et al, 1998; Lowrey
et al, 2000; Sangoram et al, 1998; Shearman et al, 2000a;
Yagita et al, 2000; Zylka et al, 1998) (Figura 1).

Os genes PERI e PER2 expressam-se nos nucleos
supraquiasmaticos (NSQs), no hipotalamo, e seus RNAs
exibem ritmicidade circadiana. A expressio de ambos os
genes aumenta quando os NSQs recebem um pulso de luz
durante a noite subjetiva, mas ndo durante o dia subjetivo
(Zylka et al, 1998). No entanto, segundo trabalhos publica-

dos por dois grupos independentes em um curto intervalo
de tempo (Zylka et al, 1998; Takumi et al, 1998), o gene
PER3, isolado em camundongos, ndo responde a pulsos de
luz em nenhum horario circadiano. Os autores concluem
que o gene PER3 foi o tnico gene do relégio bioldgico tes-
tado até aquele momento que nio ¢é sensivel a luz. Como
nos dois trabalhos foram empregadas linhagens diferentes
de camundongos (Zylka et al,1998: C57BL/6; Takumi et al,
1998: Balb-c¢), pode-se supor que, a resposta do gene PER3
a pulsos de luz independe da linhagem.

Em 2000, foi gerado o primeiro animal knockout
PER3 (KO Per3) (Shearman et al, 2000b) que, portanto,
ndo expressa a proteina PER3. Foi observado um encur-
tamento de 30 minutos do periodo do ritmo endégeno
(1) de atividade/repouso de animais KO Per3 da linhagem
sv129, em escuro constante. Os animais KO Per3 de outras
linhagens ndo mostraram nenhuma diferenca no tama-
nho de T quando analisados em escuro constante. Animais
duplo KO (PerI-Per3 e Per2-Per3) também foram desen-
volvidos (Bae et al, 2001) e os animais KO Perl-Per3 tém
ritmo semelhante ao dos KO PerI, assim como os animais
KO Per2-Per3 tém ritmo semelhante aos KO Per2. Desta
maneira, ambos os estudos sugeriram que o gene Per3 ndo
tem um papel importante nos mecanismos dos relégios
bioldgicos que regulam a atividade locomotora. Até este
momento, nenhuma evidéncia sobre a importancia ou so-
bre a funcido do gene PER3 no sistema de temporizagdo
circadiana tinha sido publicado.

Mais recentemente, Van der Veen e Archer (2010)
analisaram animais KO Per3 da linhagem C57BI6 e, assim
como Shearman et al (2000b), ndo encontraram nenhuma
diferenca entre o T do ritmo de atividade de animais sel-
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Figura 1. Representagao esquematica do mecanismo molecular de temporizagdo em uma célula hipotética. Os circulos com um P no
interior sdo moléculas de fosfato adicionadas durante a fosforilagao pela CKIe. Os simbolos L representam a inibicdo do heterodimero
CLOCK-BMALLI pelos dimeros formados pelas proteinas CRYs e PERs e a inibigdo do gene Bmall pelo gene Rev-Erb (figura retirada

de Pereira et al, 2009).
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vagens e de KO Per3 em escuro constante. Por outro lado,
quando eles analisaram os animais em claro constante, o
T do ritmo de atividade dos animais KO Per3 foi signi-
ficativamente menor que o dos animais selvagens e esta
diferenca esta diretamente relacionada com o aumento da
intensidade de luz, ficando evidente que os animais KO
Per3 sdao menos sensiveis a luz. Os autores sugerem que
o gene Per3 seja predominantemente dependente da luz.

Em resumo, os primeiros trabalhos publicados
(Zylka et al, 1998; Takumi et al, 1998) ndo mostraram ne-
nhuma diferenga na fase de expressdo do gene PER3 as
respostas agudas a pulsos de luz. Porém, com o passar
dos anos, novas hipoteses foram sugeridas para o papel
do gene PER3 (Pereira et al, 2005; Viola et al, 2007), espe-
cificamente com seu envolvimento na resposta a luz. No
entanto, os resultados publicados na literatura permane-
cem conflitantes.

Polimorfismo de repeticao do gene PER3 em
humanos

Sequéncias repetitivas de nucleotideos sdo frequentes no
genoma de eucariotos. Embora estas repeticdes ocorram
usualmente em regides nio codificadoras de proteinas,
sdo encontradas, mais raramente, dentro de éxons (regi-
Oes codificantes). Nas proteinas, variam desde repetices
de um dnico aminodacido até a repeticdo de 100 ou mais
aminodcidos (Marcotte et al, 1998). Estudos sugerem que
estas variagdes no tamanho das repeticdes podem ajustar
a expressdo de caracteristicas quantitativas nos organis-
mos (King et al, 1997).

Em humanos, o gene PER3 localiza-se no brago cur-
to do cromossomo 1, e 0 VNTR, encontrado dentro do
éxon 18 do gene, codifica 18 aminoacidos que se repetem
quatro ou cinco vezes (Ebisawa et al, 2001). Na populagio,
ocorrem trés gendtipos diferentes: individuos homozigo-
tos para quatro repeticdes (PER3**: individuos que herda-
ram o alelo com a sequéncia repetida quatro vezes tanto
do pai quanto da mae), individuos homozigotos para cin-
co repeti¢coes (PER3"*: individuos que herdaram ambos os
alelos com a sequéncia repetida cinco vezes) e individuos
heterozigotos 4/5 (PER3**: aqueles que herdaram um alelo
com quatro e outro com cinco repetigoes).

A frequéncia deste polimorfismo é razoavelmente
estavel, sendo que aproximadamente 65% da populagdo
tem o alelo de quatro repetigoes e cerca de 35% da popu-
lagdo tem o alelo de cinco repeti¢des (Archer et al, 2003;
Pereira et al, 2005). No entanto, em alguns casos especi-
ficos foi demonstrada uma variagdo da frequéncia deste
polimorfismo, dependendo da etnia estudada. Na Papua
Nova Guiné, cerca de 19% da populagdo apresenta o alelo
de quatro repeti¢des, enquanto que, na Mongolia, o mes-
mo alelo esta presente em 89% da populagao (Nadkarni et
al, 2005). Em 2008, Ciarleglio e colaboradores analisaram
a frequéncia do polimorfismo de repeticdo do gene PER3
em diversas populagdes (americanos, europeus, africanos,
chineses e papuasios). Nos chineses, por exemplo, a frequ-
éncia do alelo de quatro repeti¢des é muito maior do que
nas outras populacdes estudadas. A populagao da Papua

Nova Guiné foi subdividida em subpopula¢des e em uma
delas, os Gimi, o alelo de quatro repeti¢des esta presen-
te em somente 25% dos individuos. Em outro estudo, foi
analisada a frequéncia deste polimorfismo em individuos
caucasianos e asiaticos que vivem no Brasil (os individuos
foram classificados quanto a etnia por meio de questiona-
rio) e a frequéncia genotipica dos individuos homozigotos
para o alelo de quatro repeti¢des é muito maior nos asia-
ticos (74% dos individuos) do que nos caucasianos (47%
dos individuos) (Barbosa et al, 2010). Estes estudos mos-
tram a importincia de se caracterizar etnicamente uma
populagido antes de estuda-la.

Outros estudos mostraram a associagdo dos poli-
morfismos com fenétipos circadianos e homeostaticos
do sono. Em 2003, Archer e colaboradores analisaram o
polimorfismo de repeti¢ao do gene PER3 em grupos de
individuos matutinos, vespertinos e em pacientes com
Sindrome de Fase Atrasada do Sono (SFAS). A SFAS é um
disturbio no qual o principal episddio de sono é atrasado,
resultando em sintoma semelhante a insonia e dificulda-
de de levantar no hordrio desejado pela manha. O estu-
do mostra associacido do alelo de quatro repeti¢bes com a
vespertinidade e do alelo de cinco repetigdes com a matu-
tinidade. Este estudo também mostra uma associagio do
alelo de quatro repeticdes com a SFAS.

Em 2005, Pereira e colaboradores obtiveram resulta-
dos semelhantes aos do grupo inglés (Archer et al, 2003).
Foram encontradas as mesmas associagdes com matuti-
nidade-vespertinidade, mas quando foram analisados os
pacientes com SFAS, um resultado contraditério foi en-
contrado: a associagdo do alelo oposto (cinco repeti¢des)
com a SFAS. Uma possivel explicagdo para a diferenca de
resultados ¢ a latitude onde foram realizados os estudos,
pois em ambos a maioria da populagio analisada foi cau-
casiana: Sao Paulo, local onde foi desenvolvido o estudo
no Brasil, esta situado na latitude 23°32°S, enquanto que
Londres estd em 51°30°N. Latitudes diferentes implicam
composicdes fotoperiddicas diferentes ao longo do ano,
além de diferencas na intensidade de luz. No verdo, em
Sao Paulo, o dia mais longo dura cerca de 13,5 horas e, no
inverno, a duracdo da fase de claro é cerca de trés horas
menor (10,5h). Em Londres, esta diferenca é muito maior:
no verao, a fase de claro é em média 16 horas e, no inver-
no, cerca de 8 horas. Estes resultados sugerem que prova-
velmente o gene PER3 e o polimorfismo de repeti¢ao nos
humanos tenham um papel importante no mecanismo de
arrastamento pelo ciclo claro/escuro.

Os estudos de Archer e colaboradores (2003) e Perei-
ra e colaboradores (2005) foram realizados em populagdes
jovens. Em 2007, Jones e colaboradores buscaram associa-
¢des do mesmo polimorfismo com a matutinidade-ves-
pertinidade em popula¢des subdivididas pela faixa etaria
(18-29, 30-39, 40-49 e acima de 50 anos). Os resultados
mostram que a for¢a da associagdo diminui conforme a
idade aumenta: em jovens, a associa¢do do polimorfismo
com a matutinidade-vespertinidade é muito mais forte
do que nos idosos. Levando em conta a hipdtese de que o
polimorfismo de repeti¢do do gene PER3 estd relacionado
com o mecanismo de sincroniza¢io a luz, a diminuicio da
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for¢a de associagdo do polimorfismo com o aumento da
idade faz sentido, uma vez que ha uma atenuagao da res-
posta ao ciclo claro/escuro com o envelhecimento e talvez
o polimorfismo de repeti¢io possa ter algum papel impor-
tante neste mecanismo (Klerman et al, 2001).

Além das associagdes com os fenétipos circadianos e
com os distirbios do ritmo de sono e vigilia, existem tam-
bém correlagdes do polimorfismo de repeti¢do com algu-
mas questoes do questiondrio de matutinidade-vesperti-
nidade de Horne e Ostberg (1976). Uma questdo sobre a
necessidade de o individuo usar o despertador pela ma-
nha mostrou uma clara distingdo entre os trés gendtipos
- individuos PER3** tém maior necessidade de usar o des-
pertador do que individuos PER3"%, e individuos PER3”
sdo os mais independentes do despertador para acordar
pela manha. Em relagéo ao horario em que os individuos
preferem dormir, os individuos PeER3** preferem dormir
mais tarde do que os PER3*%. Os individuos com o genoti-
po PER3* também preferem fazer exercicios mais cedo e
realizar tarefas mentalmente exaustivas mais cedo do que
os PER3"*. E por fim, na ultima questdo do questionadrio,
questdo na qual os individuos tém a liberdade de se au-
toclassificar em matutinos ou vespertinos, novamente os
individuos do genétipo PER3*° mostram uma forte prefe-
réncia pela matutinidade (Ellis et al, 2009). Os resultados
fortalecem estudos publicados anteriormente (Archer et
al, 2003; Pereira et al, 2005), sugerindo uma associagdo do
alelo de cinco repeti¢des com a matutinidade e do alelo de
quatro repeticdes com a vespertinidade.

Além destas associagoes, foi demonstrado em 2008
por Archer e colaboradores que a acrofase (momento em
que ocorre o pico da oscilagdo) de expressao do gene PER3
acontece durante o sono do individuo. Esta associagéo foi
mais forte em individuos PER3** do que em individuos
PER3*!. Os autores sugerem que os individuos PER3"”
sejam mais estaveis e rigidos em relacdo aos horérios de
dormir e acordar.

O polimorfismo de repeticdo também ja foi asso-
ciado com mecanismos homeostaticos do sono. Em 2007,
Viola e colaboradores analisaram 24 sujeitos saudaveis se-
lecionados pelo gendtipo do gene PER3 (PER3** e PER3").
Os individuos foram mantidos em condi¢des constantes
de laboratdrio, sob iluminagdo atenuada (intensidade < 5
lux), mantidos em cama, numa posi¢do semi-inclinada e
monitorados durante 40 horas de privagdo de sono. Ne-
nhuma diferenca foi encontrada em relagdo aos padroes
de expressdo do gene PER3, de secrecdo de melatonina
e de cortisol entre os individuos homozigotos PER3** e
PER3**. Em relac¢do a estrutura do sono e aos marcadores
homeostaticos do sono, algumas diferencas foram encon-
tradas: individuos PER3*” caem no sono mais rapido (tém
uma menor laténcia do sono) e permanecem mais tempo
em sono de ondas lentas (um marcador homeostatico bem
conhecido) do que os individuos PER3*. Foram encon-
tradas também algumas diferengas no padrao de ondas
do eletroencefalograma durante o sono paradoxal (sono
REM) e a vigilia, mostrando que o polimorfismo do gene
PER3 afeta a homeostase do sono nos trés estados: vigilia,
sono de ondas lentas e sono REM. De maneira geral, os re-

sultados sugerem que os individuos Per3*” vivem sob alta
pressdo de sono. Apos a privagido de sono, foi observado
também um pior desempenho cognitivo dos individuos
PER3°” do que dos individuos PER3**. De maneira geral,
os resultados deste trabalho sugerem que o polimorfismo
de repeticdo do gene PER3 afeta o padrao homeostatico na
regulagdo do sono.

Em 2009, Goel e colaboradores selecionaram in-
dividuos pelos gendtipos do gene PeER3 e analisaram o
padrao de sono e as respostas neurocomportamentais. Os
individuos foram submetidos a privagao parcial e croénica
de sono (os individuos podiam dormir quatro horas por
dia durante cinco dias). Ao contrario do trabalho de Viola
e colaboradores (2007), nenhuma diferenca foi encontra-
da no desempenho cognitivo dos sujeitos apos privagdo
de sono. Somente o sono de ondas lentas, mostrou dife-
rengas significativas entre os genétipos. Os pesquisadores
sugerem que provavelmente outros genes, e nao o PER3,
devem estar envolvidos com as respostas neurocomporta-
mentais na privagdo parcial e cronica de sono.

Pesquisas realizadas com seres humanos sugerem
que o polimorfismo de repeticdo do gene PER3 est4 rela-
cionado com mecanismos homeostaticos de sono e tam-
bém com a resposta a luz ambiental. Ainda néo foi possi-
vel desvendar o papel exato do polimorfismo de repeticdo
do gene PER3 em relagdo ao arrastamento pelo ciclo claro/
escuro, mas, aos poucos, os estudos estdo mostrando for-
tes evidéncias que, de alguma maneira, o gene PER3 esta
relacionado a sensibilidade a luz.

O gene Per3 em primatas nao humanos

Visto que, em humanos, o gene PER3 possui repeti¢cdes
numa regiao exonica associada aos fendtipos circadianos e
homeostaticos do sono, seria interessante obter um mode-
lo animal para testar as hipoteses sugeridas e desvendar o
papel do gene PER3 na resposta a luz. Interessantemente,
a analise de bancos de dados do genoma de camundongos
e ratos mostra que a regido repetitiva ndo existe no gene
PER3 destes animais.

No entanto, Jenkins et al (2005) analisaram o poli-
morfismo de repeticdo do gene PER3 em diferentes espé-
cies de primatas (somente em um animal de cada espécie)
e encontraram quatro repeti¢cdes no gibdo e no chimpan-
zé, trés repeti¢des no langur, sete repeti¢des no sagui e trés
ou quatro repeti¢des no gorila (Tabela 1). Em 2009 (dados
nao publicados pelo nosso grupo, DS Pereira, e M Pedra-
zzoli, em colabora¢do com M Von Schantz e SN Archer,
Inglaterra), foram analisados 42 chimpanzés na tentativa
de detectar um polimorfismo na regido repetitiva, no en-
tanto, todos os animais estudados eram homozigotos para
o alelo de quatro repeti¢des (Tabela 1).

Sabino (2010) analisou a repetigdo do gene PER3
em diversas espécies de primatas. Uma espécie chamada
popularmente de “sagui de cara suja’ apresenta um poli-
morfismo nesta regido (10 ou 11 repeticdes de 54 pb). De
maneira geral, os macacos do novo mundo (Platirrinos)
mostram uma diversidade bastante grande no tamanho
das repeticdes: existem animais com somente duas e ou-
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tros com 11 repeti¢des. Nos macacos do velho mundo e
grandes macacos (Catarrinos), a variagdo da repeticdo é
bem menor: entre trés e cinco repeticdes nesta regido do
gene PER3 (Tabela 1).

Primatas noturnos, de maneira geral, ndo possuem
a repeticdao no gene PER3, exceto o macaco-da-noite ana-
lisado por Sabino (2010), que apresenta 0 menor numero
de repetigdes encontradas (somente duas). Este fato mais
uma vez sugere o envolvimento do gene PER3 com a sen-

Tabela 1. VNTR do gene PER3 em diferentes espécies de prima-
tas. Dados obtidos por Jenkis e colaboradores (2005) e Sabino
(2010).

Espécies N de repeticoes

A. infulatus (macaco-da-noite) 2
S. fuscicollis (sagui-de-cara-suja) 10 ou 11
C. aethiops (macaco verde africano)
M. mulatta (rhesus)

S. entellus (langur)

L. lagothricha (macaco-barrigudo)

W W W W W

S. midas (sagui-uma)
G. gorilla (gorila) 3ou4d
H. lar (gibdo)

P, troglodites (chimpanzé)
Alouatta sp. (bugio)

A. paniscus (macaco-aranha)

S. sciurus (macaco-de-cheiro)

S. imperator (sagui-imperador)

C. Goeldi (sagui-de-Goeldi)

C. geoffroy (sagui-de-cara-branca)

DS N TN NS T N N N S

C. jacchus (sagui comum)
sibilidade a luz.

Consideracoes finais e conclusao

Diante dos fatos expostos, pode-se afirmar que o gene
PER3 possui um importante papel no estabelecimento de
fendtipos circadianos e nos disturbios de ritmo, além de
estar relacionado com a regulacdo homeostatica do sono,
mas o mecanismo pelo qual sua fungdo estabelece estes
fendtipos e processos ainda nido estd bem esclarecido.
Também nio se sabe o mecanismo pelo qual o papel do
polimorfismo de quatro ou cinco repeti¢des no gene PER3
humano se estabelece e como se d4, exatamente, a partici-
pacdo deste gene na SFAS.

Os resultados publicados por Pereira e colaborado-
res (2005) e Van Der Veen & Archer (2010) levam a supo-
si¢ao que, de alguma maneira, o gene PER3 tem um papel
na sincronizagao pelo ciclo claro/escuro ambiental. Escla-
recimentos do papel deste gene e de seus poliformismos
poderao ter grandes impactos terapéuticos, ajudando no
tratamento de distarbios temporais provocados pelo jet
lag ou pelo trabalho em turnos.
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