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RESUMO



O sono é um processo passivo e a sua principal funcdo é promover o repouso de todos
0s sistemas. Existem varias doencgas relacionadas com o sono, que devem ser
correctamente diagnosticadas e tratadas para a melhoria da qualidade de vida do doente.
Os principais sintomas relacionados com as doencas do sono sdo a sonoléncia diurna,
fadiga excessiva, falta de concentracdo e de memoria, ronco nocturno e insénia. As
alteracdes no padrdo de sono e descanso modificam o balanco homeostético, com
repercussdes na funcdo psicoldgica, sistema imune, resposta comportamental e humor.
As patologias do sono mais comuns sdo a narcolepsia, a hipersoénia idiopatica e o
sindrome obstrutivo da apneia do sono. A narcolepsia € uma alteracdo do sono
caracterizada por sonoléncia diurna, cataplexia, paralisia do sono, alucinacbes
hipnagdgicas e anormalidades no sono REM (Rapid Eye Movement). A hipersénia
idiopatica difere da narcolepsia por uma maior duracdo do sono e uma sonoléncia mais
ou menos permanente durante o dia. O sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é
definida como uma paragem da respiracdo ou interrupcdo das vias aéreas durante no
minimo 10 segundos, ocorre quando o esforgo respiratério € iniciado mas o ar ndo chega
a atingir os pulmdes. Este processo pode repetir-se varias vezes durante a noite,
tornando o sono superficial e fragmentado.
O conhecimento e estudo destas patologias do sono, poderd constituir um importante
recurso no ambito da Medicina Legal, na medida em que se tem verificado uma
associacéo crescente entre disturbios do sono e acidentes de viacdo, visto que existem
individuos que séo portadores de patologias do sono e que desconhecem tal facto
provocando varios acidentes, muitos deles mortais. De referir que os individuos que tém
conhecimento da sua doenga provocam menos acidentes do que individuos saudaveis.
As patologias do sono, especialmente a narcolepsia, parecem resultar de uma
combinacdo de factores genéticos e ambientais (alimentacdo, stress, drogas, entre
outros). Um dos factores genéticos frequentemente associado a narcolepsia sdo 0s
antigénios HLA-Classe Il, sendo o alelo HLA-DRB1*1501, o mais associado. A serotonina
€ um neurotransmissor, isto €, uma molécula que intervém na comunicacdo entre as
células do cérebro (neuroénios). Este neurotransmissor desempenha um papel essencial
na regulacdo de varias funcdes cerebrais incluindo aspectos distintos do sono, da
cognicdo e dos afectos. A Serotonina é a mediadora responsavel pelas fases Ill e IV do
sono. Com este trabalho, pretendeu-se avaliar a contribuicdo do sistema HLA-DRB1 e do
polimorfismo 102 T>C no gene HTR 2A na susceptibilidade a narcolepsia, hipersonia
idiopatica e sindrome de apneia obstrutiva do sono numa populacdo do Norte de
Portugal.
Foram estudados 95 individuos com patologias do sono (PS) previamente recrutados na
consulta do sono do Hospital Santo Anténio — Centro Hospitalar do Porto. O grupo
controlo era cosntituido por 282 individuos saudaveis (PC). A andlise genética envolveu a
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genotipagem do sistema HLA-DRB1 por PCR-SSP e a detecgdo do polimorfismo 102
T>C do gene HTR2A por PCR-RFLP.

Concluiu-se que o alelo HLA-DRB1*03 parece ser um factor de susceptibilidade geral as
patologias do sono, uma vez que a sua frequéncia estava aumentada na populagéo PS.
O alelo HLA-DRB1*15 podera ser um factor de susceptibilidade ao desenvolvimento de
narcolepsia pois a sua frequéncia estd aumentada neste grupo de doentes.
Relativamente ao polimorfismo 102 T>C do gene HTR2A verificou-se que o gendtipo
102CC podera ser um factor de risco geral ao desenvolvimento de patologias do sono
pois a sua frequéncia estava aumentada na populacdo PS enquanto que o gendtipo
102TT parece conferir protec¢do para o desenvolvimento destas patologias uma vez que
a sua frequéncia estava diminuida na populacdo PS. Os resultados encontrados neste

estudo precisam de ser confirmados numa maior amostra e em outras populacées.



ABSTRACT



Sleep is a passive process and its main function is to promote the repose of all systems.
There are several diseases related to sleep, which must be properly diagnosed and
treated to improve the quality of life of patients. The main symptoms related to sleep
disorders are daytime sleepiness, excessive fatigue, decline of concentration and
memory, insomnia and snoring at night. Changes in sleep patterns and rest modify the
homeostatic balance that is reflected in psychological function, immune system,
behavioural response and humour. The sleep pathologies more common are: narcolepsy,
idiopathic hypersomnia and sleep apnoea.

The syndrome of obstructive sleep apnoea (OSA) is defined as a stopping of breathing or
airway interruption for at least 10 seconds, occurs when the respiratory effort is initiated
but the air does not reach the lungs. This process can be repeated several times during
the night, making sleep superficial and fragmented.

The knowledge and study of these sleep pathologies, may be an important resource in the
Forensic Medicine context, it has been described association between sleep disorders
and road accidents, since there are individuals who have sleep pathologies and do not
have knowledge of that fact, causing several accidents, many of them fatal. It should be
noted that individuals who have knowledge of their disease cause less accidents than
healthy individuals.

The sleep pathologies, specially narcolepsy, appear to result from a combination of
genetic and environmental factors. Some genetic factors often associated with narcolepsy
are HLA-Class Il, being the HLA-DRB1*1501 allele the most associated. Serotonin is a
neurotransmitter, that is, a molecule that is involved in communication between brain cells
(neurons).

This neurotransmitter plays a key role in the regulation of various brain functions including
different aspects of sleep, cognition and affection. Serotonin is the mediator responsible
for phases Il and IV of the sleep.

This study aimed to assess the contribution of HLA-DRB1 system and polymorphism 102
T>C in HTR 2A gene in the development of narcolepsy, idiopathic hypersomnia and sleep
obstructive apnoea syndrome in a population of northern Portugal.

It was studied 89 patients with sleep disorders (PS) recruited from sleep outpatient clinic
from Hospital Santo Antonio — Centro Hospitalar do Porto. These patients were compared
with a cohort of 282 healthy individuals (PC) from north of Portugal. HLA-DRB1
genotyping was performed by PCR-SSP and the HTR2A 102 T>C polymorphism was
assayed by PCR-RFLP.

The frequency of HLA-DRB1*03 allele was significantly increased in PS population
compared to controls. The HLA-DRB1*15 allele was overrepresented in narcolepsy

patients. The frequency of 102CC genotype was higher in PS population and the the



102TT genotype was underrepresented in the same population when compared to

controls. These results should be replicated in a larger cohort and other populations.
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1. O Sono

z

O sono é um processo natural, caracterizado por inactividade relativa, consciéncia
reduzida e escassa reaccao aos estimulos externos. Nao s6 o numero de horas que se
dorme é importante, mas também a sua eficacia € fundamental para o bem-estar fisico e
psiquico do individuo. Existem varias patologias associadas ao sono, que influenciam o
comportamento dos individuos no desempenho das actividades diarias, comportamento
esse que em alguns casos se pode tornar fatal. Varias sédo as causas apontadas como
factores perturbadores do sono como por exemplo factores ambientais, patologias
sistémicas e psiquiatricas.

A estrutura normal do sono é cosntituida por 5 fases: |, Il, Ill, IV do sono lento ou NREM
(Non Rapid Eyes Movement), sem movimentos oculares rapidos, e sono paradoxal ou
REM (Rapid Eyes Movement), movimentos oculares rapidos. [1] Estas fases séo ciclicas
e apresentam alteracoes fisiologicas e comportamentais especificas nos quais o sono e a
vigilia se alternam no tempo durante a noite. As perturbacdes do sono assumem varias
formas, a insonia, a hipersénia, a reducdo da necessidade do sono e pesadelos [2].
Actualmente existe uma classificacdo de doencas de sono onde se podem distinguir
cerca de 80 entidades.

As modificacdes no padrdo de sono e repouso alteram o balanco homeostético do
organismo, com repercussfes sobre a funcdo psicoldgica, sistema imune, resposta

comportamental e humor.

1.1Patologias de sono

Os sintomas mais frequentes das patologias do sono estdo associados a um excesso de
sono (hipersénia ) ou reducao de sono (insénia). As doencas do sono sao classificadas
em insonia, hipersonia, doencas da respiracao relacionadas com o sono, doencas do
movimento relacionadas com o sono, parassonias, doencas do ritmo cardiaco.

A apneia do sono é a principal doenca causadora de hipersoénica. O sindrome da apneia
obstrutiva do sono caracteriza-se por colapsos repetidos das vias aéreas superiores
durante o sono, resultando numa obstrucéo/reducédo parcial da ventilacdo (hipoapneia) ou
auséncia de ventilacdo (apneia). Quando o individuo desperta, a obstrucdo termina com
conseqguente reabertura das vias aéreas, ocorrendo a hiperventilacdo e restabelecimento
do movimento respiratério. Quando o individuo retoma o sono outra obstrucdo comeca e

a repeticdo destes episddios origina a fragmentacdo do sono e como consequéncia a
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sonoléncia diurna, fadiga com consequente desenvolvimento de variadas patologias tais
como, doencas cardiovasculares [4].

De entre as entidades causadoras de hipersonia encontramos, além da apneia, outras
gue tém caracteristicas especificas € o que acontece com a hipersénia subita por
acessos que ocorre com ou sem quebra do tonus, e a narcolepsia quando em simultaneo
também ocorre quebra do ténus e diz-se que ha cataplexia. A cataplexia manifesta-se
pela ocorréncia de atonia muscular nomeadamente durante as emoc¢des e o individuo
apresenta quebra do tonus, por exemplo fraqueza nos joelhos com queda da mandibula
ou da cabeca e paralisia corporal, quando sorri ou fica zangado [3].

A narcolepsia € uma doenca neurolégica que se caracteriza por excessiva sonoléncia
diurna, podendo ocorrer com ou sem cataplexia. A narcolepsia é uma condicdo
incapacitante do sono e a investigacdo tem revelado a complexidade subjacente as
influéncias genéticas e ambientais no desenvolvimento deste transtorno[3]. Esta descrita
associada a alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB especificos e tém implicacdes no sistema da
hipocretina.[5]

Além da hipersonia subita causada pela narcolepsia também pode haver uma causa
idiopatia. A hipersonia é uma doenca do sono que tem origem numa disfuncdo do
Sistema Nervoso Central (SNC) e é caracterizada por sonoléncia excessiva. A sonoléncia
excessiva é caracterizada como uma forte compulséo para dormir, mesmo apds um sono
de 8 horas ou mais, uma dificuldade em permanecer acordado, principalmente, em
ocasides com pouca movimentacao fisica (ex.: ler, ver televisdo, assistir a aulas); e ndo
causada por insonia ou poucas horas de sono.

Embora seja menos frequente que a insénia, a hipersénia é um sintoma que muitas
vezes indica a possibilidade de uma doenca grave. Individuos saudaveis podem ter
hipersdnia temporaria durante algumas noites ou dias como consequéncia de um periodo
de privacdo de sono continuado ou devido a um esfor¢co fisico pouco habitual. Se a
hipersénia se prolongar para além de alguns dias podera ser um caso de perturbacao
psicolégica. A hipersonia cronica que se apresenta huma idade jovem, pode ser sintoma
de narcolepsia. As hipersénias podem ser sintomas de patologias do SNC,
nomeadamente nos casos em que as estruturas interferem no ciclo vigilia /sono, podendo
ser, no entanto, frequentemente de origem infecciosa. Estdo neste grupo as hipersénias
causadas por encefalites. Podem ainda ser causadas por alteracdes de causa nao
identificada nas quais as estruturas do eixo hipotalamico—diencefélico estdo envolvidas.
Estéo neste caso entidades tais como o Sindrome Kleine-Levin. Ha ainda a possibilidade
do quadro ter origem em alteragbes metabodlicas ou vasculares como por exemplo:
encefalopatias que atingem difusamente ou mais selectivamente regides cerebrais

interferindo com o ciclo sono/vigilia.
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1.2. Diagnéstico e formas de tratamento

Devido aos varios factores que podem provocar distarbios do sono, nem sempre 0
diagnostico é facil. O registo do sono, que inclui variaveis de actividade cerebral,
respiratoria, movimentos oculares, cardiacos € essencial para um diagndstico. Nas
situacdes em que persistem davidas sobre a perturbacdo € necessaria uma abordagem
mais precisa, procedendo-se a monitorizacdo dos paréametros indicados em situagtes
especificas. Assim, o despiste da narcolepsia faz-se demonstrando a hipersénia com 4 -
5 registos de actividade cerebral e muscular efectuados durante o dia. Com estes
registos € possivel qualificar e quantificar as laténcias do sono, o tipo de sono que ocorre
e 0 numero de vezes que a entrada em sono € suficientemente breve para ser
considerada patologia. Os testes que permitem este despiste estdo definidos como Teste
de Laténcia Multipla do Sono (MSLT).

No entanto nem sempre sintomas semelhantes indicam uma perturbacdo narcoléptica.
Os fendbmenos de cataplexia, paralisia do sono e alucina¢cdes podem ocorrer em criancas
e por vezes em adultos saudaveis que ndo manifestam outras perturbacées do sono.
Para tratamento da narcolepsia podem ser Uteis medicamentos estimulantes como
efedrina, anfetaminas, entre outros, sendo sempre necessario um ajuste da dose para
prevenir eventuais efeitos secundarios. O tratamento deve ser feito por um especialista
em doencas do sono.

Relativamente & hipersdnia, o diagnostico e tratamento torna-se mais dificil. O clinico
devera informar-se sobre o estado de animo do individuo, acontecimentos actuais e de
gualguer medicamento que possa estar a tomar. Como foi referido, a hipersénia podera
ser provocada por uma perturbacao psiquiatrica (como a depresséo) ou por um problema
neuroldgico (como encefalite, uma meningite ou em extremo uma neoplasia cerebral). No
caso de sintomas relacionados com algum problema neuroldgico, o diagndéstico tem que
ser baseado em exames imagiolégicos como Tomografia Axial Computadorizada (TAC)
ou Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e o doente é encaminhado para um
neurologista. Na narcolepsia estes exames sdo realizados para que essas patologias
sejam excluidas.

O SAOS é um dos disturbios mais comuns e normalmente o diagndstico é baseado em
informacfes dadas pela pessoa que dorme com o doente, descrevendo ressonar forte ou
ruidos ofegantes progressivamente mais fortes e irregulares a que se segue um respirar
muito forte seguido por pausa mais ou menos prolongada. Se superior a 10 segundos
gera uma apneia, se ocorre mais de 10 a 12 vezes por minuto é um quadro de apneia
periddica de sono, além disso o individuo pode apresentar fadiga ao longo do dia. A

confirmacado do diagndstico e a avaliacdo da sua gravidade sdo confirmadas por exames
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laboratoriais de estudos do sono. Estes exames poderdo auxiliar o clinico na
diferenciagéo de apneia do sono obstrutiva e a apneia do sono central.

A apneia obstrutiva é mais frequente em obesos nos quais existem alteracdes nos canais
aéreos devido a infiltrag&o / desenvolvimento de tecido gordo no pescogo. As medidas a
serem tomadas para o tratamento deste disturbio séo, além da perda de peso, deixar de
fumar e evitar o uso excessivo de bebidas alcodlicas. O doente com ronco excessivo ou
paragens repentinas de respiracdo devem tomar tranquilizantes para dormir. Os
individuos com apneia do sono central ndo devem usar um respirador artificial, o qual é
utilizado durante as horas de sono é o nCPAC(nasal Continuous Positive Airway
Pressure).

Individuos com sintomas de apneia do sono sdo aconselhados a dormir de lado ou em
decubito ventral, com a face voltada para baixo. Se estes procedimentos ndo forem
eficazes podera ser utilizado um aparelho de presséo positiva continua das vias aéreas
superiores, permitindo uma pressédo que forca a passagem do ar. Em casos raros um
individuo com apneia do sono necessita de uma traqueostomia (procedimento cirdrgico

gue cria abertura na traqueia), para alargamento das vias aéreas superiores.

2- Serotonina

z z

A serotonina é um neurotransmissor, isto €, uma molécula que esta envolvida na
comunicacao entre as células do cérebro (neurdnios) e € quimicamente representada
pela 5-hidroxitriptamina (5-HT) , também designada por este nome. Este
neurotransmissor desempenha um papel essencial na regulacdo de vérias funcbes
cerebrais incluindo aspectos distintos do sono, da cognicdo e dos afectos. Os disturbios
do sono como as insOnias, aguda e cronica, sdo muito prevalentes em todas as
sociedades do mundo. Os sintomas da insénia incluem dificuldades em iniciar ou manter
0 sono, sono ndo compensado e de baixa qualidade e ainda comprometimento das
funcgbes diarias a nivel emocional e cognitivo. O sistema serotonérgico e em particular os
subtipos do receptor-2 da serotonina (5-HT,) surgiram recentemente como sendo um dos
alvos mais promissores para o desenvolvimento de farmacos eficazes e com elevada
tolerancia no tratamento primario e secundério das doencas do sono. Estdo descritos
varios subtipos de receptores da 5-HT que regulam o largo espectro de efeitos
fisioldgicos da 5-HT. A presenca de mais de um local de ligacdo 5-HT foi sugerida pela
primeira vez no ileo isolado do porquinho-da-india. Mais tarde, Peroutka e Snyder, em
1979, descreveram que no cortéx frontal de ratinhos, a ligagdo aos receptores da 5-HT,

depende do ligando e € efectuada com diferente poténcia pela 5-HT, LSD e
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espipeperona. Estes autores concluiram, também que existem subtipos distintos de
receptores no cérebro e propuseram que as H-5-HT e H-espiperona identificaram
diferentes populacdes de receptores, designados como os receptores 5-HT; e 5-HT,
respectivamente. Entretanto, sete familias de receptores (5-HT-1;) que incluem 14
subtipos de receptores distintos foram identificadas em mamiferos. Assim, todos os
subtipos de receptores da 5-HT actualmente conhecidos s&o codificados por genes
diferentes e tém padrdoes de distribuicdo distintos no SNC. Estes receptores estdo
localizados em membranas poés-sinapticas e controlam o fluxo de electrbes regulando
uma resposta neuronal de excitacdo e despolarizacédo (receptores: 5-HT,, 5-HT3, 5-HT,,
5-HTs e 5-HT>) ou inibicdo e de hiperpolarizacdo (receptores: 5-HT; e possivelmente 5-
HTs). O receptor 5HT,c esta entre os primeiros receptores que foram clonados. Dadas as
semelhancas de caracteristicas com o receptor 5-HT,, quanto a farmacologia e traducdo
de sinal, a sequéncia do DNA do 5-HT,, foi estabelecida por clonagem, com base na
homologia. No entanto, a activacdo dos receptores 5-HT,5 € 5-HT,c pode induzir efeitos
comportamentais diferentes, por exemplo na prematuridade das respostas impulsivas. O
gene que codifica o receptor 5-HT,, humano (HTR2A) est& localizado no cromosoma
13q14-g21. E constituido por trés exdes separados por dois intrdes e dista de>63kb.
Actualmente estdo identificados 299 polimorfismos (SNP) no 5-HTR2A e tém sido
investigados como genes candidatos funcionais na associagdo a varias doencas
neuropsiquiatricas. Os SNPs mais estudados no 5-HTR,4 sé@o o0s: 102 T> C (rs6313),
1438 A> G (rs6311) e His452Tyr (1354 C> T, rs6314). Os dois primeiros polimorfismos
tém sido considerados em conjunto devido ao desequilibrio completo de ligagdo que
parece existir entre eles. O polimorfismo 102 T/C n&o resulta em nenhuma modificagéo
na sequéncia dos aminoacidos do receptor 5-HT,4,esse polimorfismo, no entanto, pode
alterar a estrutura secundaria do transcrito e, portanto, a sua estabilidade e actividade. A
variacdo 1438 A/G esta localizada préxima da regido promotora e pode influenciar a
expressao génica, o que também acontece com o polimorfismo His452Tyr, localizado na
regido C-terminal, outra regido supostamente funcional do HTR2A. [6,7]

A accdo conjunta destes polimofismos parecem actuar reduzindo a densidade e
disponibilidade funcional do receptor 5-HT,, no cérebro. Para além de reduzir a
neurotransmissao serotonérgica, existem evidéncias que sugerem que as alteragbes do
receptor 5-HT,, podem levar a uma interaccdo desfavoravel com o0s mecanismos
dopaminérgicos ou a uma reducdo dos mesmos, especialmente no cortex pré-frontal.
[6.7]

Os resultados mais consistentes no que diz respeito aos polimorfismos do receptor 5-

HT,, estabelecem uma relagdo com as doencas psicoticas e tentativas de suicidio.
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Figura 1 -hidroxitriptamina (5-HT) -  representagdo quimica da serotonina

2.1 A Serotonina e o Sono

A serotonina é reguladadora do SOL (sono de ondas lentas ou sono lento) e os nucleos
gque a contém sao os nucleos do rafe, a sua lesdo induz a insénia. A serotonina € a
mediadora responsavel pelas fases Ill e IV do sono. A diminuicdo da laténcia da fase
REM (Rapid Eyes Moviment) do sono, que ocorre na depressao unipolar e no transtorno
obsessivo-compulsivo, deve-se ao desequilibrio entre a serotonina e um outro
neurotransmissor, a acetilcolina. Baixos niveis de serotonina estdo relacionados com
alteracbes do sono, tdo comuns em doentes ansiosos e deprimido. A serotonina facilita a
sintese e a libertacdo de factores indutores do sono, e a participacdo desse
neurotransmissor na regulagéo do sistema sensorial e motor. A 5HT diminui a reacgéo
aos estimulos externos permitindo que o cérebro seja mais facilmente modulado por
factores indutores do sono. Existe também, uma diminuicdo na actividade de células

serotoninérgicas no sono REM onde néo h4 actividade motora. [6,7]

3 — O Sistema Imune

O sistema imune € definido como um conjunto de células, tecidos e moléculas implicados
no controlo de agressodes internas e externas e evoluiu como uma forma de defesa da
integridade dos seres vivos, tendo a capacidade de responder, manter e controlar a

homeostasia do proprio. Sendo assim, a imunidade pode definir-se como o somatoério de
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todos os mecanismos de resisténcia que 0 nosso organismo dispbe para se proteger das
agressoes.
Os mecanismos traduzidos num processo de reacc¢do do sistema imune sdo constituidos
por dois tipos de respostas inter-relacionadas e funcionalmente definidas: a resposta
imune inata com especificidade de largo espectro e a resposta imune adaptativa com
especificidade restrita. Consequentemente, tanto a imunidade inata como a adaptativa
sdo a expressdo de um sistema imune uno e integrado, composto por células e
moléculas sollveis, interactuando e funcionando sinergicamente para eliminar ou
neutralizar o estimulo agressor [9].
A imunidade inata é a resposta primaria de defesa do sistema imune e exerce-se através
de factores mecéanicos, quimicos e fisioldgicos, células fagociticas (mondcitos e
macrofagos), factores humorais e outras células, entre as quais as células NK (Natural
Killer). Este tipo de resposta, implica um conjunto de processos através dos quais o
organismo impede a entrada de agentes estranhos e quando esta entrada ocorre
neutraliza-os. A resposta processa-se sempre da mesma forma, independentemente do
agente invasor e do numero de vezes que este contacta com o organismo. [8,9]
A imunidade adaptativa é mediada por células denominadas linfécitos e implica um
conjunto de processos através dos quais 0 organismo reconhece 0s agentes invasores e
os destréi de uma forma especifica. Ao contrario do que acontece na imunidade inata, a
resposta do organismo ao agente invasor torna-se mais eficaz ap6s um contacto prévio o
gue se pode justificar pelo aparecimento da chamada memdéria imunoldgica durante o
primeiro contacto.
A resposta imune especifica é classificada em dois tipos: imunidade humoral e celular.
Na imunidade humoral , os linfocitos B, assim designados pelo facto da sua maturacao
ocorrer na medula 6ssea (Bone Marrow), reconhecem determinantes antigénicos nao
proteicos de agentes infecciosos através de um receptor de membrana, BcR (B cell
Receptor). Este receptor é uma proteina que pertence a superfamilia das
Imunoglobulinas (Igs). No seu estado maturo, as células B (plasmadcitos) secretam formas
soliveis desta proteina denominadas anticorpos. Estes anticorpos ligam-se
especificamente aos antigénios desencadeando mecanismos que 0S nheutralizam ou
eliminam.
A imunidade celular é mediada por linfocitos T, assim designados pelo facto da sua
maturacdo ocorrer no timo. A semelhanca dos linfécitos B, todos os linfécitos T tém a sua
superficie receptores especificos de antigénios, TcR (T cell Receptor). Ao contrério do
BcR, que reconhece antigénios nativos solluveis, o TCR apenas reconhece antigénios
guando estes sdo processados e apresentados por um tipo especial de células, as
células apresentadoras de antigénio APCs (Antigen Presenting Cells). Na superficie das
APCs os antigénios encontram-se ligados a glicoproteinas sendo o complexo antigénio —
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glicoproteina reconhecido pelo TcR. Estas glicoproteinas séo codificadas por uma regiao
muito polimorfica do genoma denominada de MHC (Major Histocompatibility Complex)[9].
O conceito de resposta imune humoral e resposta imune celular ndo significa que apenas
os Linfocitos B na primeira e os Linfdcitos T na segunda sejam os intervenientes. Ambos

contribuem para os dois tipos de resposta.

3.1-O0MHC

O MHC é a regido cromossOmica mais polimérfica do genoma humano e é fundamental
para o desenvolvimento e funcionamento do sistema imune. Foi descoberto como
resultado de estudos efectuados em ratinhos, conduzidos inicialmente por Peter Gorer,
em 1932 e mais tarde por George Snell, em 1940. Estes investigadores concluiram que
esta regido cromossOmica contém genes que influenciam a compatibilidade dos
transplantes efectuados. Foi, entdo, possivel observar através de cruzamentos entre
ratinhos de estirpes diferentes a existéncia de um locus major que controla a rejeicao de
enxerto. O envolvimento destes loci no controlo da compatibilidade de tecidos levou a
que este grupo de genes fosse designado como locus de histocompatibilidade (H). O
locus dominante foi designado Complexo Major de Histocompatibilidade  ou MHC, que
no ratinho se denominou H-2. Na década de 50, Jean Dausset observou a existéncia de
aloantigénios em individuos politransfundidos. Foram realizados estudos genéticos,
serolégicos e moleculares a esses aloantigénios. Estes estudos permitiram a
identificacdo e caracterizacdo dos produtos génicos do MHC, localizados na superficie de
leucécitos, razao pela qual as moléculas MHC humanas sdo designadas de HLA (Human
Leukocyte Antigen). Estes estudos levaram, nos anos 80, a que George Snell e Jean
Dausset, juntamente com Baruj Benacerraf, recebessem o prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina.

No Homem, o Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) esta localizado no brago
curto do cromossoma 6 na regido 6p2l1.3, enquanto nos ratinhos se localiza no
cromossoma 17. No Homem, o complexo abrange 4,6Mb contém mais de 1000 genes,
pseudogenes e fragmentos génicos.[10] Esta regido do genoma humano foi subdividida
em trés regides, classe I, Il e Ill, de acordo com a estrutura e funcdo dos produtos
génicos (Fig 2). O Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) existe em todos
vertebrados com uma organizacdo cromossomica semelhante apesar de localizado em

cromossomas diferentes.
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Figura 2 - Cromossoma 6 e regido do MHC

3.1.1 — HLA- Classe |

Na parte telomérica do cromossoma 6 encontram-se os genes HLA da Classe |. Estes
genes sdo agrupados em genes classicos e ndo classicos. Os antigénios HLA-A, -B e -C
sdo codificados por genes classicos, enquanto os antigénios HLA-E, -F e -G sdo
codificados por genes ndo classicos. Os genes da Classe | codificam antigénios de
superficie ubiquitérios, ou seja, que sdo expressos na maioria das células nucleadas,
enquanto que

0s genes da regido Classe Il codificam antigénios de superficie expressos sobretudo em
linfécitos B, macrofagos e linfocitos T activados (Crompton, 1987). Além dos genes
Classe | e Classe Il classicos estas regides contém ainda outros genes com 0s quais
podem n&o estar estruturalmente relacionados — genes nao classicos (Marsh, 2000).

Os antigénios HLA Classe |, classicos, sédo glicoproteinas que existem a superficie de
todas as células nucleadas e a sua funcdo é a apresentacdo de antigénios proteicos
intracelulares a linfécitos TCD8".

A estrutura das moléculas HLA classe | classicas consistem numa cadeia polipeptidica a
(cadeia pesada) transmembranar de 44-49 kDa de peso molecular com trés dominios
extracelulares (al, a2 e a3) e de uma cadeia polipeptidica leve de 12 kDa de peso
molecular designada B2-microglobulina (ou B2m). A regido que codifica os dominios
aminoterminais al e a2 da cadeia pesada (cada dominio com aproximadamente 90
aminodcidos) é altamente polimérfica, permitindo assim a existéncia de moléculas HLA
Classe | com diferentes especificidades no reconhecimento de antigénios. Cada um dos
dominios é formado por quatro folhas pregueadas 3 e uma hélice a. Os dominios al e a2

estdo dispostos de modo a formar uma cavidade onde se liga o peptido. A superficie
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formada pelo péptido e pelas hélices a que o flanqueiam, constitui a zona reconhecida
pelo TcR. Estudos cristalogréaficos demonstraram que o tamanho da cavidade de liga¢ao
ndo permite que o peptido exceda o comprimento maximo de 8-11 aminoacidos. As
moléculas HLA Classe | podem encontrar-se na maioria das células nucleadas do
sistema Imune, com diferentes niveis de expressdo dependendo do tecido onde se

expressam. [9]
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Figuras 3 e 4 — Estrutura MHC- Classe |

3.1.2 — HLA- Classe |l

Estes genes localizam-se na parte centromérica do cromossoma 6 e codificam para
moléculas expressas em linfécitos B, células endoteliais, células de Langerhans,
macrofagos e linfocitos T activados. O locus onde estes genes se localizam esta
organizado em sub-regides denominadas HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP.

Estes antigénios séo glicoproteinas compostas por duas cadeias unidas de um modo n&do
covalente. A cadeia a tem cerca de 33-35 kDa de peso molecular com dois dominios
extracelulares, al e o2, a cadeia B tem entre 26-28 kDa de peso molecular com dois
dominios extracelulares, B1 e B2. Os segmentos aminoterminais al e 31 das cadeias de
MHC classe Il formam a cavidade de ligacdo do péptido, que € estruturalmente
semelhante & cavidade das moléculas HLA Classe |. Quatro das folhas pregueadas f3 e
uma hélice a formam o dominio al, e as restantes folhas B e hélice a formam o dominio
a2. Nestas moléculas, as extremidades da cavidade de ligacdo do péptido estdo abertas,
de modo que podem alojar péptidos até 30 aminodacidos, contribuindo assim para um

aumento da flexibilidade da ligacdo do péptido. [9]
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Figuras 5 e 6— Estrutura MHC- Classe |l

3.1.3 — Moléculas HLA Classe Il

Os genes responsaveis pela codificacdo destas moléculas situam-se entre as regides
Classe | e Classe Il, ocupam uma extensdo de 0.7 Mb e contém cerca de 62 genes,
alguns dos quais envolvidos na resposta inflamatoria, incluindo genes que codificam para
as proteinas do complemento, para proteinas HSP ( Heat Shock Protein) e para certas
citocinas. As citocinas sdo um grupo heterogéneo de polipéptidos conhecidos pelo seu
envolvimento nas respostas imunes e inflamatdrias. Adicionalmente as suas funcfes no
sistema imune estas proteinas participam na regulacdo do desenvolvimento do sistema
nervoso actuando em processos de diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal e
crescimento das extremidades neuronais. Experiéncias efectuadas em ratos demonstram
que também estdo relacionadas com a regulacdo de funcbes fisiolégicas como a
aprendizagem e a memoria.

O TNF-a (Tumor Necrosis Factor - alpha) é uma citocina pleiotropica, citopatica,
proinflamatoria sintetizada por mondcitos / macréfagos, linfocitos B e T, astrocitos e
células da microglia. Esta proteina participa na regulagcdo do sono e dos ritmos
circadianos. Existem estudos que demonstram que o TNF-a regula a expressdo a
superficie dos neuronios, de receptores de neurotransmissores mediando a comunicagao
entre as células nervosas. Esta proteina estd também envolvida em processos de
neurodegeneracao e de neuroprotecgdo. Os genes que participam nestes dois processos

sdo activados pelo factor de transcricdo NFKB que por sua vez é activado pelo TNF-a .
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O sistema do complemento é o principal efector da resposta imune humoral participando
na opsonizagao, eliminacdo de complexos imunes e lise celular. Pode ser activado por
duas vias: a classica e a alternativa . Os genes das proteinas C2 e C4, da via classica, e

do factor B (Bf), da via alternativa encontram-se nesta regiéo.

4. Patologias do sono e associa¢ao ao HLA

A susceptibilidade ou a resisténcia a grande numero de doengas tem sido associada a
polimorfismos do sistema HLA [11.12]. Estas patologias, sdo na generalidade do foro
auto-imune ou infecciosas e a existéncia de factores de susceptibilidade, associados a
narcolepsia e a hipersénia tem sido descrita em todos 0s grupos étnicos. [,23-28].

Os factores genéticos e os factores ambientais (como por exemplo a alimentacdo)
poderdo estar envolvidos na etiopatogénese destas doencas. De facto, a importancia dos
factores genéticos é documentada por estudos realizados em gémeos monozigoticos,
onde apenas 25-31% sdo concordantes para a narcolepsia. Deste modo, factores
ambientais poderdo também estar implicados na susceptibilidade para a narcolepsia e
para a hipersonia. [11,12]. Apesar de todos estes estudos o0 mecanismo patofisiolégico da
doenca é ainda desconhecido. [18]

A transmissao familiar da narcolepsia e da hipersonia € rara, sendo na maioria dos casos
de origem materna. Apenas 8-10% dos pacientes narcolépticos tém outro membro da

familia com narcolepsia-cataplexia [11]. Nestes casos 0 risco para desenvolver em

familiares do Io grau de parentesco é 10-40 vezes mais elevado do que na populacdo em
geral, levantando a hipotese da existéncia de factores de predisposicao genética [32].
Uma forte associagdo com os antigénios HLA-DR2 e DQ1, em serologia, foi inicialmente
descrita por Honda e Juji em 1983.

Mais tarde, com a ajuda de técnicas de biologia molecular verificou-se que a associacao
€ com os haplétipos HLA-DRB1*1501 (HLA-DR2) e HLA-DQB1*0602 (HLA-DQL).
[12,13,14,15] Posteriormente, utilizando marcadores genéticos adicionais na regido HLA-
DQ, foi estabelecido que HLA-DQB1 *0602 e HLA-DQA1*0102 séo actualmente os genes
de susceptibilidade para a narcolepsia [11,16,17]. Esta associacdo esta descrita em
véarias populacdes [25-31].

Estudos preliminares, efectuados em doentes com hipersonia idiopéatica permitiram
observar que os alelos HLA-DQB 1*0301 e HLA-DRB1*03, eram mais frequentes nestes

doentes do que nos narcolepticos-catapléticos e populacdo controlo. [13,29] A auséncia
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do antigénio HLA-DQB1*0301 na narcolepsia-cataplexia, verificou-se nos estudos
portugueses e espanhdis.

Os resultados anteriores salientam a importancia da caracterizagdo imunogenética para a
distincdo entre pacientes com narcolepsia e doentes com hipersonia.

Embora o haplotipo HLA-DQB1 *0602 e DQA1*0102 esteja representado em 95% dos
doentes caucasianos, ndo é necessario nem suficiente para o desenvolvimento da
narcolepsia. Assim, um individuo que ndo possua o alelo HLA-DQB1*0602 pode
manifestar a doenca, e do mesmo modo, individuos com o alelo HLA-DQB 1*0602 podem

nao ser doentes. [13,29]

5. Patologias do sono e implicacdo Médico-legal

A Medicina legal é uma ciéncia que inclui um vasto leque de servigos localizados na
interface entre a prética cientifica e o direito, situando-se no a&mbito da medicina social.
Ao longo da historia, foi sempre atribuido aos médicos o papel de prestar cuidados de
saude as pessoas doentes ou traumatizadas sem que se valorizassem certos aspectos
fundamentais de natureza legal,

A Medicina Legal e as Ciéncias Forenses representam uma area técnica e cientifica em
constante desenvolvimento, com ampla repercussdo social e multiplas aplicacées nos
mais diversos dominios profissionais.

A Clinica Médico-Legal é uma area da medicina legal dirigida para a actividade médica
pericial na pessoa viva, sempre que esta em causa encontrar uma prova cientifica para
esclarecimento da justica. Assim, esta move-se entre diferentes areas do direito e dirige--
se a diferentes tipos de ocorréncia. Frequentemente, os exames efectuados em sede de
direito penal séo relativos a crimes contra a integridade fisica (agressfes e acidentes de
viacao), crimes sexuais e de maus tratos (na relacdo conjugal ou em criancas e jovens).
Os exames efectuados em sede do direito civil sdo, na sua grande maioria, relativos a
avaliacdo do dano corporal pos-traumético em casos de acidentes de viacdo e, por
vezes, em casos de agressdo, podendo muitas vezes ser necessario recorrer a outro tipo
de exames, como por exemplo, a avaliacdo do estado de saude (casos de accdo de
despejo, de questbes de seguros ou outras), determinacdo da idade e do sexo ou
exames efectuados em sede do direito do trabalho que se relacionam com acidentes no
local de trabalho ou doencgas profissionais.

No caso da Clinica Médico-Legal a prova pericial € essencialmente médica exigindo-se,

contudo, cada vez mais, uma abertura a interdisciplinaridade e transversalidade de
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saberes, de forma particular & antropologia social e psicologia, uma vez que é a pessoa
gue constitui, em geral, 0 objecto da pericia.
As patologias do sono constituem um problema para toda a vida, apesar de ndo ser uma
doenca mortal, os graus de invalidez e as suas consequéncias na vida pessoal, social e
profissional sdo varidveis. Contudo, esta situacdo pode levar a morte quer pelos
acidentes de viacdo ou mesmo pelos acidentes de trabalho. As repercussfes a nivel
social dependem ndo s6 da gravidade da doenca, mas também das caracteristicas
pessoais de cada individuo. [20-22]
As repercussdes profissionais sdo quase constantes. Os doentes apresentam diminuicado
das suas capacidades 0 que por vezes pode dar origem a acidentes graves, muitos deles
mortais, ou serem vitimas de despedimentos. S&o poucos os individuos (14%) que
recebem pensdes por incapacidade de trabalho. [20-22] Na maioria das situacdes, as
incapacidades profissionais sdo consideraveis e relacionadas directamente com ataques
de sono. [20-22] As consequéncias a nivel pessoal e familiar devem-se a desintegracdo
familiar o que em muitos casos de traduz no divorcio, quando a doenca ndo é bem
compreendida pelo casal, ja que certas patologias do sono podem levar a uma
diminuicdo do desejo sexual [20-22]. As alteracdes socioprofissionais e familiares da
doenca agravam as alteracdes de personalidade, podendo surgir problemas psiquiatricos
graves como neuroses e depressdes [20-22] As depressfes sdo também uma forte
consequéncia destas patologias, devido a privacdo de certas tarefas ou mesma
incapacidade de as efectuar. Nas criangas e adolescentes, esta doenca é responséavel
por atrasos na aprendizagem. [20-22]
A implicagdo das doengas do sono na condugéo de veiculos é um assunto delicado de
abordar [20-22]
Em Franca, investigadores referiram que de 110 condutores implicados em acidentes de
viacdo, 10% sofriam de narcolepsia. Num estudo feito nos E.U.A, em 1997, verificou-se
gque os acidentes de viagdo ocorrem duas vezes mais em pessoas com sonoléncia diurna
excessiva do que nos que nao a apresentam.
Estudos recentes, em 25 paises da Europa, revelaram a regulamentacdo da licenca de
conducao a partir de 1997. A sonoléncia diurna excessiva é mencionado em nove desses
paises, enquanto a sindrome de apneia do sono é mencionada em 10 paises. Um
paciente com apneia do sono nao tratado € sempre considerado inapto para a conducao.
Para recuperar a capacidade de conducédo, sete destes paises europeus contam com
atestado médico com base no controlo dos sintomas e de conformidade com a terapia,
enquanto em dois paises, cabe ao paciente decidir (sobre o conselho de seu médico) se
volta ou ndo a conduzir. Franca, requer apenas um exame (eletroencefalograma),
baseado na manutencao da Vigilia para motoristas profissionais. Condi¢des raras, como
por exemplo a narcolepsia, sdo consideradas um risco para a seguranca de conducédo
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com mais frequéncia na sindrome de apneia do sono. [20-22] Contudo, na maioria dos
paises na Europa, a sindrome da apneia do sono e a sonoléncia diurna excessiva nao se
encontram, entre as condi¢des especificas para ser considerado apto ou inapto para a
conducéo. [20-22] Os acidentes de trabalho sdo, embora com menor expressdo, uma das
consequéncias das patologias do sono.

No ambito dos acidentes de trabalho, acidentes domésticos ou de viagdo em que ocorreu
morte, a medicina legal tem um papel fundamental nas informacbes que pode dar
relativamente a causa real da morte, dado que individuos portadores destas patologias
desvalorizam a situagcdo ou podem mesmo desconhecer tal facto. Nos casos de
acidentes de trabalho é muito importante estabelecer a causa de morte, para eliminar a
possibilidade da envolvéncia de agentes externos, devido aos aspectos juridicos que
envolvem as seguradoras.

The National Highway Traffic Safety Administration estima que condutores com
sonoléncia diurna excessiva provoquem cerca de 100000 acidentes por ano cuja

consequéncia é cerca de 1550 mortes (www.nhtsa.orq). Estudos realizados em 2005 pela

The National Sleep Foundation revelam que 60% dos entrevistados afirmam ter
conduzido com excesso de sono (www.sleepfoundation.org). Em Portugal a sonoléncia é
uma das principais causas de acidentes de viagdo, tendo como consequéncia um nimero
significativo de mortes. Podemos dizer que a sonoléncia diurna excessiva pode
desencadear a diminuicdo da atencdo aumentando assim o risco de acidentes quer de
viagdo ou de trabalho. [20-22]

De referir que, quando a patologia de sono ndo é diagnosticada, o numero de acidentes
de viacdo causados por estes doentes € mais elevado do que na populacdo em geral.
Pelo contrario, em individuos que tém conhecimento da sua doenca, o indice de
acidentes mortais é inferior ao dos individuos ndo doentes. Neste contexto, os doentes
com patologias do sono ao volante sdo menos perigosos do que muitos outros
condutores.

Contribuir para o diagnostico precoce de patologias do sono para € um dos principais
desafios dos médicos mas também dos investigadores. As implicacdes dai decorrentes
terdo um grande impacto no bem-estar fisico, social, familiar e profissional dos individuos

portadores destas patologias.
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Il - OBJECTIVO
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Avaliar a relacéo entre determinados polimorfismos genéticos e patologia de sono para

iSSO propusemo-nos:

1. Identificar os alelos HLA-Classe ||l — DRB1 em doentes com Narcolepsia,

Hipersonia e Apenea do sono, numa populagédo do Norte de Portugal.

2. Analisar e correlacionar o polimorfismo no receptor 5-HT 2A (HTR2A) com o

diagndstico das patologias do sono.

29



Ill- MATERIAL E METODOS
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1 — Populacéo estudada

A populagcdo estudada no presente trabalho é constituida por doentes seguidos na
Consulta de Sono do Servico de Neurofisiologia do Hospital Santo Anténio — Centro
Hospitalar do Porto (HSA — CHP). A tipagem do locus HLA classe Il (DRB1), foi efectuada
em 55 doentes, com narcolepsia e hipersonia idiopatica e 40 doentes com apneia do
sono.

Na populacdo das patologias do sono (Narcolepsia, Hipersénia e Apneia do sono) foi
também efectuada a andlise do polimorfismo no receptore 5-HT 2A (HTR2A).

A populacdo controlo, é constituida por 40 individuos saudaveis da mesma etnia e
provenientes da mesma regido geogréfica e todos foram tipados para o locus HLA-DRB1
e 5-HT 2A (HTR2A).

2 — Material biologico e tratamento das amostras

2.1 — Colheita das amostras

De cada individuo foram colhidas amostras de sangue periférico, obtidas por puncdo
venosa em dois tubos Vacutainer com anti-coagulante EDTA. A colheita foi efectuada no
HSA - CHP e no Laboratério de Patologia e Imunologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Abel Salazar (ICBAS).

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica do HSA - CHP. Todos os participantes no

estudo deram o seu consentimento de forma livre e esclarecida.

2.2 — Extraccdo de DNA gendmico a partir de sangue  periférico total

As amostras de DNA foram extraidas pelo método classico de Salting-out [34], com
algumas alteracdes, a partir de sangue periférico total colhido para tubos com 5% de
EDTA.Na a pH 7.3 (Sigma). Centrifugou-se o sangue total (cerca de 8 mL) a 2000 rpm
(RCF (x g) = 760) durante 10 minutos (centrifuga Hettich Universal) para se obter a
separacao da fase celular. Com uma pipeta de Pasteur retirou-se o buffy coat (camada
de leucocitos com alguns eritrocitos a mistura) para um tubo Falcon de 50 mL (Sarstedt)
devidamente identificado. Adicionou-se RCLB ( Red Cell Lysis Buffer — tampéao de lise de
eritrocitos com 1M de Tris-HCl a pH 7.2, 5M de NaCl (Merck) e 1M de MgCl, (Sigma)) a
temperatura ambiente até perfazer os 50 mL e homogeneizou-se por inversédo durante 5-
10 minutos. Seguiu-se uma nova centrifugagéo a 2000 rpm (RCF (x g) = 760) durante 10
minutos em centrifuga refrigerada (Heraeus — Megafuge 1.0R) a 4°C. Rejeitou-se o
sobrenadante e repetiram-se 0s passos anteriores com RCLB a 4°C até obter um pellet

de leucdcitos limpo. O pellet final armazena-se a -20°C ou inicia-se logo de seguida a
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segunda fase da extraccdo. Nesta fase, adicionou-se ao pellet, 3.5 mL de TE2 Buffer
(Tamp&o com 1M de Tris-HCl a pH 7.2, 5M de NaCl (Merck) e 0.5M de EDTA (BD
Vacutainer)) e 200 yL de SDS (Dodecil sulfato de sodio, Sigma) a 10%. Agitou-se
vigorosamente a mistura no voértex e adicionou-se 10 pyL de Proteinase K a 50 mg/mL
(Sigma) invertendo suavemente o tubo varias vezes. A mistura € incubada,
aproximadamente, durante 12 horas, em banho-maria a 42°C (temperatura Optima para a
accao da proteinase K) com agitacao lenta para promover a digestéo das células lisadas.
Apbs este periodo de tempo, transferiu-se a mistura para um tubo de Falcon de 15 mL
(Sarstedt) e adicionou-se 1 mL de NaCl a 6M (Sigma). Agitou-se vigorosamente a mistura
no vértex durante alguns segundos. Colocou-se esta mistura num agitador mecanico
(Stuart Scientific — Platform Shaker STR6) com agitacdo lenta durante alguns minutos,
até apresentar um “aspecto opaco” e centrifugou-se a 3000 rpm (RCF (x g) = 1700) a
23°C durante 30 minutos. O sobrenadante (que contem o DNA) foi transferido para um
novo tubo Falcon de 50 mL e promoveu-se a precipitacdo do DNA com 20 mL de Etanol
Absoluto (99.5%, Sigma) frio (-20°C), invertendo lentamente o tubo varias vezes até
concentrar o DNA num novelo. Com a ponta da micropipeta prendeu-se o novelo de DNA
a parede do tubo e rejeitou-se o Etanol Absoluto. Lavou-se o DNA com 5 mL de Etanol a
70% frio (-20°C) e prendeu-se novamente o novelo de DNA a parede do tubo para rejeitar
0 Etanol. O DNA, foi transferido para um eppendorf de 2.0 mL com tampéo TE (Tampéao
com 10mM de Tris-HCl a pH 7.2 e 1mM de EDTA) num volume variavel, consoante a
guantidade de DNA extraido. O tubo com DNA foi colocado véarias horas num agitador
rotativo (Stuart Scientific — Blood Tube Rotator SB1) o que permite que o DNA entre em

solucéo.

2.3 — Quantificacdo das amostras de DNA

O DNA obtido foi quantificado por determinacdo da densidade Optica utilizando o
espectrofotdmetro Nanodrop (ND-1000) a um comprimento de onda de 260 nm. As
solu¢des de trabalho, de concentracdo de 50 ng/ul, foram obtidas por diluicAo com

tampé&o TE das solucdes originais.

2.4 — Qualidade das amostras de DNA

O grau de pureza das amostras de DNA foi avaliado por determinacdo da densidade
Optica utilizando o espectrofotémetro Nanodrop (ND-1000) a um comprimento de onda de
280 nm que determina a concentracdo de proteinas. Para valores de 260nm/280nm

entre 1.5 e 1.9 considerou-se que a amostra era de boa qualidade.
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3 — Tipagem genética HLA-CLASSE Il

A PCR (Polymerase Chain Reaction) € um método que permite amplificar fragmentos

especificos de DNA, originando no final milhares de cépias da cadeia do DNA original.

Uma reaccao de PCR consiste nas seguintes fases:

1. Desnaturacdo do DNA gendmico — a mistura de reacgdo é aquecida
até atingir a temperatura de aproximadamente 94-96 °C. Esta temperatura provoca a
desnaturacdo da cadeia dupla de DNA passando a existir em solucdo DNA de cadeias

simples.

2. Emparelhamento dos primers ( Annealing ) — a temperatura diminui
até 30-70°C dependendo da constituicdo dos primers. Esta temperatura é ideal para a
hibridacdo/emparelhamento dos primers com uma sequéncia complementar do DNA

genomico a amplificar.

3. Extensdo da cadeia de DNA pela enzima Tag polimerase - a
temperatura sobe de novo até aos 72 °C, temperatura 6ptima para a actuacdo da Taq
polimerase. A enzima comeca a extencdo da cadeia complementar adicionando os
respectivos desoxinucledtidos trifosfatados (dNTP’s: adenina (Datp), timina (dTTP),
guanina (dGTP) e citosina (dCTP)).

O método utilizado para a tipagem do HLA-DRB1 designa-se por PCR-SSP (Sequence
Specific Primers). A metodologia de PCR-SSP, baseia-se no principio de que primers de
oligonucledtidos com correspondéncia completa descriminam varios alelos ou grupo de
alelos durante o processo de PCR e como tal os primers s&o utilizados de forma mais
eficaz. Foram utilizadas misturas de primers (Thermo Scientific) previamente descritas no
XII' workshop. [30] Os pares de primers sdo concebidos para apresentar apenas
correspondéncias perfeitas com um anico alelo ou grupo de alelos. Sob condi¢des de
PCR estritamente controladas, os pares de primers com correspondéncia perfeita
traduzem-se na amplificacdo de sequéncias alvo (ou seja, um resultado positivo),
enquanto que pares de primers sem correspondéncia ndo traduzem qualquer
amplificacdo (ou seja, um resultado negativo). Imagem 5.

As condicdes de PCR usadas para amplificacdo do locus HLA-DRB1 estéo descritas na
Quadro 1.
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Mastermix Concentracao final
Tampao 1,0 x
dNTP's mix 200uM
Primers Controlo 0.75uM
PrimersEspecifico 0.5uM
Taq 0.2U/uL
MgCI2 2,00mM
ddH,0
DNA 25ng/ul

Quadro 1- Condic¢des de amplificacdo de do locus HLA  -DRB1.

Ao produto amplificado adicionou-se 1uL de Loading Buffer (10x). Esta mistura foi
sujeita a uma electroforese horizontal num gel de agarose (Seaken LE Cambrex) a 1,5 %

(p/v). O gel foi mergulhado no tampédo TAE 1X (Trizma base, EDTA.Na2 (Sigma) e acido
acético glacial) numa tina de electroforese.

Banda Especifica T RE L L2 L hch e ot f b che i oty ¥ ‘/B

\_ - -

Figura 5 - imagem de um gel de agarose onde podem s  er observados os produtos de
amplificagdo do locus HLA-DRB1 de um individuo.

andas controlo

4- Analise dos Polimorfismos —-HRM

Para tipagem do polimorfismo no receptore 5-HT2A (HTR2A), a técnica usada foi a de
High Resolution Melting Curve Analysis (hrMCA), técnica que utiliza um termocicaldor
com deteccdo de fluorescéncia em tempo real. O termociclador usado foi o Rotor-
GeneTM 6000 (Rcorbett), respeitando as recomendacdes do fabricante.

Os primers usados para a andlise das alteracdes referidas encontram-se descritos no
Quadro 2.
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Gene Polimorfismo Sequéncia de primers N° pb

HTR2A 102T>C F-5-TGATGACACCAGGCT 108bp

R-5-CAGGAAAGGTTGGTTCGATT

Quadro 2 - Primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos anal isados
nos estudos populacionais por PCR-HRM.

A técnica hrMCA, foi descrita e desenvolvida em 2003 por Gunddry e colaboradores. [42]
Consiste na andlise das curvas obtidas através da monitoriza¢do por fluorescéncia num
gradiente de temperatura de melting de produtos de PCR na presenca de um corante
(SYTO 9, utilizado no presente trabalho) que se intercala no DNA, e emite fluorescéncia.
A temperatura de melting (Tm) e o perfil obtido depende do contetdo em GC, dimenséo e
sequéncia do produto de PCR. Através da comparacdo das diferencas do perfil da curva
de melting entre dois ou mais produtos, e utilizando software especifico, € possivel
detectar alteracdes até um par de bases ao nivel da sequéncia do DNA. Este método
pode ser utilizado em diferentes aplicagbes tais como genotipagem e rastreio de
mutacdes, apresentando uma elevada sensibilidade e especificidade.

As concentracBes dos diversos constituintes da mastermix para a amplificacdo estéo

descritas no Quadro 3.

Mastermix Concentracéo final
Tamp&o NH** 1,0 x
dNTP's mix 0,2uM
For primer 1,00pM
Rev primer 1,00pM
Taq 1U/20uL
MgCI2 2,00mM
SYTO 9 (5pM)
ddH,O -
DNA 25ng/ul

Quadro 3 — concentracfes dos constituintes da mastermix para a reaccdo de amplificacao

As condicdes de amplificacdo para cada um dos polimorfismos estudados encontram-se

descritas no Quadro 4.

HTR 2A
Temperatura (°C) 95 96 56 72
Tempo 2m 30s 30s 60s

35 ciclos

Quadro 4 - Condicdes de amplificacao dos fragmentos analisados nos estudos
populacionais por PCR-HRM.
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5- Anadlise dos Polimorfismos por PCR — RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism)

A metodologia baseia-se no estudo do tamanho dos fragmentos produzidos pela digest&o
do DNA com enzimas de restricdo, que sdo endonucleases que desempenham um papel
importante no estudo dos polimorfismos do DNA, pois reconhecem e cortam o DNA em
sequéncias especificas. O tamanho dos fragmentos de restricdo resultantes pode ser
analisados por electroforese em gel de agarose - os RFLPs.

Para a andlise do polimorfismo 102T/C foi utilizada a técnica de PCR-RFLP. Na
amplificacéo foi utilizada uma solucdo — mae de reaccdo (mastermix) contendo (Quadro
5): 1x Tampéao NH4 (Bioline), 2.0 mM de MgCI2 (Bioline), 0.2mM de Mix dNTPs (Invitek) e
0.5 uM de cada primer (Quadro5.) Adicionou-se 0.05U/uL de Taq DNA Polimerase
(Bioline) seguida de agitacdo rapida. Distribuiu-se a mastermix pelos tubos de PCR

adicionaram-se 5ng/uL de DNA.

Mastermix Concentracéo final
Tamp&o NH* 1,0 x
dNTP's mix 0,2uM
For primer 1,00pM
Rev primer 1,00pM
Taq 1U/20pL
MgCl2 2,00mM
ddH.O
DNA 100ng/ul

Quadro 5 - Concentracdes das solucdes de PCR

Gene Polimorfismo Sequéncia de primers N° pb
HTR 2A 102T/C F-5 TGATGACACCAGGCTCTACAGT 108bp
R-5’CAGGAAAGGTTGGTTCGATT

Quadro 6 - Sequéncia nucleotidica dos primers para amplificacdo do HTR 2A e
tamanho do produto de PCR
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Predisposic@o Genética para a Patologia do Sono

HTR 2A
Temperatura
(°C) 95 96 56 72 72
Tempo 2m 30s 30s 60s 3m
35 ciclos

Quadro 7 - Perfis térmicos usados na amplificacdo d o0 gene do HTR2A

A cada produto amplificado adicionou-se 1uL de Loading Buffer (10x) e foi feita a sua
visualizacdo em gel de agarose a 1.5% (p/v) em electroforese horizontal.

«—— 108bp

Imagem 6 — Amplificacdo inicial para o polimorfismo 102T>C.

Depois de comprovada a amplificacdo, os produtos foram submetidas a uma digestéo
com a enzima de restricdo Mspl. As misturas de digestao continham: 1.0U/uL de enzima
de restricdo (Mspl da New England BioLabs) e 1x de Solugdo Tampéao (NEBuffer 2—New
England BioLabs) e ainda de 1x de BSA (Bovine Seric Albumin - New England BioLabs)
para um volume final de 10uL. A solucéo final foi colocada em estufa a 37°C (Memmert
854 Schwabach) durante 3 horas.

Enzima NUumero |Tamanho
de de das Genotipo
restricdo Bandas |Bandas
5 70bp,
38bp 102C>C
HTR2A 108bp.
Msp | 3 70bp,
38bp 102T>C
1 108bp | 102T>T

Quadro 8 — representa a ac¢do da enzima de restricd o



A cada amostra adicionou-se 1uL de Loading Buffer (10x) e a visualizagdo do produto
digerido foi feita em gel de agarose nusieve GTG a 4.0% (p/v) em electroforese
horizontal. O tamanho das bandas digeridas foi analisado pelo uso de um marcador de

peso molecular de 100bp.

1080—» T e o
70bp—> SR ———
38bp —»

Imagem 7 -Resultado da digestdo enzimatica do HTR 2 A em gel de agarose Nusieve

a 4,0% com a enzima Msp |

6- Analise dos Estatistica

Para a comparacédo das frequéncias entre a populacdo de doentes e populagéo controlo,
foi utilizado o Teste de x2 ou Teste Exacto de Fisher (quando n<5, sendo n 0 nimero de
individuos). O Odd Ratio (OR) foi calculado como uma aproximagédo ao Risco Relativo.
Esta medida estatistica quantifica directamente a probabilidade que um individuo que
possui determinado alelo de um gene tem de possuir a doenca, comparando com
aqueles que ndo possuem o alelo. A relacdo entre a frequéncia de determinado alelo com
dados demogréficos (sexo, presenca ou auséncia de convulsbes febris na infancia) foi
estudada com o teste de Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas. A relagéo entre
idade de inicio e determinado alelo foi determinada com o teste T para variaveis
independentes. A andlise estatistica foi efectuada usando o programa SPSS (Statistics
Package for the Social Sciences) Verséo 12.0.

As diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para

valores de p<0,05.
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V — RESULTADOS
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As frequéncias fenotipicas dos alelos HLA Classe Il foram estimadas para os dois grupos

em estudo. Estes resultados encontram-se expressos no Quadro 9.

ALELO | —PC(n=282) PS (n=95) OR 95%Cl p
n f n f
DROL | 66 | 028 | 18 | 049 | 077 (0.43-1.37) | 0,3667
DR03 | 44 | 016 | 25 | 026 | 193 (1,11-338) | 0,0195
DR04 | 69 | 024 | 16 | 017 | 063 (0.34-1,14) | 0,124
DRO7 | 72 | 026 | 20 | 031 | 128 (0.77-2,14) | 0,3418
DRO8 | 24 | 009 | 13 | o044 | 170 (0.83-350) | 0,1427
DR09 | 14 | 005 | 1 | 001 | 020 (0,03-1,57) | 0,0916
DR'10 | 11 | 004 | 2 | 002 | 053 (0.12-2.43) | 0,4069
DR11 | 55 | 020 | 20 | 021 | 110 (0.62-1,95) | 0.7436
DR12 | 9 | 0038 | 2 | 002 | 065 (0.14-307) | 0,5864
DR13 | 84 | 030 | 21 | o022 | 067 (0.37-116) | 01486
DR'14 | 17 | 006 | 6 | 006 | 105 (0.40-2,74) | 0,9194
DR'15 | 56 | 020 | 21 | 022 | 115 (0.65-2,02) | 0,6385
DR16 | 13 | 005 | 7 | 007 | 165 (0.64-426) | 0,2995

Quadro 9: Frequéncias fenotipicas e dos alelos DRB1  * em doentes com PS (Patologia do
Sono) e PC (Populacao Controlo)

A andlise das frequéncias dos alelos do locus DRB1, permitiu observar que o alelo
DRB1*07 era o mais frequente na populacdo Portuguesa em estudo, sendo que a
frequéncia na PS e PC foi 31,0% e 26,0% respectivamente. A frequéncia do alelo
DRB1*03 era mais elevada na populacdo com patologias do sono do que na populagéo
controlo (26,0% vs. 16,0% respectivamente, p= 0,0195 e OR [1,11-3,38]).

Considerando as diferentes patologias do sono (narcolepsia, hipersénia, SAOS e outras
patologias de sono) observou-se que alelo HLA-DRB1*15 era mais frequente no grupo de
doentes com narcolepsia do que na populacédo controlo (50% vs. 20%, p= 0,012 OR=
4,04 [1,25 — 13,0]. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
frequéncias dos alelos HLA-DRB1 nas restantes patologias de sono.

O grafico 1 resume as principais diferencas encontradas para as frequéncias dos alelos

HLA-DRB1 nos diferentes grupos de doentes.
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Predisposicdo Genética para a Patologia do Sono

50% - B PC (n=282)

B MNarcolepsia (n=12)

B Hipersdnia (n=15)

O5A05 (n=14)

O0Outras patologias de Sono (n=31)

45%

40%

35% A

0%

15%

Frequéncia [%)

20% -

15%

10% -

5% -

0%

DR* 03 DR* 0% DR*13 DR*15 DR*16

Alelos HLA-DRB1

Gréfico 1 — Distribuicdo das frequéncias fenotipica s de alguns alelos HLA-DRB1 nos grupos
de doentes com varias patologias de sono

Os resultados para o polimorfismo 102T>C, no gene HTR2A, encontram-se descritos no
Quadro 10.

POLIMORFISMO | ALELO PC(”=4Of) PS (”zsf) OR 95%Cl p
n n
T 21 | 053 | 29 | 033 | 044 (0,20-0,94) _|0,03176
TC 19 | 047 | 44 | 049 | 1,08 (0,51-2,28 | 0,83859
102T>C cC | 000 | 000 | 16 | 018 | 0,00 - 0,0417
T 61 | 076 | 102 | 057 | 042 (0,23-0,76) _|0,00352
C 19 | 024 | 76 | 043 | 2,39 (1,32-4,33) | 0,00352

Quadro 10- Frequéncias alélicas e genotipicas do po  limorfismo do gene HTR 2A na
populacdo doente(PS) e controlo(PC).

Quando se comparou a frequéncia do polimorfismo na populagédo doente e na populagéo
controlo observou-se que o alelo 102T esta representado no total de individuos
estudados da PC enquanto que na PS o mesmo ndo acontece. Verificou-se que o
gendtipo 102TT era menos frequente na populacdo PC do que na populagédo controlo
(33% vs. 53% respectivamente, p= 0,032 OR=0,44 [0,20 — 0,94]. Observou-se ainda que
na populacdo controlo ndo foram encontrados individuos com o genoétipo 102CC
enquanto que na populacdo PS 18,0% dos individuos apresenta este genotipo (quadro
10).

O Gréfico 2 resume as diferencas encontradas nas populacdes com diferentes patologias
de sono. Verificou-se que o gendtipo 102 CC era mais frequente nas populagdes com
hipersénia (29%) e SAOS (27%) no que nas restantes populacdes com patologias do
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Predisposicdo Genética para a Patologia do Sono

sono. Foi ainda possivel observar que o gendtipo 102TT estava menos representado na
populacdo de doentes com SAOS do que na populacdo controlo (33% vs. 53%,
respectivamente, p=n.s.) e nas restantes popula¢cdes com patologias do sono. As

diferencas encontradas ndo eram estatisticamente significativas.

7 0% mPC (n=40)

miMarcalepsia (n=12)

mHipersdnia n=14)

O5A0% (n=1%5)

ooutras patologias de Sono (=31)

60%

50%

40%

30%

Frequéncia (% )

20% 7

10%

0% T T
T TC cc

Genotipo do polimorfisme 102 T=C

Gréfico 2 — Distribuicéo das frequéncias genotipica s do polimorfismo 102 T>C no gene
HTR2A nos grupos de doentes com varias patologiasd e sono

Na analise do polimorfismo por HRM obteve-se dois grupos distintos os heterozigéticos
(TC) e o grupo dos homozigéticos (TT e CC), apresentados no Gréfico 3.

100 |

a0 -

50 -

40 -

Mormalized Fluorezcence

20 -

780 75,5 a0 795 o0 a0s a1.,0 1.4
deg.

Grafico 3 - representacao das curvas de HRM dos do  is grupos: HOM (homozigo6ticos:
TT e CC) e HET (heterozig6ticos: TC).
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Existem varios estudos sobre a relacao entre os genes do locus HLA e as patologias do
sono. A associacdo mais frequentemente descrita entre a narcolepsia e o haplotipo
DRB1*1501-DQA1* 0102-DQB1*0602.

Neste estudo realizado numa populacdo portuguesa foi observado um aumento na
frequéncia do alelo HLA-DRB1*03 na popula¢gdo com patologias do sono (PS) quando
comparada com a populacdo controlo. Estes dados indicam que o alelo HLA-DRB1*03
pode ser um factor de susceptibilidade geral para o desenvolvimento de patologias do
sono. Tanto quanto sabemos este resultado é reportado pela primeira vez neste estudo
ainda que uma associacdo entre o alelo HLA-DRB1*03 e o desenvolvimento de
hipersodnia tenha sido anteriormente descrito [44]. Quando o grupo de doentes foi dividido
de acordo com o tipo de patologia do sono, verificou-se que apesar de a frequéncia do
alelo HLA-DRB1*03 estar aumentada no grupo de doentes com hipersonia
comparativamente com a populacdo controlo, esse aumento ndo era estatisticamente
significativo pelo que esta associa¢do ndo foi confirmada neste estudo. Esta discrepancia
pode ser explicada pelo reduzido nimero de doentes analisado, o que ndo nos permite
obter poder estatistico suficiente.

Verificou-se que no grupo da narcolepsia a frequéncia do alelo DRB1*15 apresentava um
aumento estatisticamente significativo em relagéo a populagéo controlo. Estes resultados
indicam que o alelo HLA-DRB1*15 poderd ser um factor de susceptibilidade ao
desenvolvimento de narcolepsia, 0 que estd de acordo com estudos previamente

publicados quer na populacdo portuguesa [44] quer em outras populacdes.

O polimorfismo 102 T/C do gene HTR2A, apesar de silencioso, foi associado a uma
alteracdo na estrutura secundaria do transcrito e, consequentemente na estabilidade e
actividade translaccional do receptor 5-HTa.

Neste estudo observou-se que a frequéncia do genoétipo 102TT era menor na populagao
com patologias do sono e a frequéncia do gendtipo 102CC se encontrava aumentada no
mesmo grupo, quando comparada com a populacao controlo.

Estes resultados parecem indicar que o gendtipo 102CC poderd ser um factor de
susceptibilidade ao desenvolvimento destas patologias enquanto que o gendtipo 102TT
podera conferir protec¢do para essas doencas.

Estes resultados diferem dos descritos na literatura e deverdo ser analisados com
precaucdo uma vez que foi estudado um reduzido niumero de individuos. Além disso ndo
foram encontrados na populacdo controlo individuos com o genédtipo 102CC e as

frequéncias séo bastante discrepantes relativamente a outras populagées (Quadro 11).
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POPULACOES TT TC CcC
CONTROLO f f f

Espanhois (2004)[40] 17,0% 58% 25%
Alemées (2001)[38] 21,5% 46,3% 32,2%

Japoneses (2005)[40] 25% 46% 29%
Chineses (2004)[37] 32,3% 45,6% 22,2%

Norte Portugal 52,5% 46,5% 0,0%

Quadro 11 - frequéncias gendtipicas do polimorfismo 102T>C nas populacdes controlo dos

diferentes estudos efectuados

Quando o grupo de doentes foi dividido com base nas vérias patologias de sono,
verificou-se que o gendtipo 102CC era mais frequente nas popula¢des com hipersoénia e
SAOS. Mais uma vez esta analise tera que ser feita com prudéncia uma vez que cada

populacdo tem um reduzido nimero de individuos.

Na analise do polimorfismo, por HRM, ndo se obtiveram resultados fiaveis, dado que esta
técnica s6 nos permitiu diferenciar o grupo dos homozigoticos em relacdo aos
heterozigoticos, ndo sendo possivel observar o genétipo 102CC e o 102TT. A curva de
melting do heterozigotico € uma composicdo entre ambos os componentes, heteroduplex
e homoduplex, presentes no produto de amplificagdo devido a presenca de dois alelos
diferentes. Este facto implica que a dissociacdo seja mais precoce deslocando a curva
para temperaturas inferiores. Salienta-se que a diferenciagdo por HRM de diferentes
homozigéticos é frequentemente dificil, dado que as diferengcas de Temperatura de melting
(Tm) s&0 pequenas e em cerca de 16% dos casos praticamente nulas [42].

E de realcar que seria necessario analisar um maior namero de individuos para conferir

um maior poder estatistico as andlises e para que as conclus@es sejam consistentes.

O trabalho realizado reforca o envolvimento de genes de susceptibilidade nas patologias
de sono. A identificacédo de factores de risco e susceptibilidade pode contribuir para uma
melhor caracterizacdo destes sindromes. Este conhecimento tera implicacbes
importantes na qualidade de vida dos doentes e na prevencdo de determinadas situacfes

como acidentes de viacao e de trabalho.
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