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Resumo

RESUMO

z

A narcolepsia € uma alteracdo do sono caracterizada por sonoléncia diurna
excessiva, fragmentagdo do sono e sintomas de REM anormal (alucinagdes
hipnagodgicas, paralisias de sono e cataplexia). Pode comegar em qualquer idade e
manter-se pela vida fora. Atinge ambos os sexos e manifesta-se em todas as etnias.

A hipersonia idiopatica difere da narcolepsia por uma maior duragio do sono e
uma sonoléncia mais ou menos permanente ao longo do dia. E mais rara que a
narcolepsia € mant€ém-se durante toda a vida, embora possa melhorar com o tempo.

As patologias de sono, especificamente a narcolepsia, parece resultar da
combinagdo de factores genéticos e ambientais. Assim, esta patologia tem sido
associada a antigénios HLA classe II (DQ e DR). O haplétipo HLA-DRB1*1501-
DQA1*0102-DQB1*0602 foi identificado em quase todos os doentes japoneses € 70%
de caucasianos e afro-americanos. Actualmente, o alelo de susceptibilidade HLA-
DQB1*0602 tem sido considerado melhor marcador para a narcolepsia com cataplexia
do que o HLA-DRB1*1501.

A perda de hipocretina nos neurénios do hipétalamo, observada em
narcolépticos, parece ser o resultado da destruicdo dessas células por um processo
autoimune.

Recentemente, um estudo japonés sugere que o TNFRII estd associado com a
susceptibilidade para a narcolepsia, dado o envolvimento deste factor nas patologias de
foro autoimune.

Com este trabalho pretendeu-se identificar os alelos HLA Classe II-DQAL,
DQBI e DRB1 em pacientes, do Norte de Portugal, com narcolepsia (com e sem
cataplexia) (NC e N), hipersénia idiopatica (HIP) e outras patologias de sono (OPS).
Outro objectivo foi a andlise do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restri¢io no
gene TNFRII, em individuos com narcolepsia (NC e N) e hipersénia idiopatica (HIP).
As frequéncias fenotipicas e genotipicas foram contadas e comparadas com as de uma
populagao controlo (Pop. Controlo).

Este trabalho permitiu observar que o haplétipo HLA-DRB1#*1501-
DQA1*0102-DQB1*0602 estava representado em 65,2% de individuos do grupo N
total e 68,4% do grupo NC vs. 12,6% Pop. Controlo. Os alelos HLA-DQB1*0301 e
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HLA-DRB1*03 foram os mais representativos no grupo HIP.
Observou-se ainda, um aumento do gendtipo M/R nos doentes narcolépticos.

Deste estudo conclui-se que o haplétipo HLA-DRBI1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602 € importante para a distin¢do clinica entre NC e HIP. O aumento da
frequéncia do genétipo M/R nos narcolépticos sugere uma possivel associagdo deste

gendtipo a narcolepsia e ndo as outras patologias de sono.



Résumé

RESUME

La narcolepsie est une alteration du someill, characterisée par une excessive
somnolence diurne, fragmentation du someil et par des simptomes REM abnormales
(hallucinations hypnagogiques, paralysies du sommeil et cataplexie). Cette maladie peut
ce manifester sur tous les groups étaires et rester pour toutte la vie. Elle se maniféste
aussi sur toutes les etnies et sur les deux gennes.

L’hypersomnie idiopathique se distingue de la narcolepsie, parce que sur la
premiére il y a un period de sommeil plus long et une somnolence diurne qui peut &tre
permanente. L’hypersomnie idiopathique est moins fréquente et réste pour toute la vie.

Les alterations du someill, surtout la narcolepsie, sont le résultat d’une
combination de facteurs génétiques et environementales. Cette maladie a été associée
avec les locus HLA-DR et HLA-DQ de la classe I1.

L’haplotype HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 a ét¢ identifié chez
presque tous les patients japonais et chez 70% des patients caucasiens et africains-
americains. Houjourd’hui, I’aléle de susceptibilitée HLA-DQB1*0602 est consideré un
mieux marqueur pour la narcolepsie avec cataplexie que I’alele HLA-DRB1*1501.

La perte d’hipocrétine dans les neurones de I’hypothalamus, observée chez les
narcoleptiques, résulte de la destruction de cettes céllules par un process autoimmune.

Récentement, un étude japonais has suggeré que le géne TNFRII est associé
avec la susceptibilité¢ a la narcolepsie, parce qu’on le trouve associé a beaucoup de
patologies autoimmunes.

Avec ce travail, on as voulue identifier les aléles HLA -DQA1-DQB1-DRB1de
la class II chez des patients du nord de Portugal avec narcolepsie (avec et sans
cataplexie) (NC et N), avec hypersomnie idiopathique (HIP) et d’autres patologies du
someill (OPS). Un autre objectif de ce travail a ét¢ I’analyse du polimorphisme de
grandeur des fragments de réstriction du géne TNFRII, chez des patients avec
narcolepsie et hypersomnie idiopathique. Les fréquences phénotypiques et génotypiques
ont éte determiner et comparer avec celles d’une population de référence.

Ce travail nous a permis d’observer que I'haplotype HLA-DRB1*1501-
DQAI1*0102-DQB1*0602 éte présent chez 65,2% des patients avec narcolespie (avec et

sans cataplexie) et chez 68,4% des patients avec narcolepsie /cataplexie vs. 12,6% de la
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population de référence. Les aléles HLA DQB1*0301 et HLA-DRB1*03 on ét¢ plus
représentatifs dans le group HIP.

On aussi observé une augmentation de la fréquence du génotype M/R chez des patients
avec narcolepsie.

Avec ce travail, on a conclue que I’ haplotype HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602 est important pour distinger cliniquement la narcolepsie avec cataplexie
des autres patologies du someill. L’augmentation de la frequence du génotype M/R sur
les patients narcoleptiques suggére une association possible de ce génotype avec la

narcolepsie et pas aux autres patologies du someill.
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SUMMARY

Narcolepsy is a sleep disorder characterized by excessive daytime sleepiness,
sleep fragmentation and symptoms of abnormal REM sleep (hypnagogic hallucinations,
sleep paralysis and cataplexy). This disease may appear at any age and continue to
manifestate through life. It’s observed in both sexes and in all races.

Idiopathic hypersomnia is distinguished from narcolepsy by the longest duration
of sleep and daytime sleepiness, more or less permanent. It is less frequent than
narcolepsy and it stays for life.

Sleep disorders, specialy narcolepsy, seem to result from combination of genetic
and environmental factors. It has been associated with class II HLA-DR and DQ.

The HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 haplotype was identified in
almost every japanese patients and in 70% of caucasians and african-americans.
Presently, the susceptibility allele HLA-DQB1*0602 is considered a best marker for
narcolepsy-cataplexy than the HLA-DRB1*1501 allele.

The loss of hypocretin containing neurons in the hypothalamus, observed in
narcoleptics, seems to be the result of cells destruction by an autoimmune process.

Recently, a japanese report suggest that TNFRII is associated with narcolepsy
susceptibility, since it is involved in autoimmune diseases.

With this study we intended to identify class 1[I HLA-DQAI1-DQB1-DRBI
alleles in patients of the north of Portugal with narcolepsy (with and without
cataplexy) (NC and N), idiopathic hypersomnia (HIP) and other sleep disorders (OPS).
The other objective of this study was the restriction fragment-length polymorphism
analysis of TNFRII gene, in patients with narcolepsy (NC and N) and idiopathic
hypersomnia (HIP). The phenotypic and genotypic frequencies were determined and
compared with those of a control population.

This study has allowed us to observe that HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602 haplotype was present in 65,2% of patients with narcolepsy (with and
without cataplexy) and in 68,4% of narcoleptic-catapletic patients vs. 12,6% in the
control population. The HLA-DQB1*0301 and HLA-DRB1*03 alleles were the most
representative in the HIP group. We still have observed an increase in the frequency of

the M/R genotype in narcoleptic patients.
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We have concluded from this study that the HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1#0602 haplotype is important in the clinical distinction between NC and HIP. The
increase in the frequency of M/R genotype in narcoleptic patients suggests a possible

association of this genotype with narcolepsy, and not with other sleep disorders.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1.1. Narcolepsia: sintese historica

A Narcolepsia foi descrita pela primeira vez em 1877, por C. Westphal, um
neurologista alemdo, que publicou a observagdo de um individuo que sofria de ataques
de sono sibito e episddios de inibi¢do motora e da linguagem. J. Gélineau, médico
parisiense, descreve em 1880, a histéria de um comerciante de barris de vinho de trinta
e seis anos, que adormecia involuntariamente durante o dia e apresentava quedas
associadas com as emogdes. Gélineau atribui a essa patologia o nome de “ Narcolepsia”
(que em grego € “semelhante a sono™), ainda conhecida por alguns como doenca de
Gélineau, e as quedas a denominagio de “astasias”. Mais tarde, em 1916, Henneberg
designa essas quedas por “cataplexia”. Em 1957, Yoss et Daly descrevem a * Tétrada
Narcol€ptica”, que se caracteriza por cataplexia, sonoléncia diurna excessiva, paralisias
do sono e alucinagdes hipnagdgicas. Tré€s anos mais tarde, em 1960, demonstrou-se que
os doentes narcolépticos adormecem em sono REM (“rapid eye movement”), enquanto
os individuos normais adormecem em sono nao—REM. As investiga¢des prosseguem e
descobre-se que os cdes apresentavam uma doenga semelhante ou préxima da
narcolepsia humana. Finalmente, em 1983, Honda refere a associagdo dos antigénios
HLA DR2 e DQI a narcolepsia ',

Actualmente, a narcolepsia € uma entidade independente e de causa
desconhecida, embora, no passado, tenha sido associada a epilepsia ou considerada uma

patologia do foro psiquitrico '.

1.2. O sono e a narcolepsia

A narcolepsia estd associada a uma interrup¢do dos mecanismos fisiolgicos de
controlo do sono *. O sono € um processo ciclico, vital para a restauragdo e equilibrio
fisiolégico *. As suas duas fases: a fase REM (“rapid eye movement”) e a fase Nio-
REM tém caracteristicas biol6gicas (hormonais e de actividade cerebral) distintas *. No

periodo REM a actividade cerebral € intensa, o EEG € desincronizado, registando-se
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nesse periodo grande actividade onirica (de sonhos), sem componente motora, dado que
hd uma atonia muscular completa, a partir dos misculos do mento *. Na segunda fase a
actividade electroencéfalografica € sincronizada, ha relaxamento muscular parcial e os
sonhos sdo menos frequentes *. Ambas as fases sdo indispensdveis para a sobrevivéncia,
sendo a privagdo total do sono e da fase REM letal nos animais de experiéncia ‘0
adormecer ou ficar acordado, € regulado por processos homeostaticos € circadianos %
Estes dltimos, parecem ser primariamente gerados nos nicleos supraquiasméticos do
hipotdlamo *. Em individuos normais, o repouso nocturno inicia-se com a fase Nio-
REM, seguindo-se cerca de noventa minutos mais tarde a fase REM 3 Nos recém-
nascidos de termo, o sono REM € o mais abundante, manifesta-se, frequentemente com
agitacdio e pode ser o periodo pelo qual se inicia o sono . Fora de contextos fisiolégicos
e de uma escala normal de sono, o ciclo REM ndo € encontrado no inicio do sono dos

adultos. No entanto, os individuos narcolépticos entram directamente na fase REM °,

1.3. Narcolepsia: definicao, caracterizacao e evolucao

1.3.1. Definicao

A narcolepsia é uma das doengas do sono, que afecta especificamente a
producdo e a organizagdo do sono *. Pode comegar em qualquer idade e manter-se pela
vida fora. A sintomatologia aparece em geral, na 1* ou 2* décadas de vida podendo, no
entanto, surgir mais tarde 5. Atinge ambos os sexos e manifesta-se em todas as etnias °.
A sua causa € ainda desconhecida, no entanto, pensa-se que a combinagio de factores
ambientais e genéticos possam estar na origem desta doenga nos humanos 5 A

narcolepsia tem sido descrita também em cavalos, cées e gatos °,
1.3.2. Caracterizacio
A doenca caracteriza-se por sonoléncia diurna excessiva, fragmenta¢do do sono

e sintomas de sono REM anormal, como alucinacdes hipnagégicas, paralisias do sono e

cataplexia *. A cataplexia e a sonoléncia diurna excessiva so os sintomas principais da
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doenca, enquanto as alucinagdes hipnagégicas e as paralisias do sono sdo secundarios
2. Outras perturba¢des como soniléquia (falar durante o sono), apneias (colapso da
faringe durante o sono, causando paragem dos movimentos respiratdrios) € movimentos
periddicos das pernas podem, por vezes, também ocorrer L

A cataplexia € a perda sibita do ténus muscular gerado por emogdes fortes
repentinas (riso ou tristeza) 3. Esta perda do ténus muscular pode ser parcial, se afectar
apenas alguns misculos, como os da nuca, levando a queda da cabeca para a frente, ou
os da face, causando dificuldade em falar. Pode ser completa com flexdo acentuada dos
joelhos e queda progressiva %, Os ataques catapléticos, duram em geral apenas alguns
segundos, podendo nalguns casos prolongar-se por minutos A frequéncia dos ataques
varia consoante os individuos, podendo ir de alguns ao longo da vida do paciente, até
vérios por dia'?. Durante estes ataques, a percep¢do interna € mantida, ao contrario do
que ocorre nos ataques de sono A cataplexia surge em 70% dos individuos. Dados
estatisticos revelam que 30% dos narcolépticos nao tém cataplexia no inicio da doenga e
que 10 a 15% nunca chegardo a apresenta-la !

A sonoléncia diurna excessiva é quotidiana, mas nio permanente . Manifesta-
se por ataques de sono irresistiveis e comportamentos autométicos . Nos primeiros, o
sono surge brusca e directamente numa fase REM, quando o individuo se encontra em
actividade. O doente adormece repentinamente e acorda da mesma forma '. Estes
ataques de sono repetem-se diversas vezes ao dia, sucessivamente, € normalmente as
mesmas horas em cada pessoa 2. A sonoléncia pode também ser responsével por
automatismos, isto €, a actividade néo € verdadeiramente interrompida quando o sono
surge, mas continua a ser realizada de um modo automético e inadequado '. Sio
exemplos disso: as palavras fora de contexto, € a arrumacao de objectos em lugares
impréprios 2. A sonoléncia, mais que a cataplexia é o sintoma mais penoso na maioria
dos narcolépticos °. Eles sentem ao longo da vida, aquilo que nés sentimos se passarmos
24 horas acordados °. Estes individuos acordam refrescados ap0s uma sesta, mas em
breve voltam a adormecer °. A sonoléncia diurna excessiva surge em 100% dos
individuos, mas s6 em 80% dos casos € acompanhada de automatismos .

Nas paralisias do sono o individuo fica incapaz de mover a cabega, os membros,
de respirar normalmente, ou seja, fica paralisado, mas o seu cérebro estd consciente
L2718 Estas paralisias, que podem durar alguns minutos, surgem durante o sono ou ao

acordar e estdio quase sempre associadas as alucinagdes hipnagégicas "*7% Os
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pacientes revelam uma sensagio de luta interior para pdr fim e estes episédios " As
paralisias atingem 25% dos individuos narcolépticos '.

As alucinagdes designam-se por hipnagdgicas se aparecem ao adormecer ou
hipnopdmpicas, quando surgem ao acordar 1278 Estas alucinagdes sio normalmente
auditivas, mas podem também ser visuais e vestibulares *’®. Elas sdo desagradéveis e
perturbadoras provocando medo de dormir (ou ao acordar) ! O individuo tem a
impressdo de estar um personagem ameacador, animal ou pessoa, no seu quarto ">’ As
alucinagdes hipnagégicas aparecem em 30% dos casos '.

A ordem de aparecimento dos diversos sintomas varia consoante os individuos,
mas na maior parte dos casos o primeiro sintoma a surgir € a sonoléncia anormal,
sozinha ou acompanhada de cataplexia 2 A “tetrada narcoléptica” aparece, apenas, em
20 a 30% dos doentes '.

1.3.3. Evolucao

A narcolepsia é uma doenga neurol6gica, crénica e debilitante °. Consoante o
seu grau de gravidade, ela pode ser mais ou menos incapacitante & Alguns doentes
dominam bem a sua sonoléncia, outros, pelo contrario, t&ém repercussdes a nivel pessoal,
familiar e profissional *.

A evolugao geral da doenga € bastante dificil de sistematizar 2. Normalmente,
diz-se que ela tem tendéncia a melhorar apés os setenta anos '. Esta melhoria relativa
deve-se principalmente a reforma, que leva a uma mudanga na vida do doente, tornando
a sua sonoléncia diurna excessiva mais suportavel ' E de salientar também o facto dos
individuos reduzirem as suas actividades sociais e pessoais a partir dessa idade >. Assim,
a sonoléncia diurna excessiva apesar de melhorar, mantém-se durante toda a vida e a
cataplexia pode desaparecer espontaneamente ou apds o doente ter aprendido a
controlar as suas emogoes 2.0 sono de mé qualidade mantém-se enquanto as paralisias
de sono e as alucinagdes hipnagégicas sio transitdrias *.

A narcolepsia permanece estdvel durante muitos anos na maioria dos individuos,

noutros melhora e em casos menos frequentes piora *.
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1.4. Epidemiologia da narcolepsia

A prevaléncia da doenga (nimero de doentes por cada 100.000 habitantes) ainda
ndo se encontra bem definida >. Estudos epidemiolégicos mostram a prevaléncia de
0,02-0,18% de narcolépticos-catapléticos na Europa, Japio ¢ EUA '“"'. No entanto, a
prevaléncia da narcolepsia sem cataplexia é desconhecida . Em Franga, estudos
estimam que existam cerca de 15.000 a 40.000 narcolépticos >. A narcolepsia afecta
mais homens do que mulheres (por exemplo, num estudo realizado por Roth, dos 360
narcolépticos, 68% eram homens e 32 % mulheres) '>. Num trabalho realizado pela
Unidade de Distirbios do Sono e da Vigilia do Centro Hospitalar de Montpellier, a sua
idade de inicio € varidvel, desde a primeira infancia até os cinquenta anos, com maior

frequéncia entre os dez e os vinte °

. No entanto, o periodo decorrente entre o
aparecimento dos primeiros sintomas e o diagnéstico da doencga (em média cerca de
catorze anos apds o seu inicio), mostra que a narcolepsia € ainda mal conhecida pelos

médicos, sendo frequentes diagnésticos errados *.

1.5. Hipersoénia idiopatica: definicao, evolugao e epidemiologia

Por vezes € dificil distinguir, dado existir uma sobreposi¢do clinica, entre
narcolepsia sem cataplexia e outras patologias do sono, como por exemplo a hipersénia

idiopética ¥ Esta doenga foi descrita recentemente em 1976, por Roth, em Praga 5

1.5.1. Definicao

A hipersénia idiopatica € uma patologia de causa ainda desconhecida, dai o
nome de hipersonia idiopatica ! Esta difere da narcolepsia por uma maior duragio do
sono e uma sonoléncia mais ou menos permanente ao longo do dia . Ao contrario dos
narcolépticos, em que um sono ligeiro (sesta) € restaurador, nesta doenga a sesta nao €
revitalizante . Por outro lado, os sintomas secundérios da narcolepsia ndo existem na

hipersénia '.
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1.5.2. Evolucao

A evolugdo da doenga € crénica, mantém-se durante toda a vida, embora possa
melhorar com o tempo. A sua influéncia na vida profissional e privada do individuo € a

mesma que para a narcolepsia ',

1.5.3. Epidemiologia

A hipersénia € mais rara que a narcolepsia, a sua incidéncia € de 0,010 a 0,015%

(6.000 a 9.000 doentes em Franga) '.

1.6. O sistema HLA e a patologia do sono

1.6.1. Defini¢ao, organizacio e fun¢io do HLA

O Complexo Major de Histocompatibilidade (CMH), denominado no homem
HLA (“Human Leukocyte Antigen”) é¢ um conjunto de genes que codificam moléculas
implicadas na apresentacdo de péptidos a linfécitos T " Este complexo situado no
brago curto do cromossoma 6, ocupa um segmento de DNA com cerca de 3500 kb e
estd organizado em trés classes: classe | (HLA-A, HLA-B, HLA-C); classe II (HLA-DP,
HLA-DQ, HLA-DR) e classe III (genes do sistema complemento (C2, C4B, C4A,
Factor B) e TNF) 14 Existem ainda, neste complexo, outras moléculas importantes na
regulacdo da resposta imune (HSP-70, LT e LTB) i (figura I-1). Actualmente um total
de 224 genes estdo identificados nesta regido, 40% dos quais tm fungbes imunes .

As moléculas da classe I sdo compostas por uma glicoproteina transmembranar
de 44KD, denominada de cadeia a ou cadeia pesada, que se encontra em liga¢do nao
covalente com um polipéptideo ndo polimérfico de 12 KD ( cadeia B ou B>
microglobulina — cadeia leve), codificado no cromossoma 15. As moléculas HLA da
classe II contém duas cadeias polipéptidicas associadas ndo covalentemente: a cadeia o

(32a34 KD)eacadeiaB (29 a32 KD g
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Os principais genes HLA-classe I sdo aqueles que codificam para a cadeia
pesada (o) de 6 isoformas classe I: HLA-A, -B, -C, -D, -E, -Fe -G 1% Para além destes,
existem também os pseudogenes HLA-H, -J, -K e —L que por ndo serem expressos, nao
sdo funcionais '°. O polimorfismo antigénico das moléculas HLA-A, -B, e -C deve-se a
diferencas na sequéncia de aminoédcidos da cadeia pesada da classe I '*. Os genes da
cadeia pesada (HLA-A, -B e -C) sdo extremamente polimérficos, enquanto os genes
cadeia pesada HLA-E e -G t€m um polimorfismo limitado, chamado oligomorfismo 16,
Actualmente, apenas um alelo para o locus HLA-F € reconhecido e o gene €
considerado monomérfico '. Para o locus HLA-A estdio descritos 235 alelos, para o
locus B 477 e 123 paro o locus C '". Os antigénios sio designados pela sigla do locus
onde se localizam os genes que os codificam, em fungdo de um n° de ordem 1 As
moléculas codificadas pelo locus C sdo designadas Cw (CW1, CW2...CW10), para ndo
se confundirem com as do complemento *“ C” 15

Na classe II do HLA existem os genes HLA-DM, -DO, -DP, -DQ e -DR. Para o
HLA-DR a cadeia o € monomoérfica e todos os polimorfismos derivam dos genes cadeia
B. Para o DP e DQ ambas as cadeias contribuem para o polimorfismo e os genes
correspondentes sdo altamente polimorficos '® Por outro lado, hi um pequeno
polimorfismo para o DM e DO '® Os genes que codificam para a cadeia o sdo
designados como A (ex: DMA, DQA) e os genes que codificam para a cadeia B sdo
designados como B (ex: DMB, DQB) '®. Os genes que codificam as cadeias o e B do
HLA-DQ sdo HLA-DQAI1 e HLA-DQBI1, respectivamente '°. Para o locus HLA-DQA
estdo descritos 22 alelos e para 0 DQB1 47 alelos 7. H4 também um pseudogene HLA-
DQA, denominado HLA-DQA2 e dois pseudogenes HLA-DQB: o HLA-DQB2 € o
HLA-DQB3 '®. Os genes que codificam cadeias o € f do HLA-DP sdo HLA-DPAI e
HLA-DPBI1, respectivamente '°. Existe um pseudogene HLA-DPA, o qual €
denominado HLA-DPA2 e um pseudogene HLA-DPB, que é o HLA-DPB2 .

A parte da regido HLA classe II que codifica as moléculas HLA-DR € a mais
complicada '®. Os genes da familia DR compreendem um gene DRA que codifica a
cadeia DR o, que € constante (ndo polimoérfica) e pelo menos 4 genes DRB (DRB1-4),
que codificam cadeias DR 3, que contém sitios polimérficos ' Os diferentes arranjos
dos genes cadeia B sdo chamados haplétipos DRB '°. Em ambas as extremidades da
sub-regido DR estdo genes que sdo comuns a todos os haplétipos: na extremidade 5°

estd 0 gene HLA-DRBI1 cadeia B, na 3’ o gene HLA-DRA cadeia a '°. Préximo do
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HLA-DRA h4 um pseudogene HLA-DRB, denominado DRB9 '°. Entre os genes HLA-
DRB1 e HLA-DRBO, existem genes adicionais HLA-DRB 5 HLA-DRB3, B4 e BS sido
genes expressos enquanto DRB2, B6, B7, B8 e B9 sio pseudogenes '°. Os antigénios
DRBS51, 52 e 53 sao derivados dos produtos dos genes DRBS, B3 e B4, respectivamente

. O mais polimérfico dos genes HLA classe II € HLA-DRBI, para o qual sdo
conhecidos 293 alelos

HLA classe I HLA classe lll

GENES .
or DM| JAP-2 DQ ] DR . ack
A2 B! 1182 B3 Al _B2__ B9 c:3 B
1 . ~-Ab j A)JB1 B1 | B3 A CAA|
\ : | \ P ! ; | I I l I
I 1 T
200 400 600 E*-C‘O 1000 1200
S r
HSP-70 LTBTNF LT .
G2 o “ HLA-B HLA-C HLA-X
I—' = !l & [ | !
1 f B 1B
1 v 1 | ]
1200 1400 1600 1800 2200 2200 2400
HLA-J HLA-A HLA-H HLA-G HLA-F |
- ]
2400 2600 2800 3000 =200 3400 1600 4“bases

Figura I-1. Mapa genémico do HLA humano onde se podem observar as trés principais regides
que o constituem. A azul os genes HLA classe I ,a verde os genes HLA classe 1l e a rosa os
genes HLA classe III. A amarelo estdo representadas outras moléculas que existem ainda neste
complexo. Adaptado de : (14).

Como j4 foi referido, as moléculas HLA sdo extremamente polimérficas, sendo
as da classe I ubiquitdrias em quase todas as células nucleadas do organismo, enquanto
as moléculas da classe II apresentam uma expressdo mais restrita (células dendriticas,

células endoteliais, linfécitos B, macréfagos) **
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A estrutura tridimensional da molécula HLA classe I e II € idéntica e pode
dividir-se em 4 dominios: dominio extracelular de ligacdo do péptido; dominio
extracelular “imunoglobulin-like”; dominio transmembranar e o dominio citoplasmatico
(figura I-2). No primeiro dominio, existe a regido que permite a ligacdo ao péptido, que
nas moléculas classe I € formada pelos segmentos o | € o 2 da cadeia pesada. Nas
moléculas HLA classe Il a regido andloga € formada pelos segmentos o € B; das duas

cadeias " (figura I-2 e I-3).

Molécula HLA classe | Molécula HLA classe il

al

T (LTS T (RERTLERS

LG S Ty B4

Dominio transmembranar

Dominio citoplasmatico

Figura I-2. Esquema ilustrativo da estrutura das moléculas HLA classe I e II, mostrando os
dominios extracelulares, o dominio transmembranar e o dominio citoplasmatico.
Adaptado de: (18).
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a) b)

Figura I-3. Representacdo da estrutura tridimensional dos dominios de ligagdo ao péptido nas
moléculas HLA classe I (a) e classe II (b). Adaptado de: (18) (a) e (19) (b).

A fun¢do das moléculas HLA € a apresentagdo de péptidos aos linfécitos T.
Estes péptidos podem ser originados da degradagio intracelular ou extracelular das
proteinas. Os fragmentos peptidicos, resultantes da degradacdo intracelular das
proteinas no proteossoma, sao transportados pelos TAP (“transporter associated with
antigen presentation”) para o reticulo endoplasmaético, onde se ligam a moléculas HLA
classe I. Os dimeros dai resultantes atingem a superficie celular, através do aparelho de
Golgi. Péptidos gerados a partir da degradagio extracelular das proteinas (em
endossomas ou lissossomas), ligam-se nas vesiculas endossomiais a moléculas HLA

classe II (figura 1-4) ',
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Moléculas HLA classe Il Moléculas HLA classe |
apresentadoras de péptidos esentadoras de péptidos

™.Membrana
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Antigénio
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HLA/péptido Exocitose

o))
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Figura I-4. Mecanismo de processamento e apresentagio de péptidos, resultantes da degradagdo
intracelular ou extracelular das proteinas, pelas moléculas HLA classe I e II. Adaptado de: (20).

A cada molécula HLA classe I e II liga-se apenas um péptido de cada vez. Por
outro lado, existem diferengas na natureza dos péptidos que se ligam as moléculas da
classe I e II. Deste modo, péptidos com 9 a 11 residuos de aminoacidos de comprimento
ligam-se preferencialmente a moléculas da classe I, enquanto moléculas classe II
conseguem albergar péptidos com 10 a 30 residuos ou mais. O complexo HLA classe 1
— péptido € reconhecido, preferencialmente, por células TCD8" citot6xicas, enquanto
que as células T Helper CD4" reconhecem, sobretudo, péptidos apresentados por
moléculas HLA classe II ' (figura I-5).

11
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. R
g dersiver ooy Célula apresentadora de antigénio
4 MeeR HLA paa T Aolécula HLA classe I
— -
cos Péptido cn4-¥ Péptido
Receptor dacélula T Recepior da célula T
CélulaT Citotéxica
Célula T CD4+
(CD8*)
(a) (b)

Figura I-5. Esquema que ilustra o reconhecimento dos complexos HLA classe I — péptido (a) e
HLA classe II — péptido (b), por células TCD8" citotéxicas e células T CD4", respectivamente.
Adaptado de: (21).

1.6.2. O HLA e a narcolepsia / hipersénia idiopdtica

Nos tltimos 30 anos, a susceptibilidade ou a resisténcia a grande nimero de

10,22

doengas (mais de 100) tem sido associada a polimorfismos do sistema HLA . Estas

1022 g g
. A existéncia de

patologias, sdo na generalidade do foro autoimune ou infecciosas
factores de susceptibilidade, associados a narcolepsia-cataplexia tem sido descrita em
todos os grupos étnicos B Uma forte associa¢do com os antigénios HLA-DR2 e DQI,
em serologia, foi inicialmente descrita por Honda e Juji em 1983 ¥, Mais recentemente,
com a ajuda de técnicas de biologia molecular verificou-se que a associag¢ao era com o
haplétipo HLA-DRB1*1501 (HLA-DR2) e HLA-DQB1*0602 (HLA-DQ1) 2224252
Posteriormente, utilizando marcadores genéticos adicionais na regido HLA-DQ, foi
estabelecido que HLA-DQB1*0602 e HLA-DQA1*0102 s3o actualmente os genes de
susceptibilidade para a narcolepsia '**"*®. Estes foram identificados em quase todos os
doentes japoneses, em 95% dos doentes caucasianos e em 70% dos afro-americanos .
Verificou-se também que o risco para a narcolepsia € duas a quatro vezes mais elevado

nos pacientes caucasianos e afro-americanos homozigéticos para HLA-DQB1*0602 do

12
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que nos heterozigéticos HLA-DQB1*0602 »_ Esta observagdo leva a especular que
outros alelos HLA-classe II nio DQBI1*0602 poderdo ter efeitos adicionais na
influéncia da susceptibilidade para o desenvolvimento da narcolepsia e de outras
patologias do sono ***'. Assim, a interacgio dos alelos DQB1-DQA1-DRB1 poder4
desempenhar um papel fundamental na predisposi¢do para doengas relacionadas com a
producdo e organizag¢ao do sono Lt

Em Portugal, estudos recentes, identificaram uma associagdo da narcolepsia-

cataplexia com o haplétipo HLA-DRBI1*1501(DR2)-DQA1*0102-DQB1*0602

29,31,32,33,34 10,22,30,35

, tal como descrita noutras populagdes . Estudos preliminares,
efectuados em doentes com hipersénia idiopética permitiram observar que os alelos
HLA-DQB1*0301 e HLA-DRB1*03, eram mais frequentes nestes doentes do que nos
narcolepticos-catapléticos e populagdo controlo. A auséncia do antigénio HLA-
DQB1*0301 na narcolepsia-cataplexia, verificou-se nos estudos portugueses, mas nao
nos trabalhos efectuados por Mignot et al. 3 em que o alelo HLA-DQB1*0301 se
encontra associado a narcolepsia. Os resultados anteriores salientam a importancia da
caracteriza¢do imunogenética para a distingdo entre pacientes com narcolepsia e doentes
com hipersénias, em populagdes geogrificamente distintas .

A transmissdo familiar da narcolepsia € rara, sendo na maioria dos casos de
origem materna %, Apenas 8-10% dos pacientes narcolépticos tém outro membro da
familia com narcolepsia-cataplexia '°. Nestes casos o risco do 1° grau de parentesco €
10-40 vezes mais elevado que na populagdo geral, levantando a hip6tese da existéncia
de factores de predisposigdo genética .

Embora o haplétipo HLA-DQB1*0602 e DQA1*0102 esteja representado em
95% dos doentes caucasianos, ndo € necessario nem suficiente para o desenvolvimento
da narcolepsia. Assim, um individuo que ndo possua o alelo HLA-DQB1*0602 pode
manifestar a doenca, ¢ do mesmo modo, individuos com o alelo HLA-DQB1*0602
podem ndo ser doentes. Estes dados sugerem que factores genéticos nao relacionados
com o HLA e factores ambientais (como por exemplo a alimentagdo) poderdo estar
envolvidos na etiopatogénese desta doenca. De facto, a importancia dos factores
genéticos € documentada por estudos realizados em gémeos monozigéticos, onde
apenas 25-31% sao concordantes para a narcolepsia. Deste modo, factores ambientais
poderdo também estar implicados na susceptibilidade para a narcolepsia B Apesar de

todos estes estudos 0 mecanismo patofisiolégico da doenga € ainda desconhecido -

13
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1.7. O sistema hipocretina / orexina.

1.7.1. O que sio as hipocretinas?

As hipocretinas sdo neurotransmissores identificados por De Lecea ef al. (1998),
segundo a técnica da subtragcdo PCR tag direccional para o isolamento de transcriptos
especificos hipotaldmicos. Estes autores isolaram a preprohipocretina mRNA como
sendo o precursor de dois péptidos, a hipocretina-1 (orexina-A) e hipocretina-2
(orexina-B). Dois receptores foram encontrados ligados a hipocretina-1 e -2, com
diferentes afinidades. O primeiro destes receptores, denominado receptor de
hipocretina-1 (Hcrtrl), liga-se selectivamente & hipocretina -1, enquanto que Hertr 2 se

liga a ambas as moléculas com a mesma afinidade 4

1.7.2. Onde se localizam?

Estudos realizados em ratos permitiram verificar que as células que contém
hipocretina estdo localizadas na regido tuberal do hipotdlamo, mais especificamente no
nicleo hipotaldimico perifornical, nicleo hipotalimico dorsomedial e 4reas
hipotaldmicas laterais e dorsais. As hipocretinas -1 (orexina-A) e -2 (orexina-B) s@o
abundantes no niicleo several do hipotdlamo e no tronco cerebral. Baixos niveis de Hert-
1 e Hert-2 foram encontrados no cortéx cerebral. Verificou-se, ainda, que o conteido
em hipcretina—2 € duas a trés vezes mais elevado do que em hipocretina-1, em todas as
estruturas cerebrais estudadas. A Hcrt-1 ndo foi detectada no tecido periferal ou nas
glandulas pineal e pituitéria, e a sua distribui¢do hipotaldmica € diferente nos machos e
fémeas 7.

Elevados niveis de Hertr 1 foram observados no nicleo hipotalamico
ventromedial e locus coeruleus, enquanto Hertr 2 foi encontrado predominantemente no
nicleo hipotaldimico paraventricular e na VI camada do cortex e

Nos humanos, os neurénios que contém hipocretina apresentam projecgdes para
o tronco cerebral (por exemplo, para o locus coerulus), cérebro anterior, regides

hipogeneicas do cérebro anterior e amigdala .

14



Introducio

1.7.3. Quais os efeitos celulares das hipocretinas?

As hipocretinas tém sido descritas como tendo efeitos neuroexcitatérios. As
investigagGes iniciais demonstraram este efeito na hipocretina-2. Estudos posteriores
revelaram que em adigfio a acg¢@o excitatoria, as hipocretina-1 e -2 tinham também
efeitos neuromodeladores nos neurénios hipotaldmicos lateral e medial. Outra fungdo
destes péptidos parece ser o aumento dos niveis citoplasméticos de célcio nas células
hipotalamicas *’.

A activag@o dos neurdnios do locus coerulus sugere que o sistema hipocretina/
orexina pode ter efeitos neuromodeladores em estados de excitagdo, deste modo,
também tem sido feita referéncia ao papel destes neurénios na regulagio da tonicidade
muscular. Assim, um funcionamento deficiente do sistema hipocretina/orexina pode
estar implicado na etiopatogénese da narcolepsia *.

Tem sido, ainda, referido o provavel envolvimento do sistema hipocretina/
orexina, na regulagio do apetite, no controlo gastrointestinal, cardiovascular e
neuroenddcrino € no balango hidrico, o que pode ser devido as diversas e extensas

projecgdes dos neurénios que possuem hipocretina .

1.74. O Papel do sistema hipocretina/orexina na patofisiologia da

narcolepsia

Recentemente, foi descrita a importancia do sistema hipocretina/orexina na
regulagdo do sono e na narcolepsia *’. Tem sido levantada a hipétese de que a
cataplexia e outros sintomas da narcolepsia se devem a uma diminui¢io da
neurotransmissao de hipocretina °.

Estudos realizados em modelos animais permitiram verificar que ratos
narcolépticos apresentavam uma mutagio no gene preprohipocretina e que a narcolepsia
canina resultava da ocorréncia de uma mutag¢@o no receptor da hipocretina-2 (Hertr 2)
W42 mutagio esta que o tornava num péptido nio funcional *’. Mutagdes nestes
receptores, surgem devido a substituicdo de uma leucina por uma arginina, no nicleo
HCRTR do péptido **,

Contrariamente aos modelos animais, a narcolepsia humana ndo parece envolver

mutagoes nos genes ou receptores do sistema hipocretina, mas antes a perda de
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neurdnios contendo hipocretina, no hipotdlamo perifornical . Com base nestes dados, a
hip6tese mais provével € a de que a narcolepsia ¢ uma doenga autoimune ligada ao
HLA, que destréi c€lulas contendo hipocretina. Assim, a diminui¢io da
neurotransmissao de hipocretina e os niveis baixos de Hertl no liquido cerebrospinal

(LCR), observados nos narcolépticos humanos, podem ser devidos a esse fenémeno
6,38,44,45,46

1.8. Associacdo do TNF- o e TNFRII com a narcolepsia humana

Um dos factores que pode estar implicado no processo de destruicio dos
neurénios que contém hipocretina, referido anteriormente, é o TNF-o (“tumor necrose
factor-ct). Este € uma citoquina, que contém 157 residuos de aminoécidos . O gene
TNF-a encontra-se na regido da classe III do HLA *, no cromossoma 6p21 ¥. E
produzido por numerosos tipos de células incluindo monécitos, macréfagos, linfécitos T
e B, c€lulas NK (“Natural killer”) e outros tipos de células estimuladas por endotoxinas
ou outros produtos microbiais ¥. O TNF-o, tem muiltiplas fungdes na resposta imune,
como por exemplo, a activagdo de macréfagos e apoptose **. Este gene também
participa no sono, como substancia sua promotora **.

As acgoes do TNF-a sdo mediadas por dois receptores: TNFRI (“receptor tumor
necrosis factor receptor 1”) de 55/60 KDa e TNFRII (“receptor tumor necrosis factor
receptor 27) de 75 KDa. O TNFRII localiza-se no cromossoma 1p36 e € expresso nos
linfécitos T, estando envolvido na auto-regulagdo da apoptose de células TCD8* *°.

Conhecida a associagdo do TNF-a a vérias doengas autoimunes e ligadas ao
HLA (como o Lupus Eritematoso e a Esclerose Muiltipla), tem sido sugerido que o
TNF-o e/ou elementos que participam na via de tradugdo de sinal, possam estar

implicados na narcolepsia .
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1.9. As consequéncias da narcolepsia
1.9.1. A nivel sécio-profissional

Sendo uma patologia crénica, a narcolepsia é 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 sio varidveis '. As repercussdes a nivel social
dependem ndo s6 da gravidade da doenga, mas também das caracteristicas pessoais de
cada individuo 2. Os efeitos psicol6gicos e sociais sdo mais graves do que na epilepsia
52

As consequéncias da narcolepsia podem dividir-se em dois grupos:

- Repercussdes profissionais: sdo quase constantes. Os doentes apresentam
diminui¢do das suas capacidades em 78% dos casos. Mais de 25% sdo vitimas
de despedimento ¢ 50% dos doentes tém receio de perder o emprego. Sdo
poucos os individuos (14%) que recebem pensdes por incapacidade de trabalho.
Na maioria das situagdes, as incapacidades profissionais estio ligadas

directamente aos ataques de sono .

- Consequéncias a nivel pessoal e familiar: sdo considerdveis e levam muitas

!. Podem mesmo chegar a ocorrer divércios,

vezes a desintegracdo familiar
quando a doenga ndo € bem compreendida pelo casal, j4 que a narcolepsia pode
levar a uma diminuigdo do desejo sexual ****, As alteracdes sécio-profissionais
e familiares da doenca agravam as alteragdes de personalidade, podendo surgir

problemas psiquiétricos graves como neuroses e depressdes >

. As depressoes
estdo estimadas em 30 a 52%, contra 8% da populagdo geral *>. 81% dos
narcolépticos tém dores de cabega e 57% sofrem de enxaquecas *°. Nas criangas

e adolescentes, esta doenga € responsdvel por atrasos na aprendizagem ",
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1.9.2. Na condugio de veiculos

A implicacdo da narcolepsia na condugio de veiculos € um assunto delicado de
abordar >,

Em Franga, investigadores referiram que de 110 condutores implicados em
acidentes de viagio, 10% sofriam de narcolepsia '. Num estudo feito nos E.U.A, em
1997, verificou-se que os acidentes de viagdo ocorrem duas vezes mais em pessoas com
sonoléncia diurna excessiva do que nos que ndo a apresentam . Neste pais, morrem
anualmente cerca de 50.000 pessoas por acidente de transito. Pensa-se que 13% desses
acidentes sdo causados por adormecimento enquanto conduzem '. Nos E.U.A, em 36%
dos acidentes de transito fatais € em 42 a 54% de todos os acidentes, o agente causal
tem sido atribuido 2 sonoléncia excessiva >~*'. Pelo que se julga, em Portugal, a
sonoléncia ¢ uma causa frequente de acidentes de viacdo e a primeira de acidentes
mortais . Cerca de 60 a 80% dos narcolépticos adormecem ao volante Ok ataques de
cataplexia surgem em 29% dos casos, enquanto as paralisias ocorrem em 12% '.

O risco de acidentes de viagdo em doentes com narcolepsia € de 37% contra 5%
da populagao geral 2

Convém referir que, quando a narcolepsia ndo foi ainda diagnosticada, o nimero
de acidentes de viag@o causados por estes doentes € mais elevado do que na populagio
em geral. Pelo contrdrio, nos narcolépticos-catapléticos que tém conhecimento da sua
doenga, o indice de acidentes mortais € inferior ao dos individuos ndo narcolépticos.
Sob este ponto de vista, os narcolépticos ao volante sio menos perigosos do que muitos

outros condutores .

1.10. Modalidades de tratamento para a narcolepsia

O tratamento da narcolepsia envolve, em simultineo, intervengdes

farmacolégicas e ndo farmacolégicas °*.

Assim, podem considerar-se quatro
modalidades de tratamento: o farmacolégico, o comportamental, o ambiental € o
psicolégico .

A terapéutica farmacoldgica tem como finalidade controlar os sintomas mais

penosos da narcolepsia, ou seja, a sonoléncia diurna excessiva e a cataplexia '. Deste
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modo, para a redugdo da sonoléncia usam-se estimulantes do sistema nervoso central
que aumentam a vigilancia, as capacidades para desempenhar certas tarefas e diminuem
a fadiga > Entre os estimulantes centrais ou nao-analépticos estdo as anfetaminas
(dextroanfetamina e métanfetamina), outros ndo-analépticos aparentados 2s anfetaminas
(pemolina, mazindol e metilfenidato) e estimulantes alfa-1-adrenégicos (modafinil),

entre outros 123,39

. No entanto, as anfetaminas podem provocar efeitos secunddrios de
ordem neuro-psiquidtrica como, irritabilidade, hipertensdo, ansiedade, cefaleias, mau
humor, insénias e mais raramente dependéncia >’. Por estes motivos foram retirados do
mercado em Franga e s6 podem encontrar-se nas farmécias centrais dos hospitais e
apenas em condigdes de prescri¢do muito restritas >’. Nos E.U.A apenas o metilfenidato
e a dextroanfetamina sdo aprovados para uso . Actualmente, o modafinil € um novo
agente que se tem mostrado eficaz na redugéo da sonoléncia diurna excessiva "*° em 60
a 70 % dos narcolépticos *. Ele provoca uma melhor organizagao do sono durante a
noite do que as anfetaminas ’. O modafinil tem a vantagem de ser bem tolerado, tendo
por vezes apenas como efeitos secundarios hipertensdo arterial, insénias e enervamento
nos primeiros dias de tratamento >’. O modafinil €, actualmente, utilizado como

27 Em Portugal sao

primeira escolha no tratamento da sonoléncia, da narcolepsia
utilizados como agentes terapéuticos, apenas o modafinil e o metilfenidato.
Para a reducdo da cataplexia, os anti-depressivos triciclicos (clomipramina e

27 Estes medicamentos tém, no entanto,

imipramina) sdo os mais eficazes
inconvenientes como secura da boca, obstipagdo, diminuig¢io da libido, entre outros >.
Quando o estado de cataplexia € grave € aconselhada a hospitalizagio do doente !. As
paralisias de sono e as alucinagdes hipnagdgicas sdo igualmente influenciadas pelos
farmacos activos sobre a cataplexia .

Para a melhoria da qualidade do sono nocturno, podem também utilizar-se
hipnéticos convencionais como benzodiazepinicos ou ndo-benzodiazepinicos ou 0 gama
hidroxibutirato de s6dio, que age como hipnético *’.

O efeito dos diversos farmacos atrds citados, tanto para o tratamento da
sonoléncia diurna excessiva como da cataplexia, varia consoante os individuos. Assim,
para se conseguir os resultados esperados € necessario ajustar as doses e hordrios de
administracio, a cada doente .

O _tratamento comportamental ensina o doente a alterar os seus habitos e a ter

uma boa higiene do sono. E aconselhado ao paciente fazer sestas (menos de 20 minutos)
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repartidas ao longo do dia, principalmente ap6s o almogo e ao fim da tarde, quando a
sonoléncia & maior ',

O tratamento ambiental refere-se ao apoio que a entidade patronal, o sistema

educativo (nos casos das criancas) e principalmente a familia e a sociedade devem
prestar ao doente, para que este ndo se sinta discriminado socialmente por ser
narcoléptico. Actualmente, existem associacdes em diversos paises que visam ajudar o
paciente, informando-o e protegendo-o na sociedade. Nessas associagdes informam-se
médicos, professores, familiares, ou seja, pessoas que convivem com estes doentes € o
publico em geral. Outra finalidade destas sociedades ¢ informarem-se de todas as
descobertas clinicas e cientificas que se vdo fazendo acerca da doenca e pd-las ao
servi¢co do doente 12

Por iltimo, o aconselhamento psicolégico do doente € essencial para aumentar a

sua compreensio acerca da doenca e aconselhd-lo nas suas decisdes e estilo de vida **.
Este apoio psicologico € também importante para que os doentes ndo desenvolvam uma

i ‘ . 3 1
atitude negativa face ao meio em que vivem .

1.11. O tratamento da hipersonia idiopatica

O tratamento da hipersénia idiopatica € idéntico ao da narcolepsia, no entanto, a
eficdcia dos farmacos administrados € inferior '.

Nesta patologia existem também quatro tipos de tratamento: o farmacoldgico, o
comportamental, o ambiental e o psicolégico .

No tratamento farmacolégico encontram-se os estimulantes referidos para a
narcolepsia. Também na hipersénia, o modafinil € o tratamento de primeira escolha e a
sua eficicia ¢ elevadissima .

A terapéutica comportamental e ambiental tém como finalidade aconselhar o

doente a dormir o maximo possivel, por exemplo, aos fins- de - semana .
O acompanhamento psicolégico fornece apoio e conselhos ao doente, ajudando a

diminuir as consequéncias da doenca na vida familiar e sdcio - profissional '.

20



Introducdo

* A narcolepsia—cataplexia, doenga espectacular, é frequentemente menosprezada ',
ndo € objecto de um reconhecimento oficial e a maioria dos médicos ignoram a sua
existéncia e sdo incapazes de avaliar objectivamente as suas consequéncias 2. E, assim,
necessdria uma informagdo adequada, acerca da doenga, junto dos médicos,

magistrados e outras entidades directa ou indirectamente relacionadas com a

. 3
narcolepsia *.
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II. OBJECTIVOS

1. Contribuir para uma localizagdo mais precisa na regido 6p, dos genes HLA
envolvidos na narcolepsia e hipersénia idiopatica.

2. Analisar se certos genes envolvidos no processo patofisiolégico poderdo conferir

susceptibilidade ou resisténcia a narcolepsia e hipersonia idiopatica.

3. Identificar os alelos HLA classe II-DQAI1, DQB1 ¢ DRB1 em doentes com
narcolepsia (com e sem cataplexia), hipersonia idiopdtica e outras patologias de
sono, numa popula¢do do Norte de Portugal. Correlacionar o polimorfismo da
classe I[I-DQAI1, DQB1 e DRB1 com o diagnostico diferencial das patologias do

s0no.

4. Analisar o polimorfismo no exdo 6 do gene TNFRII, responsdvel pela
substituicdo aminoacidica metionina-M/arginina-R, na posi¢do 196 (alelo
196M/196R), em individuos com narcolepsia (com e sem cataplexia) e

hipersénia idiopatica, da regido Norte do pais.
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III. MATERIAL E METODOS

MATERIAL

3.1. Populacao estudada

No presente trabalho foram estudados doentes seleccionados na Consulta de
Sono do Servigo de Neurofisiologia do Hospital Geral de Santo Anténio. No total, para
a andlise dos loci HLA classe II (DQA1, DQBI e DRB1), foram investigados 52
pacientes: 19 com narcolepsia e cataplexia (NC) (14 H, 5 M); 4 com narcolepsia sem
cataplexia (N) (1 H, 3 M); 9 com hipersénia idiopética (HIP) (2 H, 7 M) e 20 com
outras patologias do sono (OPS) (11 H, 9 M).

A andlise de um polimorfismo no exdo 6 do TNFRII foi efectuada em 32
doentes: 19 com narcolepsia e cataplexia (NC) (14H, 5 M); 4 com narcolepsia sem
cataplexia (N) (1H, 3 M) e 9 com hipersénia idiopatica (HIP) (2 H, 7 M).

Como populagdo controlo, para o estudo dos alelos HLA, foi utilizado um
conjunto de individuos saudaveis (216 para o locus HLA-DQAI1, 220 para o locus
HLA-DQBI e 240 para o locus HLA-DRB1,), da mesma etnia e provenientes da mesma
regido geografica .

Para a andlise do polimorfismo no exdo 6 do TNFRII foram estudados 44
individuos sauddveis, da mesma etnia e oriundos da regido Norte de Portugal, que

constituiram o grupo de referéncia.

3.2. Amostras biolégicas recolhidas

Amostras biolégicas de sangue periférico foram colhidas de individuos doentes e
populagdo controlo, por pungdo venosa, para tubos de colheita (Vacutainer Kemergard
K3 EDTA), ja preparados com um anti-coagulante - EDTA (Acido

etilenodiaminotetracético).
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A colheita foi realizada no Laboratério de Patologia e Imunologia Molecular do
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (I.C.B.A.S) e no Hospital Geral de Santo
Anténio (H.G.S.A).

A todos os doentes foi pedido consentimento informado, antes da colheita das
amostras. O presente trabalho foi também submetido a um Parecer do Conselho de

Etica.

METEDOLOGIA

3.3. Caracterizacao clinica

O diagnéstico de patologia do sono foi efectuado por clinicos do Servigo de
Neurofisiologia do Hospital Geral de Santo Anténio.

A caracterizagio : narcolepsia com ou sem cataplexia/hipersénia idiopética foi
feita de acordo com os critérios da ASDA (“The American Sleep Disorders
Association™) &

O diagnéstico da narcolepsia‘hipersonia idiopatica foi feito com base num
questionério, exame clinico padrio e em exames complementares. O questionario teve
como finalidade a pesquisa de antecedentes familiares de narcolepsia/hipersonia
idiopética, o estabelecimento da histéria do doente e permitiu também avaliar a
gravidade da doenga e as suas consequéncias. Dado que o exame clinico pode ndo
fornecer informagdo suficiente para o diagnéstico, realizaram-se exames
complementares: Registo Poligrafico do Sono Nocturno, seguido de Teste de Laténcias
Multiplas do Sono (MSLT) e a Tipagem HLA .

O Registo Poligrafico do Sono (RPS) € um registo simultineo de varios
parAmetros fisiolégicos: actividade cerebral (EEG - electroencefalograma); movimentos
oculares (EOG - electro-oculograma); ténus muscular (EMG - electromiograma);
actividade cardiaca (ECG - electrocardiograma); ritmo respiratério (respiragdo
diafragmdtica e nasal) e saturagdo do oxigénio (O Sat), ocorridos durante 0 sono

nocturno ‘6262 (figura III-1).
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EEG - electroencefalograma:

Os eléctrodos foram colocados em locais precisos do couro cabeludo, registando
a actividade eléctrica (ondas cerebrais) correspondente aos campos eléctricos criados
pela despolarizagdo das sinapses. Os locais de colocagdo dos eléctrodos (figura III-3)
obedecem a regras especificas: Frontais (F); Centrais (C); Temporais (T); Parietais (P) e
Occipitais (0). Os que sdo colocados na linha média, antero-posteriores, designam-se
por Z (Fz, Cz, Pz € Oy). Estas localizacdes foram definidas internacionalmente, sendo
conhecidas como localizagdes dos eléctrodos segundo o Sistema 10-20. O que quer
dizer que os eléctrodos sao colocados a distincias de 10 a 20%, das distincias maximas
entre os pontos antero-posteriores (Nasion e Inion da calote craneana) e transversais
(unindo, pelo vértex craneano, as regides pré-auricular direita e esquerda - zonas das
articulagdes temporo-mandibulares). Com isso € possivel localizar a actividade cerebral
em sono, em ciclos de sono € mesmo em vigilia. O tragado obtido traduz assim a nossa
actividade cerebral, registada no escalpe. Quanto maior € a actividade cerebral, préxima

da actividade ao acordar, mais as ondas cerebrais sdo de elevada frequéncia, fraca

amplitude e irregulares. Diz-se que sdo desincronizadas. Ao contrdrio, quanto mais
profundo € o sono, mais as ondas cerebrais se assemelham, tém baixa frequéncia,

grande amplitude, sdo mais regulares e mais sincronizadas .

EOG - electro-oculograma:
Os eléctrodos sdo colocados no dngulo externo dos olhos e registam os

movimentos oculares. Distingue-se, assim, o sono acompanhado de movimentos

oculares (REM), do sono sem movimentos oculares (Nao-REM) B

EMG - electromiograma:
Colocam-se os eléctrodos sobre o mento e registam-se as variacdes do ténus

muscular. O ténus que corresponde ao estado de tensdo do misculo em repouso nio €
constante, mas varia em fungio dos estados do sono . Sabe-se que em sono REM os
musculos do pescogo tém atonia (que se traduz por auséncia de actividade muscular, no
mento, em sono REM). Sdo também colocados eléctrodos sobre o musculo tibial, para

se observar se existem movimentos periodicos das pernas.
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Qutros:
Os outros pardmetros, referidos anteriormente, podem ser registados em

simultineo .

Todos estes Registos Poligrificos foram interpretados manualmente e com ajuda

de um sistema informatico

. Deste modo, o RPS permite avaliar o adormecimento
rdpido a noite em sono REM ou Nao-REM, os numerosos despertares nocturnos, uma
instabilidade do sono ou eventual soniléquia '. Este registo foi feito durante toda a
noite, habitualmente, das 22-23 horas até as 7 horas da manhd e precede o Teste de
Laténcias Multiplas do Sono (MSLT) '

O Teste de Laténcias Multiplas do Sono (MSLT) foi designado por Carskadon
e Dement, para avaliar a tendéncia fisiol6gica de adormecimento em certas condigdes
ou seja, € uma medi¢do bem validada da tendéncia para adormecer durante as horas em
que se estd normalmente acordado *. Avalia objectivamente a sonoléncia diurna
excessiva e € o método tradicionalmente aceite para ajudar a confirmar o diagnéstico de
narcolepsia, desde que haja entrada em sono REM %%,

O teste consiste na colocagdo de eléctrodos de registo no couro cabeludo e na
face do doente em condi¢des semelhantes as do Registo Nocturno. De seguida, o
individuo € convidado a deitar-se, de 2 em 2 horas, geralmente entre as 10 ¢ as 18 horas,
portanto 4 a 5 vezes durante o dia, dizendo-lhe para repousar com os olhos fechados e
tentar adormecer, fazendo uma sesta de 15 a 20 minutos. Se em cada sesta a pessoa niio
adormecer até esses 20 minutos considera-se o ensaio negativo. Porém, o teste
completo tem que continuar para o total de 4 a 5 ensaios. No intervalo entre cada ensaio
do teste (MSLT) a luz permanece acesa e a pessoa em estudo ndo pode adormecer. Em
cada sesta, o intervalo de adormecimento é medido a partir do inicio do registo, que
coincide com o momento em que se apaga a luz até ao aparecimento de sono "%

Mede-se assim o tempo médio de adormecimento (laténcia média do sono, calculada a

partir dos resultados de todas as sestas) e os episédios de sono REM ' (figura I11-2).

Convencionalmente, confirma-se o diagnéstico de narcolepsia mesmo na
auséncia de cataplexia, quando se verificam no Teste de Laténcias Multiplas do Sono
(MSLT) dois ou mais perfodos de adormecimento em sono REM seguidos e uma

22

laténcia média de sono curta (igual ou inferior a 5 minutos *), situagdo que

geralmente ndo se observa nas pessoas que ndo tém esta perturbagio ©, e desde que na
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noite anterior, o sono tenha tido um padrio normal ou préximo do normal. Por este
motivo, € que o diagndstico e o MSLT devem ser feito no dia a seguir a uma noite de
Registo Poligrafico do Sono. O MSLT ¢, sobretudo, valioso para fazer a distingdo entre
a sonoléncia verdadeira e a fadiga ou falta de energia ®. Existem, contudo, MSLT
falsos-negativos ®*. Por outro lado, a validade deste teste pode também ser questionada
devido a confundir-se a sonoléncia diurna excessiva com a tendéncia para adormecer ¢,
Assim, os resultados devem ser interpretados a luz dos sintomas clinicos dos doentes e

dos resultados do Registo Poligrafico do Sono na noite anterior ®. Neste registo, o

adormecimento noctuno em sono REM ¢ o sinal poligrafico mais caracteristico da
narcolepsia, para além de interrupgdes do sono .

Na hipersonia idiopatica, os resultados da poligrafia nocturna podem nio ser
definidores do diagnéstico e o registo ndo revelar qualquer particularidade, para além
da duragdo anormalmente longa. Porém, o MSLT, realizado imediatamente a seguir,
revela hipersénia objectiva sem a presenca de sono REM durante as sestas e

adormecimento em sono Nio-REM %,
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Figura II-1. Registo Poligrifico do Seno (RPS), onde se pode observar o registo simultineo
de varios parimetros fisiologicos, durante a noite: EEG1 (FP1-F7)- electroencefalograma
realizado com eléctrodos colocados na posigio FP1-F7, da Classificagio Internacional Sistema
10-20.; EEG2 (C3-A2)- electroencefalograma realizado com eléctrodos colocados na posicéo
C3-A2; EEG3 (CZ-01)- electroencefalograma realizado com eléctrodos colocados na posigio
CZ-01; EOG- electro-oculograma (os movimentos oculares estdo representados pelas deflexdes
positivas e negativas ( ver setas)); EMGI1- electromiograma realizado com eléctrodo colocado
no mento; EMG2-electromiograma realizado com eléctrodo colocado no miisculo tibial anterior
direito; EMG3- electromiograma realizado com eléctrodo colocado no musculo tibial anterior
esquerdo; Resp. Nasal- respiragio nasal; Resp. Diafragmatica- respiracdo diafragmatica;
ECG- electrocardiograma e Saturagiio O,- canal que regista a saturagdo de O, (representado na
figura por “S- deitado” e “93™) e o pulso (representado neste registo por “P- deitado™ e “70%).
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Figura III-2. Teste Laténcias Miltiplas do Sone (MSLT) efectuado para avaliar a tendéncia
de adormecimento durante o dia: EEG1 (FP1-F7)- electroencefalograma realizado com
eléctrodos localizados em FP1-F7.; EEG2 (C3-A2)- electroencefalograma realizado com
eléctrodos localizados em C3-A2; EEG3 (CZ-01)- electroencefalograma realizado com
eléctrodos localizados em CZ-Ol; EOG-¢electro-oculograma, para registo de movimentos
oculares; EMG- electromiograma realizado com eléctrodo localizado no mento; ECG-
electrocardiograma.
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Figura III-3. Esquema representativo das localizagdes no escalpe, onde se colam os eléctrodos
durante a realiza¢do do Registo Pologrifico do Sono (RPS) e Teste de Laténcias Multiplas de
Sono (MSLT), de acordo com o Sistema Internacional 10-20: 1) FP1-F7- eléctrodos localizados
em FP1 (Fronto Polar Esquerdo) e F7 (Fronto-Temporal ou Temporal Anterior Esquerdo); 2)
C3-A2- eléctrodos localizados em C3 (Central Esquerdo) e A2 (Auricular Direito); 3) CZ-O1-
eléctrodos localizados em CZ (Vértex) e O1 (Regido Occipital Esquerda).
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3.4. Estudos genéticos

3.4.1. Extracgiio de DNA — Método Cléssico: “Salting Out”

O DNA (Acido Desoxirribonucleico) genémico foi isolado de leucécitos de
sangue periférico, utilizando uma modifica¢io do método cldssico de “Salting Out”,
descrito por Miller et al. ®®. Este método permite a extrac¢do de grandes quantidades de
DNA, sendo preferencialmente usado quando o DNA extraido se destina a ser
armazenado (congelado). Baseia-se no facto da solubilidade da maioria das proteinas se
apresentar bastante diminuida na presenga de elevadas concentragdes de sais.

Numa primeira fase isolaram-se as células mononucleares (leucécitos),
centrifugando (centrifuga: Hettich zentrifugen Universal) amostras de 10 mlL de sangue
a 2000 rpm, durante 10 minutos. Apés a centrifugacdo obteve-se a fase celular
(eritréeitos e buffy coat - anel de leucdcitos) separada da fase liquida (soro). Depois
retirou-se o plasma e o buffy coat (com alguns eritrécitos & mistura) para um tubo
Falcon de 50 mL (Greiner Labortechnik). Adicionaram-se 50 mL de um tampdo de lise
de eritrécitos (RCLB “Red cell lysis buffer” — Concentragdo Final: IM Tris-HCl pH
7.2; 5 M NaCl e 1 M MgCl,.6H,0), homogenizou-se e incubou-se 10 minutos 2
temperatura ambiente. O passo seguinte consistiu numa centrifugacdo a 2000 rpm
(centrifuga: Megafuge 1.0 R- Heraeus Sepatech), 10 minutos a 4°C. Decantou-se 0
sobrenadante (glébulos vermelhos e outros) e ficdmos com o pellet de leucéeitos que
foi submetido a mais duas lavagens com RCLB e a novas centrifugacdes, até o
sobrenadante ficar limpido. Nesta fase o pellet de leucécitos ou foi congelado a —20°C
ou continuou-se o procedimento, adicionando 3,5mL do tampao TE-2 (Tris-EDTA -
Concentragio Final: 10mM Tris-HCI; 0,4 M NaCl: 2mM EDTA), 200 uL de 10% SDS
(“Sodium Dodecyl Sulfate”) e 10 puL da enzima Proteinase K (50mg/mL) (Sigma). O
SDS € um detergente que activa a enzima e juntamente com o TE-2 promove a lise
membranar. A lise celular leva a libertacio do DNA e das proteinas intracelulares.
Ap6s agitacdo no vortex (VM 2 CAT. M. Zipperer Gmbtt D79219 Stanfer), a amostra foi
incubada durante uma noite em banho-maria (GFL 1083), a 42°C, de forma a promover
a digestdo das células lisadas. As amostras digeridas foram, de seguida, transferidas
para um tubo cénico de 15 mL (Greiner Labortechnik ) e adicionou-se 1 mL de NaCl

6M. Este € um tampdo salino que precipita as proteinas, rebentando as membranas dos
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leucdcitos, deixando assim, o DNA livre no meio. Depois de ter sido agitado no vortex,
a solu¢@o foi submetida a agitagio lenta num agitador mégnético (Stuart Scientific-
platform Shaker STR 6) durante 10 minutos, até a mistura apresentar um aspecto leitoso,
resultante da precipitagdo das proteinas. Uma centrifugacio a 3000 rpm, cerca de 20 a
30 minutos, a 23°C, permitiu separar o sobrenadante, que contém o DNA, que foi
transferido para um tubo Falcon 15 mL desprezando-se as proteinas. Finalmente,
promoveu-se a precipitacdo do DNA com 20 mL de etanol absoluto (Merck) frio (-
20°C), que desidrata a molécula de DNA obrigando-o a sair da solugfo. Por inversdo do
tubo varias vezes obteve-se 0 DNA concentrado num novelo. Este foi lavado com 5 mL
de etanol a 70% frio e depois ressuspendido em tampédo -TE buffer (Tris-EDTA -
Concentragdo Final: 10 mM Tris-HC1 PH 7.2; | mM EDTA). A quantidade de TE usada
para diluir o DNA foi determinada pela observagdo empirica do tamanho do novelo,
para uma concentragdo de DNA préxima dos 200 ng/uL. Deixou-se 0 DNA durante
algumas horas num agitador rotativo (Stuart Scientific), para que este entrasse em

solugdo.

3.4.2. Tipagem genética HLA classe II- DQA1, DQB1 ¢ DRB1

3.4.2.1._Amplificacdo dos alelos dos loci HLA classe [I-DOAI, DOBI e
DRB1 por PCR-SSP

A identificacdo dos alelos HLA classe II foi efectuada por amplificacio do DNA
gendémico, utilizando a técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction™) - SSP
(““Sequence Specific Primers™) BITLEE.

A técnica de PCR foi realizada pela primeira vez em 1985 por Kary Mullis
constituindo actualmente uma ferramenta indispensdvel no campo da biologia
molecular, nomeadamente, em biologia da evolugdo, diagnéstico de doengas genéticas
humanas e ciéncias forenses. E um método simples, rdpido, capaz de copiar e amplificar
em minutos sequéncias de DNA especificas (acima de 1 kb de comprimento), tornando
possivel estudar material genético onde de outro modo seria dificil ou mesmo
impossivel. Permite analisar uma determinada sequéncia numa amostra exigua de DNA,

qualquer que seja a quantidade e a qualidade do DNA, desde que tenha pelo menos uma

cadeia de DNA intacta rodeando a regido a ser amplificada. E necessério conhecer a

32



Material e Métodos

sequéncia de DNA que rodeia a regido de interesse para ser possivel a construgdo dos
primers usados na amplificagdo. Conhecida a referida sequéncia € possivel escolher os
primers por forma a permitir a delimita¢do directa do local polimérfico. A técnica de
PCR tornou-se um meio precioso para a analise de regides polimérficas em amostras de
DNA humano, permitindo com o uso do mesmo protocolo, parimetros de PCR e
reagentes, detectar um nimero elevado de especificidades alélicas, em vérios locus .

Este processo baseia-se na amplificagdo enzimética “in vitro” de um fragmento
de DNA de interesse, flanqueado por dois primers que hibridam com as extremidades 3’
da dupla cadeia . O processo consiste em trés estdgios, os quais sdo repetidos em 20 ou
mais ciclos (figura I11-4):

1. A primeira fase € a desnaturacfio da sequéncia de DNA que se pretende
estudar: a dupla cadeia (ds DNA) € aquecida a 95°C para formar a cadeia
simples de DNA (ss DNA) 7,

2. O segundo estdgio envolve um abaixamento da temperatura entre os 30 a
70°C, o qual permite o “annealing” ou hibridizagio/ emparelhamento
dos dois primers ologonucleétidicos sintéticos, um para cada um dos
modelos de cadeia simples ( primer 1 hibridiza com a extremidade 3’ da
cadeia sem sentido e o primer 2 com a extremidade 3’ da cadeia com
sentido). Os primers sio moléculas pequenas, de cadeia simples, as
quais sdo complementares com o fim do segmento de DNA a ser
amplificado .

3. O terceiro estdgio € constituido pela extensdo dos primers ao longo do
modelo de DNA de cadeia simples. Esta extensdo ¢ conduzida pela
DNA polimerase termostéavel ( por exemplo: a Tag DNA polimerase), na
presenga de deoxinucleétidos trifosfatados (ANTPs: adenina - dATP,
timina - dTTP, guanina - dGTP e citosina - dCTP) a 72°C. Deste modo,
duas moléculas de DNA de cadeia simples sdo geradas a partir de uma

molécula de DNA original .

Cada ciclo permite uma duplicago teérica da sequéncia inicial (quantidade de DNA
presente), correspondendo a um crescimento exponencial da referida sequéncia, ou seja,
decorridos 20 ciclos o0 DNA em estudo delimitado pelos primers, cuja sequéncia de

bases foi previamente seleccionada, estard amplificado cerca de 1 milhdo de vezes .
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Figura III-4. Esquema representativo das fases da Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Adaptado de: (73).

No presente trabalho, a técnica de PCR-SSP foi efectuada em duas fases: 1-
amplificacdo genérica dos loci HLA-DQAl, DQBl e DRBI (baixa-resolugdo)

utilizando primers previamente descritos %7017

e actualizados no 11° e 12 ° Workshop
Internacional de Histocompatibilidade (tabelas III-6, III-7, I[1-9); e 2- amplificacdo

subsequente com primers especificos para o alelo (alta-resolug@o) L (tabela III-8).

Assim, para a amplificacdo de baixa resolugdo dos alelos dos loci HLA-DOALI,

DOBI1 e DRBI1, o primeiro passo consistiu na distribui¢io das misturas dos primers
usados para a tipagem de cada alelo. Para a tipagem HLA-DQAl e HLA-DRBI
distribuiram-se 5 uL de cada uma das misturas de primers (18 misturas de primers de
um kit comercial Dynal Classic SSP para o HLA-DQA1 e 24 misturas de primers
caseiros para o DRB1) (tabela I1I-6 e III-9), em tubos de PCR (Robbins Scientific.).
Como controlo interno de amplificagdo, na tipagem HLA-DRB1, foi também

adicionado em cada reac¢do de PCR um par de primers (Life Technologies): Primer
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Sense (P5°) e Primer Anti-sense (P3’), cuja sequéncia encontra-se descrita na tabela III-
1.

Tabela III-1. Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados na reaccio
de amplificagdo por PCR dos alelos do locus HLA-DRBI.

Primer Nome Sequéncia
Sense (P5’) CAmp A 5’ tgc caa gtg gag cac cca a
Anti-sense (P3’) CAmp B 3’ gea tet tgc tet gtg cag at

Para a tipagem HLA-DQBI, nao foi necessdrio realizar a distribuicio das
misturas de primers, uma vez que os kits de primers comerciais Olerup SSP™ ja
traziam distribuidas as 8 misturas de primers liofilizados (tabela III-7).

As misturas foram armazenadas a -20°C.

Para efectuar a reac¢do de PCR, preparou-se uma mistura de PCR, num tubo de

eppendorf (Sarstedt-Aktiengesellsechaft) de 0,5 mL, de acordo com a tabela I11-2.

Tabela III-2.Volume dos diferentes reagentes utilizados para preparar a mistura de PCR para a
amplificagio de cada locus HLA.

Volume (pL)
Locus Master-mix * Agua bidestilada e estéril DNA (50 ng/ uL)  Tag DNA
polimerase
HLA-DQAI1* 60,0 19,5 19,5 1,6
HLA-DQB1#* 30,0 59,2 10,0 0,8
HLA-DRB1* 84,0 24,0 29,0 2,2

A master-mix *, mistura-mae previamente preparada, € uma solugfio composta

pelos seguintes reagentes:
a) 960 pL de dgua esterelizada;
b) 1 mL de tampdo (10 x NHy *( s/ Mg™)) (Bioline);
¢) 360 uL de MgCL,,
d) 500 uL de glicerol (Sigma)
e) 20 pL de ANTPs (Amersham Pharmacia);
f) 100 pL de vermelho de cresol.
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Cada um dos componentes referidos na tabela, foi agitado no vortex (Retsch
Mixer) antes de adicionados a mistura de PCR. A enzima Tag DNA polimerase
(Bioline) foi o tltima a juntar-se a mistura.

Depois de preparada a mistura de PCR e agitada no vortex, retiram-se as placas
com as misturas de primers do frigorifico e adicionou-se, com uma pipeta de
distribuicdo (Eppendorf Multipette Plus), 5 ( no caso do DRB1 e DQA1) e 10 (no caso
do DQB1) pL da mistura anterior por cada tubo de PCR. Para um volume final de 10
uL temos para 0 DRB1 e DQAL: 5 uL de mistura de primers + 5 uL de mistura de PCR
e para 0 DQB1: 10 pL. mistura de PCR + primers liofilizados.

De seguida, a reac¢do de PCR foi realizada num termociclador (GeneAmp PCR
System 2700 — Perkin-Elmer, Roche, USA), de acordo com o programa de amplificacio
descrito na tabela I11-4.

Para a subsequente amplificacdo do alelo HLA-DQB1*06, por PCR -SSP, com
primers especificos para o alelo (alta resolugéo) foram usadas 16 misturas de primers

(kits Olerup SSP™) (tabela III-8). Os procedimentos seguidos foram os mesmos que

para a amplificagdo a baixa resolugdo, variando apenas as quantidades dos reagentes
que fazem parte da mistura de PCR.

A mistura de PCR continha 57,0 uL de master-mix; 19,0 uL de DNA; 112,5 pL
de 4gua e 1,5 pL de Tag DNA polimerase. Foram também distribuidos 10 pL de
mistura de PCR por cada tubo de PCR, contendo as misturas de primers liofilizados,
sendo depois colocados no termociclador, com o programa de amplificagdo referido

anteriormente (tabela I11-4).

3.4.2.2. Electroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados por PCR foram resolvidos numa electroforese em gel
de agarose (Ultrapure agarose GibcoBRL) a 1,5 %. O gel encontrava-se mergulhado em
tampao TAE 1x (composto por Trizma Base, EDTA.Na, ¢ Acido Acético Glacial),
numa tina de electroforese (Pharmacia Biotech-hoefer Supersub) ligada a uma fonte de

alimentacdo (Desaga Sarstedt-Gruppe desatronic 500/500).
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Os resultados foram vizualizados num transiluminador U.V. (Vilber Lourmat)
com a ajuda do Brometo de Etidio (Sigma), adicionado ao gel durante a sua preparagio.
O Brometo de etidio, quando ligado a dupla cadeia de DNA, produz fluorescéncia 2 luz
Ultra-Violeta. Por dltimo, o gel foi fotografado com mdquina Kodak digital science
DC120 Zoom Mega Pixel S/N: EK B90400416.

3.4.3. Tipagem do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricio no
exéio 6 do gene TNFRII pela técnica de PCR-RFLP com enzima de restrigio
Nla I11.

Os RFLPs (Restriction Fragments Lenghts Polymorphisms), polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restri¢do, resultam da actuacio de enzimas de restrigio. A
metodologia baseia-se no estudo do tamanho dos fragmentos produzidos pela digestdo
do DNA com enzimas de restri¢do, que sdo endonucleases que tém desempenhado um
papel importante no estudo dos polimorfismos do DNA, pois reconhecem e cortam o
DNA em fragmentos especificos, que sdo facilmente analisados - os RFLPs. O tamanho
dos fragmentos de restrigdo € fungdo do nimero de cépias presentes nos loci estudados.
Estes fragmentos podem ser analisados por electroforese em gel de agarose .

O processo laboratorial desenrolou-se nas seguintes fases:

3.4.3.1. Amplificacdo do DNA gendmico pela técnica PCR-RFLP

As amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de PCR-RFLP de acordo
com os procedimentos previamente descritos *. Prepararam-se tubos de PCR aos quais
foram adicionados 1 pL de DNA e 1 pL de 4gua bidestilada estéril. Depois os tubos
foram colocados no frigorifico a 4°C, enquanto se preparou a mistura de PCR, que
continha (por exemplo para 14 tubos de PCR):

a) dNTPS - 0,5 x 14 tubos = 7uLL

b) Primer Sense *- 0,625 x14 = 8,75 uL

¢) Primer Anti-sense * - 0,625 x 14=8,75 uL

d) Tampdo (10 x NH," ( s/ Mg™)) - 2,5 x 14 =35 puL

e) MgCl, (50 mM) - 0,75 x 14 = 10,5 uL
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f) Agua bidestilada estéril (ddH,0)- 17,8 x 14 = 249,2 L
g) Taq DNA polimerase — 0,2 x 14 =2,8 uL

*As sequéncias dos primers usados na amplifica¢do do fragmento de 242pb do

exdo 6 do TNFRII encontram-se descritas na tabela III-3.

Tabela III-3. Sequéncia nucleotidica dos primers
utilizados na reacgdo de amplificagdo do gene TNFRIL.

Primer Sequéncia
Sense (P5’) 5’ act ctc cta tce tge ctg ct
Anti-sense (P3’) 5’ tic tgg agt tgg ctg cgt gt

De seguida, colocaram-se 23 pL da mistura de PCR nos tubos de PCR que
estavam no frio. Por dltimo, estes foram levados para o termociclador (GeneAmp PCR
System 2700 — Perkin-Elmer, Roche, USA) e a amplificagio das amostras ocorreu nas
condig¢des do programa TNFRII descrito na tabela III-5.

Em cada amplificagéo foi usado um controlo.

3.4.3.2. Electroforese em gel de agarose a 1,5%

Para verificar se a amplificagdo foi bem sucedida, os produtos do PCR foram
corridos num gel de agarose a 1,5%. Para isso, retiraram-se 10 pL de cada amplificado
para outros tubos e adicionaram-se 2 uL de um tampdo de carregamento do gel, o
loading buffer (20% de Ficoll 400, 0,1 M NaEDTA pH 8.0, 1% SDS, 0,25% de azul de
bromofenol e 0,25% de xilenocianol). Depois carregaram-se as amostras no gel de
agarose, usando pipetas Jencons sealpette ER 77293 e Eppendorf Research EQ 33734.

No inicio do gel foi aplicado também um marcador de pesos moleculares 100pb (Gene

Craft).
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3.4.3.3._Digestdo enzimdtica com Nla Il e electroforese em gel de agarose a
4%

Nos casos em que a amplificagdo funcionou, para a identificacio dos alelos
196M (presenca do local de restrigdo para a enzima Nla IIT) e 196R (auséncia do local
de restri¢do para a Nla III), fez-se a digestdo dos produtos amplificados com 4 unidades
de enzima de restricdio Nla Il (AIG — AGG) (New England Biolabs). Uma
electroforese em gel de agarose a 4% permitiu separar os fragmentos de DNA cortados.
A mobilidade electroferética de um fragmento ¢ inversamente proporcional ao
logaritmo do nimero de pares de bases, dentro de certos limites.

Os passos do procedimento foram os seguintes: colocaram-se em tubos de
eppendorf 5 pL de amplificado, 1pL de tampdo (10 x NH4* (s/ Mg®*)), 1uL de BSA
(albumina sérica bovina) (New England Biolabs) e 2 pL da enzima Nla III. De seguida
adicionaram-se 10 pL de 6leo mineral. Depois colocaram-se os tubos na estufa
(Memmert 854 Shwabach P 30760033) a 37°C durante pelo menos 3 horas, podendo, no
entanto, ficar toda a noite. Depois de retirar da estufa, adicionaram-se, a cada digerido,
2 pL de loading buffer. A um individuo amplificado, mas ndo digerido, que serviu como
controlo, adicionou-se também o loading buffer. As amostras digeridas e o controlo
foram submetidas a uma corrida electroforética em gel de agarose a 4%. Os resultados

foram observados no transiluminador e fotografados.

3.5. Analise estatistica

As frequéncias fenotipicas dos genes HLA classe 11 (HLA-DQA1, DQBI1 e
DRBI1) e as frequéncias fenotipicas e genotipicas do polimorfismo 196M/196R no exio
6 do gene TNFRII foram obtidas por contagem directa. Para analisar a existéncia de
diferengas estatisticamente significativas nas frequéncias fenotipicas/genotipicas entre a
populagdo de doentes e populagdo controlo, foi utilizado o Teste de y’ou Teste Exacto
de Fisher, usando o programa SPSS (Statistics Package for the Social Sciencs, Versio
10.0). As diferengas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para

valores de p<0,05.
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Para podermos averiguar se o facto de um individuo ser portador de um
determinado alelo HLA constitui um risco acrescido para contrair a doenca, serd
necessario comparar o risco de contrair a doenga nos individuos que possuem o alelo e
nos que ndo apresentam esse alelo. A razdo entre a incidéncia da doenga nos individuos
com o alelo e nos individuos sem alelo, dd-nos o Risco Relativo (RR). Se existir
associacgio do alelo a doenca, o RR constitui uma medida de forga desta associa¢do. No
presente trabalho realizou-se um estudo de individuos doentes versus populagdo
controlo, ndo sendo possivel por isso determinar a incidéncia da doenga nos individuos
com e sem alelo. Deste modo, ndo se pode calcular o Risco Relativo directamente. O
programa SPSS di-nos o valor do Odds Ratio (OR), que constitui uma aproximagio ao
Risco Relativo, uma vez que quantifica directamente a probabilidade de uma pessoa que
possui um determinado alelo HLA (factor de risco) tem de possuir a doenga,
comparando com aqueles individuos que ndo possuem esse alelo. O Risco Relativo

(RR), € muitas vezes referido em estudos sobre HLA e doenga.
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Tabela ITI-4. Pardmetros do programa de amplificacio para PCR-SSP do

polimorfismo HLA-Classe II.

Passo Temperatura (“C) Tempo N°de ciclos
Desnaturagao inicial 94 2 1
Desnaturagio 94 107 10
Emparelhamento (“Annealing”)/ 65 I’

Extensio

Desnaturacao 94 10

Emparelhamento 61 507 20
Extensdo 72 307
Armazenamento(opcional) 4 indefinido 1

Tabela III-5. Parimetros do programa de amplifica¢io do fragmento do gene

TNFRII.

Passo Temperatura (°C) Tempo N"de ciclos
Desnaturagio 95 5 1
Desnaturagio 95 457

Emparelhamento (“Annealing™) 58,5 45" 30
Extensdo 72 2!

Extensdo 72 5 1
Armazenamento(opcional) 4 indefinido 1

Tabela III-6. Especificidades e tamanhos dos produtos PCR das 18 misturas de
primers utilizadas para a tipagem DQA 1(baixa resolugio).

N° Mistura Tamanho aproximado Especificidades
de Primer do produto PCR especifico Alélicas
(pb)
1 150 DQA1*0101, 0104, 0105
2 175 DQA1*0101-01022, 0104-0106
3 100 DQA1*01021-0103, 0201
4 110 DQA1*0103
5 100 DQA1*0104
6 220 DQAI1*0104, 0105
7 120 DQAI1*0106
8 125 DQA1#0201
9 190 DQA1*03011-0303
10 205 DQA1#*0302, 0303
11 220 DQAI1*0302
12 205 DQA1*0401
13 200 DQA1#*05011-0503, 0505
14 115 DQA1#0502
15 205 DQA1*0503
16 200 DQA1*0504
17 235 DQA1*0505
18 120 DQA1*06011, 06012

41



Material e Métod

Tabela ITI-7. Especificidades e tamanhos dos produtos PCR das 8 misturas de primers
utilizadas para a tipagem DQB1 (baixa resolugao).

N° Tamanho aproximado Tamanho da banda Especificidades
Mistura  do produte PCR especifico controlo (pb) Alélicas
de Primer (ph)
1 220 515 DQB1*05011-0504
2 220 430 DQB1*06011-0617
3 205 430 DQB1*#0201-0203
4 130,145 430 DQB1*0201 0202, 0302,
0305, 0307, 0308
5 135 515 DQB1*03011-0310
6 125, 140 430 DQB1*0302, 03032, 03033,
0305, 0306-0308
7 125 515 DQB1*0203, 03011, 03012,
03032, 03033, 0306, 0309,
0310
8 195 430 DQB1#0401, 0402

Tabela III-8. Especificidades ¢ tamanhos dos prodtos PCR das 16 misturas de primers
utilizadas para a tipagem DQB1*06 (alta resolu¢do).

N° Tamanho aproximado Tamanho da banda Especificidades
Mistura do produto PCR especifico controlo (pb) Alélicas
de Primer (pb)

1 220 515 DQB1*06011-06013

2 210 430 DQB1*06011-06013, 0602,
06052,0606, 0610, 06111, 06112,
0613, 0616

3 185 430 DQB1*0602, 0614, 0615, 0616

4 130 430 DQB1*0603, 0607, 06112, 0614

5 160 430 DQB1*0603, 06042, 0607, 0608,
06111, 06112

6 170 515 DQB1*0603, 0608, 06112, 0612,
0614

7 170, 210 515 DQB1*0603, 06041, 06042, 0607,
0608, 0614, 0617

8 170 430 DQB1*06041-0607, 0609

9 130 430 DQB1*06041, 06042, 06051,
0606, 0608, 0609, 0612, 0617

10 210 515 DQB1*06051, 06052, 0606

11 210 430 DQB1*06051, 06052, 0606, 0609,
0612, 0615

12 175 430 DQB1*0606, 0617

13 185 430 DQBI1*0610

14 185 430 DQBI1*0613

15 95 430 DQB1*0614

16 195 430 DQB1*0616
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Tipagem Genética HLA Classe II (DQA1, DQB1 e DRB1)

Para a andlise dos loci HLA classe II- DQA1, DQBl e DRBI, foram
investigados 52 pacientes: 19 com narcolepsia e nataplexia (NC) ; 4 com narcolepsia
sem cataplexia (N); 9 com hipersénia idiopatica (HIP) e 20 com outras patologias de
sono (OPS). Neste dltimo grupo incluiram-se individuos sem critérios conclusivos de
narcolepsia ou hipersénia idiopética.

Como populagdo controlo, para o estudo dos alelos HLA, foi utilizado um
conjunto de individuos sauddveis (216 para 0 HLA-DQA1, 220 para o HLA-DQBI e
240 para o HLA-DRB1) %.

4.1.1. Exemplos da tipagem genética HLA Classe IT
Para todos os individuos estudados, a identificacio dos alelos HLA classe Il
(DQAL, DQBI e DRBI) foi efectuada por amplificagio do DNA genémico por PCR-

SSP. Os exemplos de genotipagem que irdo ser apresentados a seguir sdo as fotografias

dos géis tiradas apés a corrida electroforética.

4.1.1.1. Locus HLA-DQAI

Na figura IV-1 encontra-se representada uma fotografia de um gel de agarose
corado com brometo de etidio como o resultado da amplificagdo por PCR-SSP, para um
dos doentes (n° registo:01 175). A genotipagem deste individuo foi realizada com o
auxilio da tabela III-6 referida no capitulo * Material e Métodos”.

Consideraram-se amplifica¢des especificas, na interpretacdo dos géis, somente
aquelas que apresentaram bandas de peso molecular correspondentes ao produto

amplificado especifico, para além da banda controlo interno (ci).
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1 234 5 67 8 91011 12 1314 15 16 17 18
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Figura IV-1. Exemplo da tipagem genética para o locus HLA-DQA1 por PCR-SSP. A direcgdo
de migragio electroforética € de cima para baixa. As misturas, numeradas de 1 a 18 (tabela III-
6) foram colocadas no gel por essa ordem. A banda controlo interno (ci) possui 492 pb. As setas
indicam bandas especificas.

A figura IV-1 representa um gel contendo os produtos de amplificacdo do locus
HLA-DQA1.Como se pode confirmar na tabela ITI-6 (pagina 41 “Material e Métodos”)
a amplificagdo das misturas 2, 3 € 4 originam, respectivamente, bandas de 175 pb, 100
pb e 110 pb. A mistura 2 permite a amplificagio dos alelos HLA-DQA1*0101-01022,
0104-0106. A mistura 3 € especifica para os alelos HLA-DQA1*01021-0103, 0201. A
amplificagdo especifica da mistura de primers 4, indica a presenca do alelo HLA-
DQA1*0103. Como na mistura 1 (banda de 150 pb e especifica para os alelos 0101,
0104 e 0105) apenas foi vizualizada a banda controlo interno (ci), os alelos 0101 e 0104
presentes na mistura 2 foram excluidos. A mistura 7 (120 pb) também contém apenas a
banda ci podendo, assim, descriminar-se o alelo 0106. Deste modo, um dos alelos
identificado neste individuo € o 0102, confirmado pela presenca deste alelo também na
mistura 3. Na mistura 8 (125 pb) também ndo ocorreu amplificacdo do produto PCR
especifico, o que leva a excluir o alelo 0201 da mistura 3. O outro alelo € definido pela
banda de 110 pb da mistura 4 que € especifica para o alelo 0103. A amplificacdo da
mistura 3 permite confirmar também este alelo. Assim, neste locus, o gendtipo para o
doente 01 175 ¢ HLA-DQA1*0102, 0103.
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4.1.1.2. Locus HLA-DQOBI

A figura IV-2 ilustra a tipagem do locus HLA-DQB1 para um dos doentes
estudados (n° registo 01 175). A identificacdo dos alelos foi realizada recorrendo a
tabela III-7 (pag. 42 “Material e Métodos™).

1 23 4 5 6 7 8

-ci

Figura IV-2. Exemplo da tipagem genética para o locus HLA-DQBI1 por PCR-SSP. A direccio
de migragao electroforética € de cima para baixa. As misturas, numeradas de 1 a 8 (tabela III-7)
foram colocadas no gel por essa ordem. A banda controlo interno (ci) é de 430 pb para as
misturas de primers 2, 3,4, 6 e 8 e 515 pb para as misturas 1,5 e 7. A seta indica uma banda
especifica.

A observacdo da figura IV-2 permite vizualizar uma tnica banda especifica na
mistura 2, que contém o produto de amplifica¢do de 220 pb especifico dos alelos HLA-
DQB1*06011-0617. Deste modo, o doente 01 175 expressa apenas um alelo para o
locus DQBL, o alelo HLA-DQB1*06.

A identificagdo de apenas um alelo na tipagem genética HLA por PCR-SSP
pode dever-se as seguintes situagdes:

a) o individuo € homozigético para o dnico alelo encontrado;

b) O conjunto de primers utilizado ndo descrimina o alelo presente no individuo

que se esta a estudar;

¢) O individuo possui um alelo que ainda nio foi descrito;

d) O individuo apresenta um alelo nulo.

De todas estas hipéteses referidas anteriormente, a mais provavel é a

homozigotia, contudo, como ndo € possivel confirmi-lo pela auséncia de estudos em

47



Resultados e Discussdo

familias, teremos de assumir todas as possibilidades. Deste modo, a tipagem genética a

considerar para este individuo (01 175) ¢ HLA-DQB1*06,X.

4.1.1.2.1._Exemplo de tipagem genética HLA-DQOBI*06 de alta resolucdo
(subtipos HLA-DOBI*06)

Quando um individuo possui um alelo HLA-DQB1*06, € sempre necessario
identificar os subtipos do grupo HLA-DQB1*06, ji que sdo conhecidos, para este gene,
subtipos que se sabe estarem associados a patologia de sono. Deste modo, a
genotipagem HLA-DQB1*06 foi realizada para o doente 01 175 (figura IV-3), assim
como para todos os doentes HLA-DQB1*06 positivos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ci

Figura IV-3. Exemplo da tipagem genética para o locus HLA-DQB1*06 de alta-resolugio e por
PCR-SSP. A direcc@o de migragao electroforética € de cima para baixa. As misturas, numeradas
de 1 a 16 (tabela III-8) foram colocadas no gel por essa ordem. A banda controlo interno (ci)
possui 430 pb para as misturas de primers 2, 3,4, 58,9, 11, 12-16 € 515 pb para as misturas 1,
6.7 e 10. As setas indicam bandas especificas.

Por andlise da figura IV-3 vizualiza-se a amplificagdo das misturas 4,5,6 ¢ 7
(bandas de 130, 160, 170 e 170/210 pb, respectivamente) (tabela III-8). A mistura 4
amplifica os alelos HLA-DQB1*0603, 0607, 06112 e 0614. A mistura 5 é especifica
para os alelos 0603, 06042, 0607, 0608, 061111 e 06112. A mistura 6 possui produtos
de amplificagdo comuns aos alelos 0603, 0608, 06112, 0612 e 0614. A mistura 7
amplifica especificamente os alelos 0603, 06041, 06042, 0607, 0608, 0614 e 0617. Os
alelos 0607 (mistura 8); 0608, 06041, 06042 e 0612 (mistura 9); 06111 e 06112
(mistura 2); 0614 (mistura 15) e 0617 (mistura 9,12), foram excluidos devido a estas
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misturas terem apresentado apenas a banda ci. Depois desta andlise, conclui-se que o
alelo identificado ¢ o HLA-DQB1*0603. Assim, o subtipo HLA-DQB1*06 presente
neste doente (01 175) ¢ HLA-DQB1*0603 e a genotipagem para o locus B é HLA-
DQBI1*0603,X.

4.1.1.3. Locus HLA-DRBI

A figura IV-4 representa um gel contendo os produtos de amplificacdo do locus

HLA-DRBI1, para um dos individuos tipados (01 115)

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Bl T I e — A St i W— — i pm—"

r A

Figura I'V-4. Exemplo da tipagem genética para o locus HLA-DRB1 por PCR-SSP. A direccio
de migracdo electroforética € de cima para baixo. As misturas, numeradas de 1 a 24 (tabela III-
9) foram colocadas no gel por essa ordem. A banda controlo interno (ci) possui 796 pb. As setas
indicam bandas especificas.

A tabela III-9 (pagina 43 “Material e Métodos”) permite confirmar que a
amplificacdo da mistura 1, originando a banda de 255 pb (figura IV-4), indica a
presenca do alelo HLA-DRB1*01. Do mesmo modo, a mistura 2 (banda de 195 pb),
que também amplificou, identifica os alelos 0101/2/4. A resolugdo dada por este
conjunto de primers ndo permitiu a descriminagio do alelo 01. O outro alelo € definido
pela banda de 197 pb da mistura 4 que apresenta especificidade para os alelos 1501-3,
1505-7. A amplificagdo do gene DRB5 (mistura 22, banda de ~200 pb) permitiu
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confirmar a presenca do alelo 15. Neste caso a genotipagem do doente serd HLA-
DRB1*01,15.

No tratamento dos resultados o alelo HLA-DRB1*15 foi considerado como
HLA-DRB1*1501, uma vez que este alelo foi identificado pelo grupo do Prof. E.
Mignot de Stanford University, Center for Narcolepsy, Department of Phychiatry and
Behavioral Sciences, Palo Alto, CA, USA.

4.1.2. Frequéncias Fenotipicas obtidas para cada locus HLA

4.1.2.1. Locus HLA-DQAI

As frequéncias fenotipicas obtidas para os grupos de doentes e populagio

controlo para o locus HLA-DQAL1 encontram-se descritas na tabela IV-1.

Tabela IV-1. Frequéncias fenotipicas obtidas para o locus DQAI nos grupos de doentes e
populacio controlo.

Alelo NC(N=19) N (N=4) N total (N=23) HIP (N=9) OPS (N=20) Pop. Controlo (N=216)

N Freq, (%) NFrea, (%) N Freq, (%) NFreq. (%) N Freq. (%) N Freq. (%)
HLA-DQA1*01 15 789 2 500 17 73,9 4 44 16 800 160 74,1
HLA-DQA1*0101 4 21,1 0 00 4 17.4 2 222 3 150 69 31,9
HLA-DQA1*0102 13 684 2 500 15 652 1 11,1 8 400 50 23,1
HLA-DQA1*0103 0 00 0 00 0 0,0 1 1,1 5 250 41 19,0
HLA-DQA1*0104 | 23 0 00 1 43 2 22 2 10,0 0 0,0
HLA-DQAI*105 0 00 0 00 0 0,0 0O 00 2 100 0 0,0
HLA-DQA1*02 5 263 1 250 6 261 0 00 3 150 66 306
HLA-DQA1*03 4 211 1 250 5 21,7 2 22 5 250 63 292
HLA-DQAI*04 3 158 0 00 3 130 1 11,1 0 00 8 37
HLA-DQA1*05 6 316 4 1000 10 43.5 6 667 8§ 400 90 41,7
HLA-DQA1*06 O 0,0 0 00 0 0,0 0 00 0 0,0 4 1,9
- I*X 1 53 0 00 | 43 2 222 1 50 0 00

NC = narcolepsia com cataplexia; N = narcolepsia sem cataplexia; N total = narcolepsia total (NC+N);
HIP = hipersénia idiopética; OPS = outras patologias de sono; Pop. Controle = Populagio controlo; N =
n° individuos que apresentam o alelo; Freq. Fenotipica (% )= Frequéncia fenotipica (em percentagem).
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De seguida serdo representadas graficamente, para o alelo HLA-DQAI1*0102, as
frequéncias fenotipicas obtidas para os grupos de doentes e populagdo controlo. No
grafico IV.1 pode observar-se também os valores do Teste Exacto Fischer (p) (quando
significativo) e Odds Ratio (OR).

‘DNC EN ON total OHIP WOPS @Pop. Controlo

80,0 AT

60,01

Freq.
Fenotipica 40,0
(%)

20,0 ¥

0.0 >

HLA-DQA1*0102

p<0,0001 OR=7,193 NC
p<0,0001 OR=6,225 N total

Grifico IV-1. Representacdo grifica das frequéncias fenotipicas para o alelo HLA-
DQA1*0102, nos grupos de doentes e populagao controlo.

4.1.2.1.1. Comparacdo da__frequéncia _fenotipica _dos alelos do locus

HILA-DQAI entre doentes e populacdo controlo

Da andlise da tabela IV-1 referente ao locus HLA-DQAI, verificou-se ao
comparar o grupo de doentes N total com a populagdo controlo, o aumento da
frequéncia dos alelos HLA-DQAT1 *0102, *0104 e *04 no grupo N total. Por outro lado,
a frequéncia dos alelos DQA1*0101 (17,4% vs. 31,9% Pop. Controlo), *02 (26,1% vs.
30,6% Pop. Controlo) e *03 (21,7% vs. 29,2% Pop. Controlo) estava diminuida nos
doentes do grupo N total. Os alelos DQA1*0103 e *06 ndo foram identificados nos

pacientes com narcolepsia. O alelo DQA1*0102 foi o mais representado em relagao a
populagdo controlo (65,2% vs. 23,1% Pop. Controlo, p< 0,0001 ¢ OR=6,225) ( grafico
IV-1 e tabela VII-17 Anexos). Quando se considerou os subgrupos NC e N, e se
comparou com 0 grupo controlo, verificou-se que o grupo NC apresentou uma

frequéncia aumentada para os alelos DQA1*01, *0102, *0104 e *04 e diminuida para
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os alelos DQAT1 *0101, *02, *03 e o *05. Da mesma forma que para o grupo N total,
observou-se um aumento da frequéncia do alelo HLA-DQA1*0102 no grupo NC
(68,4% vs. 23,1% Pop. Controlo) e no grupo N (50,0% vs. 23,1% Pop. Controlo), no
primeiro caso o resultado € estatisticamente significativo (p< 0,0001 e OR=7,193). A
frequéncia do alelo DQA1*04 (15,8% vs. 3,7% Pop. Controlo, p=0,049 ¢ OR=4,875)
apresentou também um aumento préximo da significancia, no grupo NC (tabela VII-21
Anexos). No grupo de doentes com narcolepsia mas sem cataplexia associada (N)
observou-se um aumento do alelo DQAI1*05 (100,0% vs.41,7% Pop. Controlo,
p=0,032) (tabela VII-25 Anexos).

Ao efectuar a comparacido entre doentes com hipersénia idiopatica (HIP) e
populacdo controlo, verificou-se que a frequéncia dos alelos HLA-DQA1*0104, *04 ¢
*05 estava aumentada. A frequéncia dos alelos DQA1*01, *0101-0103 e *03 estava

diminuida, embora nao significativamente no grupo HIP (tabela VII-29 Anexos).
Apenas o alelo DQA1*0104 (22,2% vs. 0,0% Pop. Controlo; p=0,001)) apresentou uma
diminui¢io estatisticamente significativa, embora a sua auséncia na populagio controlo
limite a analise estatistica (tabela VII-29 Anexos).

A comparagdo da frequéncia dos alelos HLA-DQAI1 entre o grupo OPS e
populacdo controlo, permitiu observar um aumento da frequéncia dos alelos DQA1*01,

*0102, *0103, *0104 e *0105 no grupo OPS (tabelaVII-33 Anexos). Embora, sem

significado estatistico 0 aumento mais representativo foi o do alelo HLA-DQA1*0102
(grafico IV-1) (40,0% vs. 23,1% Pop. Controlo). A frequéncia dos alelos DQA1*0101,
*02 e *03 estava diminuida no primeiro grupo, mas essa diminuicdo nao foi

significativa (tabelaVII-33 Anexos).

4.1.2.1.2. Comparagdo da frequéncia fenotipica dos alelos do locus HLA-

DQAI entre os vdrios grupos de doentes

Relativamente a andlise entre os grupos NC e N, o alelo DQA1*0102, embora

aumentado no primeiro grupo, os valores encontrados para a sua frequéncia nao foram
estatisticamente significativos (68,4% vs. 50,0% N). Pelo contrério, a frequéncia do
alelo DQA1*05 estava significativamente diminuida no grupo NC (31,6 vs. 100,0% N,

p=0,024), apresentando todos os doentes N este alelo (tabelaVII-1 Anexos).
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A comparagio entre os grupos_N total e HIP, permitiu observar que o alelo

DQA1 *0102 apresentou um aumento significativo na sua frequéncia fenotipica no
grupo N total (65,2% vs. 11,1% HIP, p=0,015 e OR=15,000) (tabela VII-5 Anexos).

Ao estabelecermos comparagdo entre os grupos N total e OPS, verificou-se que a
frequéncia do alelo DQA1*0102 estava aumentada no primeiro grupo (65,2% vs. 40%
OPS), embora nio de uma forma significativa (tabela VII-9 Anexos).

Analisando os grupos HIP e OPS, observou-se que a frequéncia dos alelos
DQA1*01 (44,4% vs. 80,0% OPS) ¢ DQA1*0102 (11,1% vs. 40,0% OPS) estava
diminuida no grupo HIP e que a frequéncia do alelo DQAIT*05 estava aumentada
(66,7% vs. 40% OPS). Em nenhuma das situagdes esses aumentos ou diminui¢des

foram significativos (tabela VII-13 Anexos).

Os resultados apresentados permitem concluir que a frequéncia do alelo DQAI
#0102 estd aumentada significativamente nos grupos doentes N total € NC, o que ndo
acontece nos individuos com hipersénia, nos quais a frequéncia deste alelo estd
diminuida relativamente 2 populagio controlo e no grupo OPS em que estd aumentada,
mas em nenhum dos casos de forma significativa. Assim, conclui-se que o alelo
DQA1*0102 se encontra associado 2 narcolepsia com cataplexia (NC), o que estd de
acordo com outros resultados obtidos anteriormente, por Mignot ef al., em que este alelo
estava representado em todos os doentes japoneses, 95% de caucasianos 70% de afro-
americanos '*¥*°. Actualmente € considerado como um dos gene de susceptibilidade
para a narcolepsia 102130 5u seja, individuos com este alelo sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento desta patologia do que aqueles que o ndo possuem. Estudos
portugueses realizados anteriormente identificaram também o alelo DQA1*0102 como
estando associado a narcolepsia com cataplexia 23132333 () facto da frequéncia do
alelo DQA1*05 estar significativamente diminuida no grupo NC quando comparado
com o grupo N ( todos os narcolépticos sem cataplexia sao DQAI1*05), podera sugerir
que este alelo confira protecgdo contra a cataplexia, mas esta hipétese sé podera ser

confirmada com estudos mais alargados.
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4.1.2.2. Locus HLA-DQBI

Na tabela IV-2 encontram-se as frequéncias fenotipicas obtidas para os grupos

de doentes e populagdo controlo para o locus HLA-DQB1.

Tabela IV-2. Frequéncias fenotipicas obtidas para o locus DQB1, nos grupos de doentes e
populagdo controlo '.

Alelo NC(N=19) N(N=4) N total (N=2
N_Freq. (%) N Freq. (%) N Freq. (%) N Freq. (%lNqu.i%] N qu.i%l :

HLA-DQBI*02 6 316 2 500 8 48 3 333 5 250 98 4.5
HLA-DQB1*03 6 316 4 1000 10 435 3 333 10 500 131 59.5
HLA-DQB1¥0301 2 105 2 500 4 174 2 222 2 100 80 364
HLA-DQBI*0302 0 00 0 00 0 0,0 0 00 0 00 3 16,8
HLA-DQB1%0303 0 00 0 00 O 00 0 00 O 00 13 59
HLA-DQB1*0304 0 00 0 00 0 0.0 0 00 0 00 1 0,5
HLA-DQBI1*4 3 158 0 00 3 130 0 00 1 50 10 4,5
HLA-DQB1*¥5 5 263 0 00 5 217 4 444 8 400 86 39,1
HLA-DQBI*06 15 789 2 500 17 739 4 44 11 550 8l 36,8
HLA-DQB1*0601 0 00 0 00 O 0,0 0 00 O 00 4 1.8
HLA-DQBI1*0602 13 684 2 500 15 652 2 22 3 150 26 11,8
HLA-DQB1*0603 2 105 0 00 2 8.7 3 333 5 250 3R 17:3
HLA-DQB1*0604 1 53 0 00 1 43 0 00 2 100 1 5.0
HLA-DQB1%0605 0 00 0 00 O 0,0 0 00 1 50 2 0,9
HLA-DOB1*X | 53 0 00 1 4.3 2 222 5 250 0 0.0
Ver rodapé tabela IV-1.

No grifico IV-2 e IV-3 estido representadas as frequéncias fenotipicas para os

alelos HLA-DQB1¥0301 e DQB1*0602 em todos os grupos de doentes e populagao

controlo, assim como os valores do Teste Exacto de Fischer (p) (quando significativo) e

Odds Ratio (OR).
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|uNc @EN ON total OHIP @OPS @Pop. Commlﬂ

sn,oﬂ/. L
20,04 A4—

Freq. 30,04 3
Fenotipica

(%) 20,04

HLA-DQB1*0301

p=0,023 OR=0,206 NC
p=0,024 OR=0,194 OPS

Grifico IV-2. Representacio grdfica das frequéncias fenotipicas para o alelo HLA-
DQB1*0301, nos grupos de doentes e populagao controlo.

[ONC @N ON total OHIP BOPS 0 Pop. Controlgol

80,0+

60,04

Freq. e
Fenotipica 40,0
(%)

HLA-DQB1*0602

p<0,0001 OR=16,167 NC
p<0,0001 OR=13,990 N total

Grifico IV-3. Representagio grifica das frequéncias fenotipicas para o alelo HLA-
DQB1#0602, nos grupos de doentes e populagio controlo.
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4.1.2.2.1. Comparagdo da frequéncis fenotipica dos alelos do locus HLA-

DOBI entre doentes e populacdo controlo

Analisando a tabela IV-2 e comparando o grupo de doentes N total com a

populaco controlo, verificou-se um aumento da frequéncia dos alelos HLA-DQB1*04,
#06 e 0602 e uma diminuigio da frequéncia dos alelos HLA-DQB1*02, *03, *0301,
*05 e *0603. Dentro do tipo HLA-DQB1*03, o tinico alelo representado nos doentes éo
0301 (gréfico IV-2). De todos os alelos referidos, os que apresentaram diferencas
estatisticamente significativas no valor da frequéncia fenotipica foram apenas o HLA-
DQB1#06 (73,9% vs. 36,8% Pop. Controlo, p=0,001 e OR=4,862) e quando
subtipamos, o HLA-DQB1*0602 (65,2% vs. 11,8% Pop. Controlo, p<0,0001 e
OR=13,990) (tabela VII-18 Anexos e grafico IV-3).

Estabelecendo a comparagfio entre narcolepsia com cataplexia (NC) e populacéo
controlo, observou-se um aumento do valor da frequéncia fenotipica para os alelos
HLA-DQB1*04, *06 e *0602 ¢ uma diminui¢io para os alelos DQB1*02, *03, *0301,
*05 e *0603. Apenas a frequéncia do alelo DQB1 *06 (78,9% vs. 36,8% Pop. Controlo,
p<0,0001 e OR=6,435) e do seu subtipo DQB1*0602 (68,4% vs. 11,8% Pop. Controlo,
p<0,0001 e OR=16,167) (grafico IV-3) mostrou um aumento estatisticamente
significativo no grupo NC (tabela VII-22 Anexos). Dos alelos cuja frequéncia estava
diminuida, apenas para os alelos DQB1*03 (31,6% vs. 59,5% Pop. Controlo, p=0,028 e
OR=0,314) e DQB1*0301 (10,5% vs. 36,4% Pop. Controlo, p=0,023 ¢ OR=0,206)
(gréfico [V-2) os valores encontrados foram significativos (tabela VII-22 Anexos).

De realcar que, dos quatro doentes com narcolepsia sem cataplexia (N) todos
possuem no seu fendtipo o alelo HLA-DQB1*03 (100,0% vs. 59,5% Pop. Controlo)
(tabela VII-26 Anexos).

Da comparagio entre HIP e Pop. Controlo, verificou-se que a frequéncia dos
alelos HLA-DQB1*02, *03 e *0301 (gréfico IV-2) estava diminuida e que a dos alelos
HLA-DQB1 *05, *06, *0602 e *0603 estava aumentada. Em nenhum dos casos esses

aumentos ou diminuicdes foram significativas (tabela VII-30 Anexos).

Relativamente ao grupo das outras patologias de sono (OPS), quando comparado
com a populagdo controlo, verificou-se que a frequéncia do alelo HLA-DQB1*06 e dos

subtipos *0602, *0603, *0604 e *0605 estava aumentada nos doentes com OPS. Em
contrapartida, a frequéncia dos alelos HLA-DQBI1 *02, *03 e *0301 encontrou-se
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diminuida no primeiro grupo. De todos os alelos referidos anteriormente, apenas o
HLA-DQB1 #0301 apresentou uma diminuigio estatisticamente significativa na sua
frequéncia fenotipica (10,0% vs. 36.4% Pop. Controlo, p=0,024 ¢ OR=0,194) (gréfico
V-2 e tabela VII-34 Anexos). De referir que a frequéncia deste alelo também estava

diminuida no grupo N total e HIP, embora ndo de forma significativa.

DOBI entre os vdrios grupos de doentes

Nizo se observaram diferencas estatisticamente significativas para o alelo HLA-
DQB1 *0602, quando se compara a frequéncia do alelo deste alelo entre as populagdes
NC e N (68,4% vs. 50,0% N (tabela VII-2 Anexos). Por outro lado, os alelos HLA-
DQB1*03 e *0301 apresentaram as suas frequéncias diminuidas no grupo NC, sendo no
primeiro caso uma diminuigao significativa (31,6% vs. 100,0% N, p=0,024) (tabela VII-
2 Anexos).

Relativamente a analise entre os grupos N total e HIP, verificou-se que a
frequéncia do alelo HLA-DQB1 *0301 estava diminuida no grupo N total (17,4% vs.

22,2% HIP) e que a do alelo DQB1* 0602 estava aumentada no primeiro grupo mas nao
significativamente (65,2% vs. 22,2% HIP, p=0,049 e OR=6,563) (tabela VII-6 Anexos).

Comparando o grupo de doentes N total com o das OPS, observou-se que a
frequéncia do alelo HLA-DQB1*0602 estava aumentada no primeiro grupo de doentes
e o aumento observado foi estatisticamente significativo (65,2% vs. 15,0% Pop.

Controlo, p=0,002 e OR=10,625) (tabela VII-10 Anexos).

Analisando comparativamente os grupos HIP e OPS, salientou-se a frequéncia
do alelo HLA-DQB1*03, que se apresentou diminuida no primeiro grupo quando
comparado com o segundo (33,3% vs. 50,0% OPS) e a dos alelos HLA-DQB1*0301
(22.2% vs. 10,0% OPS), HLA-DQBI1¥0602 (22,2% vs. 15,0% OPS) e HLA-
DQB1*0603 (33,3% vs. 25,0 OPS) que estava aumentada nas hipersénias, mas em

nenhum dos caso de forma significativa (tabela VII-14 Anexos).

Da andlise dos resultados obtidos pode-se concluir que o alelo HLA-
DQB1*0301 se encontra mais associado i hipersénia idiopatica do que a narcolepsia ou
a outras patologias de sono, o que estd de acordo com estudos anteriores que também o

. N . Fenli = y Q .
associam 2 hipersénia € ndo a narcolepsia * No entanto, estes dados contrariam 0s
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obtidos por Mignot et al., que associa o alelo DQB1%0301 a narcolepsia =. O facto do
alelo DQB1*03 estar significativamente diminuido no grupo NC (31,6% contra 100%
N), quando comparado com o N, poderd sugerir que este alelo seja um alelo de
protec¢do contra a cataplexia, mas como foram estudados poucos doentes sem
cataplexia, nada se pode concluir a este respeito. Relativamente ao alelo HLA-
DQB1#0602 podemos concluir que este alelo € um alelo de susceptibilidade para a
narcolepsia (sobretudo em pacientes com cataplexia associada). Ou seja, pessoas com
este alelo tém maiores probabilidades de vir a desenvolver a doenga do que aquelas que
ndo o apresentam. Estes dados estdo de acordo com o0s obtidos por outros grupos de
investigagdo, como por exemplo o de Mignot et al., em que o alelo DQB1*0602 estd
bem documentado em doentes com NC, sendo considerado, para populagdes
caucasoides e afro-americanas, melhor marcador para NC do que o alelo DRB1*1501
247576 posteriormente, o hapl6tipo DQB1*0602-DQA1*0102 foi encontrado em todos
os doentes narcolépticos-catapléticos japoneses, em 95% dos caucasianos ¢ 70% dos
afro-americanos, sendo considerado actualmente o haplétipo de susceptibilidade para a
narcolepsia '“***". O alelo DQB1*0602 foi considerado, mais tarde, por Mignot et al., o
mais especifico e informativo 227178 ggtudos preliminares em doentes portugueses

apontam também para esta mesma associagao LB

4.1.2.3. Locus HLA-DRBI

Na tabela IV-3 podem observar-se as frequéncias fenotipicas obtidas para os

grupos de doentes e populagio controlo para o locus HLA-DRBI.
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Tabela IV-3. Frequéncias fenotipicas obtidas para o locus DRBI, nos grupos de doentes e
populagdo controlo.

Alelo NC (N=19) N (N=4) N total (N=23) HIP (N=9) OPS (N=20) Pop. Controlo (N= 240)
N Freq, (%) NFreq. (%N Freq. (%) NFreq. (%)NFreq.(%) N Freq. (%)

HLA-DRB1*01 4 21,1 0 00 4 17,4 2 22 4 20 61 254
HLA-DRB1*03 2 105 1 250 3 13,0 3 333 2 100 49 204
HLA-DRBI1*4 3 158 1 250 4 17.4 2 22 6 300 70 29,2
HLA-DRB1*07 5 263 1 250 6 26,1 0 00 3 150 72 30,0
HLA-DRB1*08 3 158 0 00 3 13,0 11,1 1 50 17 7,1
HLA-DRBI*9 0 00 0 00 O 0,0 0 00 0 00 4 1.7
HLA-DRBI*10 0 00 0 00 O 0.0 0 00 2 100 4 1.7
HLA-DRB1*11 2 105 3 750 5 21,1 2 22 6 300 45 18,8
HLA-DRBI*12 0 00 0 00 0 0,0 0 00 0 00 ] 2.1
HLA-DRB1*13 3 158 0 00 3 13,0 2 222 8 400 57 238
HLA-DRB1*¥14 3 158 0 00 3 13,0 2 222 2 100 18 7.5
HLA-DRB1*1501 13 684 2 500 15 652 2 22 3 150 33 13.8
HLA-DRBI*1I6 0 00 0 00 0O 0,0 0 00 1 50 14 5.8
HLA-DRBI*X 0 00 0 00 0 0.0 2 222 2 100 0 0.0

Ver rodapé tabela IV-1.

As frequéncias fenotipicas para os alelos HLA-DRB1*03 e DRB1*1501 estdo
representadas nos graficos IV-4 ¢ IV-5, onde se podem também observar os valores
Teste Exacto de Fischer (p) (quando significativo) e Odds Ratio (OR), no segundo
grafico.

ONC mN ON total OHIP BOPS @ Pop. Controlﬂl

40,0

30,04
Freq.
Fenotipica 20,01
(%)

10,0

N
)
| |

0,0 I
HLA-DRB1*03

Grifico IV-4. Representagio gréfica das frequéncias fenotipicas para o alelo HLA-DRB1*03,
nos grupos de doentes e populagio controlo.
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[ONC @ N O N total O HIP BOPS @ Pop. Controlo

SO’UW '
60,0
Freq.
Fenotipica 40,0
(%)

20,01

0,0

HLA-DRB1*1501

p<0,0001 OR=13,591 NC
p<0,0001 OR=11,761 N total

Grafico IV-5. Representagio grdfica das frequéncias fenotipicas para © alelo HLA-
DRB1*1501, nos grupos de doentes e populagéo controlo.

4.1.2.3.1. Comparacdio da frequéncia fenotipica dos alelos do locus HLA-

DRBI entre doentes e populacdo controlo

Analisando a tabela IV-3 e comparando o grupo de doentes N total com a
populacdo controlo, verificou-se um aumento da frequéncia dos alelos HLA-DRB1*08,
*11, *14 e *1501 e uma diminuigio da frequéncia dos alelos HLA-DRB1*01, *03, *04,
*07 e *13. De todos os alelos cuja frequéncia estava aumentada, apenas o HLA-
DRB1*1501 (grifico IV-5) apresentou um aumento estatisticamente significativo
(65,2% vs. 13,8% Pop. Controlo; p<0,0001 e OR=11,761) (tabela VII-19 Anexos). O
mesmo se verifica relativamente ao grupo NC e populagdo controlo, onde este alelo
apareceu em 684% dos doentes e apenas 13,8% dos ndo doentes (p<0,0001 e
OR=13,591) (tabela VII-23 Anexos). Nos pacientes com narcolepsia sem cataplexia
(N), h4 também o aumento da frequéncia deste alelo (50,0% vs. 13,8% Pop. Controlo),
mas ndo significativamente. Outro alelo onde se verificou um aumento na sua
frequéncia fenotipica, foi o HLA-DRB1*11 (75,0% vs. 18,8% Pop. Controlo; p=0,025 ¢
OR=13,000) (tabela VII-27 Anexos).

Relativamente a hipersénia idiopética (HIP) e populagdo controlo observou-se
um aumento da frequéncia dos alelos HLA-DRB*03 (33,3% vs. 20,4% Pop. Controlo)
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(grafico TV-4), *08 (11,1% vs. 7,1% Pop. Controlo), *11 (22,2% vs. 18,8% Pop.
Controlo) *14 (222% vs. 7,5% Pop. Controlo) e *1501 (22,2% vs. 13.8% Pop.
Controlo) (grafico IV-5) (tabela VII-31 Anexos).

Considerando as outras patologias de sono (OPS) comparadas com a populagdo

controlo, verificou-se que a frequéncia dos alelos HLA-DRB1*10, *11, * 13, *14 ¢

#1501 (gréfico IV-5) estava aumentada nos doentes com OPS. Em contrapartida, a
frequéncia dos alelos HLA-DRB1*01, *03 (grifico IV-4), *07 e *08 encontrou-se
diminuida no primeiro grupo. De todos os alelos referidos anteriormente, salientam-se 0
DRBI1 *11 (30,0% vs. 18,8% Pop. Controlo) e *13 (40,0% vs. 23,8% Pop. Controlo),
cujas frequéncias embora aumentadas, ndo o estdo de forma significativa (tabela VII-35

Anexos).

4.1.2.3.2._Comparacdo da frequéncia fenotipica dos alelos do locus HLA-

DRBI entre os vdrios grupos de doentes

Comparando NC com N salientou-se a frequéncias fenotipica dos alelos DRB1
#11 e *1501. A frequéncia do primeiro alelo encontrou-se diminuida na narcolepsia
com cataplexia (10,5% vs. 75% N, p=0,02 e OR=0,039) ¢ a do segundo aumentada
(68,4% vs. 50% N) (tabela VII-3 Anexos).

Relativamente 2 anlise entre os grupos N total e HIP, verificou-se que apenas a
frequéncia do alelo HLA-DRB1*#1501 estava aumentada (65.2% e 22,2% HIP),
aumento esse proximo da significancia (p=0,049 e OR=6,563) (tabela VII-7 Anexos).
O mesmo acontece quando estabelecemos a comparagao entre N total e OPS, onde s6 a
frequéncia do alelo HLA-DRB1*1501 estava aumentada significativamente ( 65,2% vs.
15,0% OPS, p= 0,002 ¢ OR=10,625) (tabela VII-11 Anexos). Ao comparar HIP com
OPS, verificou-se que as maiores diferengas surgiram para a frequéncia do alelo
DRB1%03 (33,3% vs. 10,0% OPS) que estava mais aumentada no primeiro grupo, mas
ndo significativamente. A frequéncia do alelo DRB1*1501 era superior no grupo HIP
(22.,2% vs. 15,0% OPS) (tabela VII-15 Anexos).

Da andlise dos resultados anteriores pode-se concluir que a frequéncia do alelo
HLA-DRB1#1501 est4 aumentada em todos os grupos de doentes com narcolepsia
quando comparada com a populagdo controlo. Esse aumento foi estatisticamente

significativo (p<0,05) nos grupos N total e NC, mas nao no N, provavelmente devido
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a0 reduzido nimero de doentes estudado. O mesmo acontece nos grupos HIP e OPS,
onde a frequéncia do alelo DRB1*1501 estd apenas ligeiramente aumentada (22,2%
HIP, 15,0% OPS vs. 13,8% Pop. Controlo). Assim, pode-se afirmar que existe uma
associacdo entre este alelo e a narcolepsia, dado as diferencas observadas nas
frequéncias fenotipicas deste alelo entre esta patologia € a populagio controlo. Assim,
individuos que possuam o alelo DRBI*1501 estdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca do que os que ndo o apresentam. Estes resultados estao de
acordo com trabalhos anteriormente realizados em Portugal, em que o alelo HLA-
DRB1#1501 era mais representado nos narcolépticos (sobretudo nos pacientes com
cataplexia associada) 2931323334 Trabalhos efectuados noutras populagdes por Mignot et
al. obtiveram os mesmos resultados ' >,

Para o alelo HLA-DRB1*03 houve o aumento nos grupos HIP e N, embora esse
aumento fosse superior no primeiro destes grupos. Este aumento no grupo HIP estd de
acordo com estudos portugueses 2031323334 em que o alelo DRB1*03 foi mais frequente
nas hipersénias sem narcolepsia associada. A constatagdo de que a frequéncia do alelo
HLA-DRB1*11 estava significativamente diminuida no grupo NC (p=0,021), quando
comparado com doentes com narcolepsia sem cataplexia e o facto do OR ter dado
inferior a 1 (OR=0,039), sugere que este alelo poderd ser um alelo protector. Assim,
individuos que apresentem o alelo poderdo ter menos probabilidades de vir a

desenvolver cataplexia do que aqueles que nao o possuem.

4.1.2.4. Andlise do Haplotipo HLA-DRBI*1501-DQA1*0102-DOBI*0602

Na tabela TV-4 podem observar-se as frequéncias fenotipicas obtidas nos grupos
de doentes e populagdo controlo para o haplétipo HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-

DQB1*0602, assim como para os alelos que formam o haplétipo.
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Tabela IV-4. Frequéncias fenotipicas de HLA-DRB1-DQA1-DQB1 em individuos com NC, N,
N total, HIP, OPS e Pop. Controlo.

Alelo NC (N=19) N (N=4) N total (N=23) HIP(N=9) OPS (N=20) Pop.Controlo

N Freq(%) N Freq(%) N Freq(%) N Freo.(%) N Frea.(%) N Freq.(%)
DRB1*1501 13 684 500 15 652 222 3 150 33240 138

2
DQA1%0102 13 684 50,0 15 65,2 1 11,1 8 40,0 50216 23,1
DQB1*0602 13 68,4 50,0 15 65,2 2 222 3 150  26/220 11,8

6tino 13 684 300 15 65.2 1 1.1 3 150 22/175 126

ST ST b R S

As frequéncias fenotipicas calculadas para o haplétipo em todos os grupos de
doentes e populagio controlo podem ser vizualizadas no gréafico IV-6. Os valores depe
OR estio registados, apenas, para os grupos em que existiram diferencas

estatisticamente significativas nas frequéncias fenotipicas.

ONC EN ONtotal OHIP @ OPS O Pop.Controlo

80,0

60,01

Freq.
Fenotipica (%)

20,04

0,0

HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602

p<0,0001 OR=15,068 NC
p<0,0001 OR=13,040 N total

Grifico IV-6. Representacio grifica das frequéncias fenotipicas para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 nos grupos de doentes e populagio controlo.

A observagio da tabela TV-4 e grafico IV-6, permitiu verificar que a frequéncia
fenotipica do haplétipo HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 apresentou um
aumento estatisticamente significativo, quando comparada com a da populacdo
controlo, apenas nos grupos de doentes com N_total (65,2% vs. 12,6% Pop. Controlo,
p<0,0001 e OR=13,040) (tabelaVII-20 Anexos) e NC (68,4% vs. 12,6, Pop. Controlo,
p<0,0001 e OR=15,068) (tabela VII-24 Anexos). Nos grupos HIP e OPS ndo se
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observaram diferencas na frequéncia fenotipica deste haplétipo, quando comparada
com a populagdo controlo (tabelas VII-32 € 36 Anexos).

Entre os grupos NC e N, houve um aumento da frequéncia do haplétipo na

narcolepsia com cataplexia, mas ndo de forma significativa (tabela VII-4 Anexos).

Quando se compara a frequéncia deste hapl6tipo nos grupos N_total e HIP
verificou-se que o haplétipo estava aumentado no primeiro grupo € que esse aumento
foi significativo (65,2% vs. 11,1% HIP, p=0,015 e OR=15,000) (tabela VII-8 Anexos).
O mesmo aconteceu ao comparar N total com OPS (65,2% vs. 15,0% OPS, p=0,002 e
OR=10,625) (tabelaVII-12 Anexos).

Estes resultados sio concordantes com outros trabalhos realizados em Portugal
2931323338 & efectuados por Mignot et al. 1022272830 " nos quais o haplétipo HLA-
DRB1*#1501-DQA1*0102-DQB1*0602 estava associado a narcolepsia com cataplexia.
Estes dados sugerem ainda que este hapl6tipo € importante para a distingdo entre NC vs.
HIP, considerando-se que estas duas entidades possuem caracteristicas genéticas

diferentes.

4.2. Andlise do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigio
no exdo 6 do gene TNFRII pela técnica de PCR-RFLP com enzima de
restricao Nla IT1

A anélise de um polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigdo no exdo 6
do gene TNFRII (196M/196R), por PCR-SSP, para detec¢do da substituicao T—>G foi
efectuada em 32 doentes: 19 com narcolepsia e cataplexia (NC) ; 4 com narcolepsia sem
cataplexia (N) e 9 com hipersénia idiopatica (HIP). Utilizou-se uma populagéo controlo
de 44 individuos.

Na figura [V-5 estd representado o resultado da separagdo electroforética dos
fragmentos obtidos apés a digestdo do produto de amplificagdo do fragmento do gene

TNFRII com a enzima Nla I11.
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M MMMM RR M MR MWR MR A

300
200
= 133pb
= 109pb
100

Figura IV-5. Detecgio dos alelos 196M e 196R ap6s digestdo do produto amplificado com 4 U
da Enzima Nla Il . M - marcador de pesos moleculares 100 pb, A - produto amplificado =
fragmento de 242 pb do exdo 6 do gene TNFRII resultante da amplificagdo do DNA genémico
por PCR, (M) presenca do local de restrigdo para Nla Il (alelo196M), (R) auséncia do local de
restrigdo para Nla Il (alelo 196R).

A presenga de guanina (G) na posi¢do 196 do gene TNFRII origina um local de
restri¢do, levando ao aparecimento de dois fragmentos mais pequenos (133 e 109 pb),
formados a partir do produto amplificado original de 242 pb (figura IV-5). Ou seja,
estamos na presenga do alelo 196M, que contém o local de restrigdo para a enzima Nla
111 Pelo contririo, quando o produto PCR amplificado nao € clivado estamos perante o
alelo 196R (alelo com timina (T) na posi¢do 196 e auséncia de local de restri¢do para a
enzima Nla IIT). Deste modo, foram considerados homozigéticos para o ndo corte
(presenga de T) os individuos cujas amostras, depois de digeridas, apresentaram uma
banda dnica de 242 pb. A intensidade desta banda € idéntica aquela obtida para o
produto amplificado (gen6tipo R/R). Nas amostras de individuos homozigéticos para o
local de corte (presenga de G) apareceram, ap6s digestdo, duas bandas (133 pb e 109
pb) de menor intensidade (gendtipo M/M). Para os doentes com gen6tipo M/R, isto €,
heterozigéticos, para além destas duas bandas surgiu também uma terceira de 242 pb
correspondente ao alelo R. Neste caso, estas trés bandas apresentaram menor

intensidade do que as duas do genétipo M/M.

4.2.1. Anilise dos resultados
O célculo do valor de p e OR mediante o uso do programa SPSS, para analisar

existéncia de diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias entre a

populagdo de doentes e populagdo controlo foi efectuado apenas para os gen6tipos.
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4.2.1.1. Frequéncias Fenotipicas

Na tabela IV-5 podem observar-se as frequéncias fenotipicas para o gene

TNFRII, nos grupos de doentes e populagdo controlo.

Tabela IV-5. Frequéncias fenotipicas obtidas para o gene TNFRII, nos grupos de doentes e
populagdo controlo.

TNFRII NC (N=19) N (N=4) N total (N=23)  HIP (N=9) Pop. Controlo (N=44)
N Frea. (%) N Freq (%) N Freq. (%) N Freqa (%) N Freq. (%)

Fenétipo
196M 19 100,0 4 100,0 23 100,0 8 88,9 41 93,2
196R 8 42,1 2 500 10 43.5 4 444 19 432

No grifico IV-7 estdo representadas as frequéncias fenotipicas obtidas para o

alelo 196M e 196R, nos vérios grupos de doentes estudados e na populagdo controlo.

[BNC mN ON total CIHIP B Pop. Controlo |

100,04
80,01
Freq. 60,0
Fenotipica
(%) 40.0‘
20,0
0,0

Grifico IV-7. Representacio grifica das frequéncias fenotipicas para os alelos 196M e 196R
nas populacoes estudadas.

Por andlise da tabela IV-5 e grifico IV-7, verificou-se que nao existiram
diferencas relevantes na frequéncia fenétipica dos alelos 196M e 196R em todos os
grupos de doentes estudados, quando comparados com a populagao controlo.

Considerando-se o total de doentes com narcolepsia (N total), a frequéncia do
alelo 196M foi de 100,0 % vs. 93,2% para a populagdo controlo. Quando se analisaram
os subgrupos NC e N, a frequéncia fendtipica deste alelo manteve-se semelhante. Para

individuos com hipersénia idiopatica (HIP) a frequéncia do alelo M foi de 88,9%.
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A frequéncia fenotipica do alelo 196R foi de 43,5% para 0 grupo N total e
42,1% e 50% para os grupos NC e N, respectivamente. Este alelo estava representado
em 44,4% de doentes com hipersénia idiopatica, frequéncia essa idéntica a da populacdo

controlo (43,2%).

4.2.1.2. Frequéncias Genotipicas

Na tabela IV-6 e no grafico IV-8 podem ser vizualizadas as frequéncias dos

genétipos (M/M, M/R e R/R), observadas nos grupos de doentes e populagdo controlo.

Tabela IV-6. Frequéncias genotipicas obtidas para o gene TNFRII, nos grupos de doentes e
populagio controlo.

TNFRII NC (N=19) N (N=4) N total (N=23) HIP (N=9) Pop. Controlo (N=44)
N  Frea.(%) N _Frea. (%) N Freq. (%) N Frea. (%) N Frea, (%)

Gendtipo
MM 11 57,9 2 50,0 13 56,5 5 55.6 25 56,8
M/R 8 42,1 2 50,0 10 43,5 3 333 16 36,4
R/R 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 11.1 3 6.8

mc E N ON total 00 HIP B Pop. Controlo

60,0
50.0}

Freq. 40,01
Genotipica 30,0
(%) 20,01
10,01

0,0

N

Grifico IV-8. Representacio grafica das frequéncias para os genétipos M/M, M/R e R/R nas
populacdes estudadas.
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Analisando a tabela IV-6 e o gréfico IV-8 e recorrendo as tabelas VII-39 a VII-
41 (Anexos) verificou-se que ndo existiram diferengas estatisticamente significativas no
valor da frequéncia dos genétipos M/M, M/R e R/R entre os grupos de doentes e
populagdo controlo.

Para o gendtipo M/M, a frequéncia obtida em cada grupo de doentes foi
semelhante a da populagio controlo (56,5% N total, 57,9% NC, 50,0% N e 55,6% HIP
vs. 56,8% Pop. Controlo).

Por outro lado, observou-se, quando comparado com o grupo controlo, um
aumento na frequéncia do genétipo M/R em todos os doentes com narcolepsia (43,5% N
total, 42,1% NC e 50,0% N vs. 36,4% na Pop. Controlo) e uma ligeira diminuigao nos
doentes com hipersonia idiopdtica (33,3%).

Relativamente ao genétipo R/R, verificou-se a sua auséncia em todos os grupos
de doentes estudados, excepto na hipersénia, em que estava aumentado (11,1% vs. 6,8%
Pop. Controlo) (tabela VII-41 Anexos).

Da anélise dos resultados obtidos para as frequéncias fenotipicas e genotipicas
do gene TNFRII, pode-se constatar que tanto o alelo M como o R ndo se encontram
associados a nenhum grupo de doentes em particular, embora a frequéncia do alelo M
seja mais elevada que a do R. Por outro lado, dado o aumento da frequéncia do genotipo
M/R nos doentes com narcolepsia, poder-se-ia  associar este gen6tipo mais a
narcolepsia do que a outras hipersénias, no entanto, como o nimero de individuos
estudado foi pequeno, esta associagdo s6 poderd ser confirmada com estudos em
amostras mais alargadas de doentes. Estas observagbes juntamente com 0 facto do
genétipo R/R estar ausente nos narcolépticos levam-nos a concluir que a associagao do

alelo 196R 2 narcolepsia em doentes japoneses, descrita por Hohjoh et al. 3

, sugerindo
que o TNFRII estaria associado com a susceptibilidade para a narcolepsia, ndo foi
observada neste estudo. Note-se, no entanto, que as frequéncias deste alelo obtidas nas
populagdes de doentes narcolépticos foi semelhante em ambas as populagdes estudadas
— portuguesa e japonesa (43,5% portuguesa vs. 30,2% japonesa). A razdo pela qual, nao
foi encontrada qualquer associagdo no nosso estudo, deve-se, provavelmente, as
diferencas observadas na frequéncia deste alelo nas respectivas populagdes de referéncia

(43,2% portuguesa vs. 20,1% japonesa).
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V. CONCLUSOES

Do estudo dos antigénios HLA classe Il (DQA1-DQB1- DRB1) em doentes com
patologia de sono oriundos do Norte de Portugal, verificou-se que esta patologia estd
preferencialmente associada aos alelos HLA-DQA1*0102, DQB1*0301, DQB1*0602,
DRB1*03 e DRB1*1501.

Relativamente 2 narcolepsia com cataplexia (NC), os alelos HLA-DQA1*0102,
DQB1*0602 e DRB1*1501, sdo os mais frequentes. Estes resultados confirmam que o
hapl6tipo HLA-DRB1%1501-DQA1*0102-DQB1*0602 confere susceptibilidade para a
narcolepsia com cataplexia, sendo o alelo DQB1*0602 o mais especifico e informativo.

Os resultados obtidos para doentes com hipersénia idiopatica (HIP), indicam que
os alelos mais associados a esta patologia sdo o HLA-DQB1*0301 e HLA-DRB1*03.

Os dados anteriores permitem concluir que o haplétipo HLA-DRB1*1501-
DQA1*0102-DQB1*0602 ¢ importante para a distingao entre NC e HIP, considerando-
se que estas duas entidades possuem caracteristicas genéticas diferentes. Assim, este
estudo reforga a associagdo dos antigénios HLA 2 patologia de sono e também a ideia
de que a caracterizagdo genética poder4 ser itil na distingo clinica entre pacientes com
narcolepsia e pacientes com outras hipersonias.

Embora se tenha considerado também o grupo N (narcolepsia sem cataplexia),
dada a importancia atribuida ao factor cataplexia no diagnéstico desta patologia, o
niimero de individuos estudados ndio permitiu tirar conclusdes. De facto, o hapl6tipo
HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 ndo € um factor de distin¢do entre NC e
N, dada a sua representatividade em ambas as populagdes, 0 que sugere que a cataplexia
nio ¢ indispensével para o diagndstico de narcolepsia. O facto da frequéncia dos alelos
HLA-DQA1*05 ¢ HLA-DRBI1*11 estar significativamente diminuida no grupo NC,
quando comparado com o N, poderé sugerir que estes alelos sejam alelos de proteccao
contra a cataplexia, mas esta hipétese s6 poderd ser confirmada com estudos em séries
mais alargadas de doentes.

Para o grupo das outras patologias de sono (OPS), néo se observou a associagéo

com nenhum antigénio HLA em particular.

Da anélise do polimorfismo no exdo 6 do TNFRII pode concluir-se que nenhum

dos alelos 196M e 196R se encontra associado a patologia de sono. Esta observagao
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juntamente com a auséncia do gendtipo R/R nos doentes com narcolepsia, mostra que a
associacdo do alelo 196R a esta patologia em doentes japoneses, descrita por Hohjoh et
al, nio foi observada no grupo de doentes estudados. O aumento da frequéncia do
gen6tipo M/R nos narcolépticos, pode sugerir a sua associagdo apenas a narcolepsia. No
entanto, estudos com um nimero mais elevado de doentes serdo necessarios para

confirmar estas observagoes.

O trabalho realizado reforca a hipétese postulada da existéncia de genes de
susceptibilidade para a narcolepsia e hipersénia idiopatica localizados na regiao HLA
classe Il (DQA1, DQB1 e DRB1). No entanto, embora 0 haplétipo HLA-DQA1*0102 e
DQB1*0602 esteja representado em 95% de doentes caucasianos, nao ¢ necessdrio nem
suficiente para o desenvolvimento da narcolepsia. Assim, por exemplo, individuos que
ndo possuam o alelo HLA-DQB1*0602 podem manifestar a doenga e do mesmo modo,
individuos com o alelo podem ndo ser doentes. Estes dados sugerem que factores
genéticos ndo relacionados com o HLA e factores ambientais poderdo também estar
envolvidos na etiopatogénese desta doenga. Apesar de todos estes estudos o mecanismo
patofisiolégico da doenga € ainda desconhecido, sendo a hipétese mais provavel a de
que a narcolepsia € uma doenga autoimune associada ao HLA e na qual a perda de
neurénios, produtores de hipocretina € consequéncia de um processo de destruicdo
neuronal, mediada pelos antigénios do sistema HLA. Neste contexto, a procura de um
aumento da transmissdo de hipocretina, poderd conduzir a novos tratamentos para a

narcolepsia humana.
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Anexos

VII-ANEXOS

7.1. Resultados do programa de estatistica SPSS para a tipagem HLA

7.1.1. Comparaciio entre narcolepsia com cataplexia (NC) e narcolepsia sem

cataplexia (N)

Tabela VII-1. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus HLA-DQAL,
em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e narcolepsia sem cataplexia (N).

Alelo NC (N=19) N(N=A) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio
N Freq(%) N_ Freq(%) P (OR)
DQA1*01 15 789 2 50,0 0270 3,750
DQA1*0101 4 21,1 0 0.0 1,000 _
DQA1*0102 13 684 2 50,0 0,589 2,167
DQA1*0104 1 53 0 0,0 1,000 .
DQA1*02 5 263 1 250 1,000 1,071
DQA1*03 4 | 2,1 1 250 1,000 0,800
DQA1*04 3 158 0 0,0 1,000
DQA1*05 6 316 4 100,0 0,024

Tabela VII-2. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DQBI,
em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e narcolepsia sem cataplexia (N).

Aldo NC(N=19) N(N=4) Teste BactoFisher ~ (Qdds Ratio
N Freq(%) N _ Freg(%) @ OR
DQB1*02 6 31,6 2 500 058 0462
DQB1+03 6 316 4 1000 0,024
DQB1*0301 2 105 2 500 0125 0118
DQB1*4 3 158 0 00 1000 .
DQB1*05 5 %3 0 00 05% S
DQB1*06 15 789 2 500 0210 3750
DQB1+0602 13 684 2 500 058 2,167
DQB1*0603 2 105 0 00 1,000 -
DQB1*0604 1 53 0 00 1,000
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Tabela VII-3. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DQRI1,
em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e narcolepsia sem cataplexia (N).

Alelo NC(N=19) N (N=4) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) P (OR)
DRB1*01 4 21,1 0 00 1,000
DRB1#03 2 105 1 250 0453 0353
DRB1*04 3 158 1 250 1,000 0,563
DRB1*07 5 26,3 1 250 1,000 1,071
DRB1*08 3 158 0 00 1,000 _
DRB1*11 2 10,5 3 750 0,021 0,039
DRB1*13 3 158 0 0,0 1,000 -
DRB1*14 3 158 0 00 1,000
DRB1*1501 13 68,4 2 50,0 0,589 2,167

Tabela VII-4. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o hapl6tipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e
narcolepsia sem cataplexia (N).

Hapl6tipo NC (N=19) N (N=4) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio
DRB1*1501-DQA1*0102- N Freq(%) N Freq(%) (p (OR)
DQB1*0602 13 684 2 30,0 0,589 2,167

7.1.2. Comparacio entre narcolepsia total (N total) e hipersonia idiopatica
(HIP)

Tabela VII-5. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DQAL,
em doentes do grupo N total e dentes com hipersénia idiopatica (HIP).

Alelo N total (N=23) HIP (N=9) Teste Bxacto Fisher  Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) p (OR)
DQA1*01 17 739 4 M4 0,213 3542
DQA1*0101 4 174 2 22 1,000 0,737
DQA1*0102 15 652 1 11,1 0,015 15,000
DQA1*0103 0 00 1 11,1 0,281
DQA1*0104 1 43 2 22 0,184 0,159
DQA1*02 6 26,1 0 0 0,150 _
DQA1*03 5 21,7 2 222 1,000 0972
DQA1*04 3 13,0 1 11,1 1,000 1,200
DQA1*05 10 43,1 6 66,7 0433 0385
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Tabela VII-6. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus HLA-DQBI1,
em doentes do grupo N total e dentes com hipersénia idiopética (HIP).

Alelo N total (N=23) HIP (N=9) Teste Fxacto Fisher ~ Odds Ratio

N Freq(%) N Freq(%) P (OR)

DQB1*02 8 3438 3 333 1,000 1,067

DQB1*03 10 43,5 3 333 0,704 1,538

DQB1*0301 4 174 2 22 1,000 0,737
DQB1*04 3 13,0 0 00 0,541

DQB1*05 5 21,7 4 44 0,226 0,347

DQB1*06 17 739 4 44 0213 3,542

DQB1*0602 15 652 2 22 0,049 6,563

DQB1*0603 2 8.7 3 333 0,121 0,190
DQB1*0604 1 4,3 0 00 1,000

Tabela VII-7. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DRBI,
em doentes do grupo N total e dentes com hipersénia idiopatica (HIP).

Alelo N total (N=23) HIP (N=9) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio

N Freq(%) N Freq(%) P (OR)

DRB1*01 4 174 2 22 1,000 0,737

DRB1*03 3 130 3 333 0314 0,300

DRB1*04 4 174 2 n2 1,000 0,737
DRB1*07 6 26,1 0 00 0,150

DRB1*08 3 13,0 1 11,1 1,000 1,200

DRB1*11 5 21,7 2 22 1,000 0972

DRB1*13 3 13,0 2 22 0,604 0525

DRB1*¥14 3 130 2 22 0,604 0525

DRB1*1501 15 65,2 2 22 0,049 6,563

Tabela VII-8. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes do grupo N total e doentes com hipersonia
idiopatica (HIP).

Haplétipo N total (N=23) HIP (N=9) Teste Exacto Fisher  Odds Ratio
DRBI*1501-DQAI*0102- N Freq(%) N  Freq(%) ® (OR)
DQB1*0602 15 652 1 11,1 0,015 15,000
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7.1.3. Comparagio entre narcolepsia total (N total) e outras patologias de
sono (OPS)

Tabela VII-9. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DQAL,
em doentes do grupo N total e doentes com outras patologias de sono (OPS).

Alelo N total (N=23) OPS (N=20) Teste Exacto Fisher  Odds Ratio

N  Freq(%) N _ Freq(%) L) (OR)

DQA1*01 17 739 16 80,0 0,728 0,708

DQA1*0101 4 174 3 150 1,000 1,193

DQA1*0102 15 652 8 400 0,131 2,813
DQA1*0103 0 00 5 250 0,016

DQA1*0104 1 43 2 100 0,590 0,409
DQA1*0105 0 0,0 2 10,0 0,210

DQA1*02 6 26,1 3 150 0,467 2,000

DQA1*03 5 21,7 5 250 1,000 0.833
DQA1*04 3 13,0 0 0,0 0,236

DQA1*05 10 435 8 40,0 1,000 1,154

Tabela VII-10. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DQBI,
em doentes do grupo N total e doentes com outras patologias de sono (OPS).

Alelo Nitotal (N=23) OPS (N=20) Teste Facto Fisher  Qdds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) P (OR)
DQBI*(2 8 3438 5 250 05 1,600
DQBI1*03 10 45 10 500 0764 0,769
DQB1*0301 4 174 2 100 0,669 1,895
DQB1*04 3 130 1 50 0610 2850
DQB1*05 5 217 8 400 0318 0417
DQBI1*06 17 739 11 550 0219 2318
DQBI*0602 15 652 3 150 0,002 10,625
DQBI*0603 2 &7 5 250 0222 0286
DQB1*0604 1 43 2 100 0,59 0409
DQBI*0605 0 00 1 50 0465
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Tabela VII-11. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus HLA-DRBI,
em doentes do grupo N total e doentes com outras patologias de sono (OPS).

Alelo N total (N=23) OPS (N=20) Teste Exacto Fisher  Odds Ratio
N Freq(%) N  Freq(%) (P (OR)
DRB1*01 4 174 40 200 1,000 0,842
DRB1*03 3 13,0 2 100 1,000 1,350
DRB1*04 4 174 6 300 0473 0,491
DRB1*07 6 26,1 3 150 0467 2,000
DRB1*08 3 13,0 1 50 0,610 2,850
DRB1*10 0 00 2 100 0210
DRB1#*11 5 21,7 6 300 0,728 0,648
DRB1*13 3 13,0 8 40,0 0,078 0,225
DRB1+#14 3 13,0 2 100 1,000 1,350
DRB1*1501 15 65,2 3 15,0 0,002 10,625
DRB1*16 0 00 1 50 0,465

Tabela VII-12. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1#1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes do grupo N total e doentes com outras
patologias de sono (OPS).

Hapl6tipo N total (N=23) OPS (N=20) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio
DRB1#1501-DQA1%0102- N Freq(%) N  Freq(%) P (OR)
DQB1*0602 15 65,2 3 15 0,002 10,625

7.1.4. Comparacio entre hipersénia idiopatica (HIP) e outras patologias de
sono (OPS)

Tabela VII-13. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAI, em
doentes com hipersonia idiopatica (HIP) e outras patologias de sono (OPS).

Alelo HIP (N=9) OPS (N=20) Teste Exacto Fisher  Odds Ratio
N Freq (%) N Freq(% ) (p (OR)
DQA1*01 4 44 16 80,0 0,088 02
DQA1*0101 2 22 3 150 0,633 1.619
DQA1*0102 1 11,1 8 40,0 0.201 0.188
DQA1*0103 1 11,1 5 250 0633 0375
DQA1*0104 2 22 2 10,0 0.568 2,571
DQA1*0105 0 0,0 2 10,0 1,000
DQA1*02 0 0,0 3 15,0 0.532 -
DQA1*03 2 22 5 25,0 1,000 0,857
DQA1*04 | 11,1 0 0,0 0310
DQA1*05 6 66,7 8 40,0 0,245 3,000
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Tabela VII-14. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQBIL, em
doentes com hipersénia idiopdtica (HIP) e outras patologias de sono (OPS).

Alelo HIP (N=9) OPS (N=20) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio

N Freg(%) N Freq(%) P (OR)

DQB1*02 3 333 5 250 0,675 1,500

DQB1*03 3 333 10 50,0 0454 0,500

DQB1*0301 2 22 ] 100 0.568 2571
DQB1*04 0 00 1 50 1,000

DQB1#05 4 444 8 400 1,000 1,200

DQB1*06 4 44 11 55,0 0,700 0,655

DQB1*0602 2 22 3 15,0 0,633 1,619

DQB1*0603 3 333 5 250 0,675 1,500

DQB1*0604 0 00 2 100 1,000 _
DQB1*0605 0 0,0 1 50 1,000

Tabela VII-15. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus DRBI, em
doentes com hipersénia idiopética (HIP) e outras patologias de sono (OPS).

Alelo HIP (N=9) OPS (N=20) Teste Exacto Fisher  Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) P (OR)
DRB1*01 2 272 4,0 200 1,000 1,143
DRB1*03 3 333 2 10,0 0,287 4,500
DRB1*04 2 272 6 30,0 1,000 0,667
DRB1*07 0 0.0 3 150 0,532 _
DRB1*08 1 11,1 1 50 0,532 2375
DRB1*10 0 0,0 2 10,0 1,000 .
DRB1*11 2 22 6 30,0 1,000 0,667
DRB1*13 2 2.2 8 40,0 0431 0429
DRB1*14 2 2.2 2 10,0 0,568 2,571
DRB1*1501 20 2.2 3 15,0 0,633 1,619
DRB1*16 00 00 1 50 1,000

Tabela VII-16. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com hipersénia idiopatica (HIP) e outras
patologias de sono (OPS).

Haplotipo HIP (N=9) OPS (N=20) Teste Fxacto Fisher  Odds Ratio
DRB1*1501-DQA1*0102- N Freq(%) N Freq(%) (p (OR)
DQB1*0602 1 11,1 3 15,0 1,000 0,708
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7.1.5. Comparacao entre narcolepsia total (N total) e populac¢io controlo

(Pop. Controlo)

Tabela VII-17. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAL, em
doentes do grupo N total e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo Ntotal N=23)  Pop. Controlo (N=216) Teste Exacto Fisher Odds Ratio

N Freq(% ) N Freq.(% ) ® (OR)
DQAI1*01 17 739 160 74,1 1,000 0,992
DQA1%0101 4 174 69 319 0232 0,449
DQA1%0102 15 652 50 231 0,000065606 6225
DQA1%0103 0 00 41 19,0 0,018 _
DQA1%0104 1 43 0 00 0,09% -
DQA1*02 6 26,1 66 306 0812 0,802
DQA1*03 5 21,7 63 292 0,628 0,675
DQA1*04 3 130 8 37 0,077 3,900
DQAI*05 10 35 %0 41,7 1,000 1077
DQAI1*06 0 00 4 19 1,000

Tabela VII-18. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQB1, em
doentes do grupo N total e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo N total (N=23) Pop. Controlo (N=220) Teste Fxacto Fisher Odds Ratio
N Freg(%) N Freq(%) ® (OR)
DQB1*02 8 M8 98 45 0,508 0,664
DQB1*03 10 435 131 59,5 0,182 0,523
DQB1*0301 4 174 80 36,4 0,105 0,368
DQB1*0302 0 00 37 16,8 0,030 _
DQB1*0303 0 00 13 59 0619
DQB1*0304 0 00 1 05 1,000 eeene
DQB1*04 3 130 10 45 0,113 3,150
DQB1*05 5 21,7 86 39,1 0,117 0433
DQB1*06 17 739 81 36,8 0,001 4862
DQB1*0601 0 00 4 1,8 1,000 -
DQB1*0602 15 652 26 11,8 0,0000000415 13,990
DQB1*0603 2 8,7 38 17,3 0386 0,456
DQB1*0604 1 43 11 50 1,000 0,864
DQB1*0605 0 00 2 0.9 1,000
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Tabela VII-19. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DRB1, em
doentes do grupo N total e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo N total (N=23) Pop. Controlo (N=240) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freg(%) N Freq(%) () (OR)
DRB1*01 4 174 61 254 0,460 0,618
DRB1*03 3 13,0 49 204 0,584 0,585
DRB1*04 4 17,4 70 292 0,332 0,511
DRB1*07 6 26,1 {2 30,0 0814 0,824
DRB1*08 3 13,0 17 7.1 0,398 1,968
DRB1*09 0 0,0 4 1,7 1,000 .
DRB1*10 0 0,0 4 1,7 1,000 .
DRB1*11 5 21,7 45 18,8 0,781 1,204
DRB1*12 0 00 5 21 1,000 _
DRB1*13 3 13,0 57 238 0,306 0,482
DRB1*14 3 13,0 18 715 0,409 1,850
DRB1*1501 15 65,2 33 138 0,000000180 11,761
DRB1*16 0 0,0 14 5,8 0,619

Tabela VII-20. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes do grupo N total e populagio controlo
(Pop. Controlo).

Hapl étipo N total (N=23) Pop. Controlo (N=175) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
DRB1%1501-DQA1*0102- N Freq(%) N Freq.(% ) (p (OR)
DQB1*0602 15 65.2 2 12,6 0,000000138644 13,040
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7.1.6. Comparaciio entre narcolepsia com cataplexia (NC) e populacao

controlo (Pop. Controlo)

Tabela VII-21. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAIL, em
doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo NC (N=19) Pop. Controlo (N=216) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(% ) p (OR)
DQA1*01 15 78,9 160 74,1 0,788 1,313
DQA1*0101 4 21,1 69 31,9 0441 0,568
DQA1*0102 13 68,4 50 23,1 0,0000900438 7,193
DQA1*0103 0 00 41 19,0 0,051 _
DQA1*0104 1 53 0 0.0 0,081 _
DQA1*02 5 26,3 66 30,6 0,799 0812
DQA1*03 4 21,1 63 292 0,599 0,648
DQA1*04 3 158 8 37 0,049 4,875
DQA1*05 6 316 20 41,7 0471 0,646
DQA1*06 0 00 4 1,9 1,000

Tabela VII-22. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQBI, em
doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e populagdo controlo (Pop. Controlo).

Alelo NC(N=19) Pop. Controlo (N=220) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) (1) (OR)
DQB1*02 6 31,6 98 44,5 0,339 0,575
DQB1*03 6 31,6 131 59,5 0,028 0314
DQB1*0301 2 10,5 80 36,4 0,023 0,206
DQB1*0302 0 0,0 37 16,8 0,051 _
DQB1*0303 0 0,0 13 59 0.607
DQB1*0304 0 0,0 1 0,5 1,000 -
DQB1*04 3 158 10 45 0,073 3,938
DQB1*05 5 26,3 86 39,1 0,331 0,556
DQB1*06 15 789 81 36,8 0,0004499152 6,435
DQB1*0601 0 0,0 4 18 1,000 -
DQB1*0602 13 68,4 26 11,8 0,00000011626 16,167
DQB1*0603 2 10,5 38 173 0,748 0,563
DQB1*0604 1 53 11 50 1,000 1,056
DQB1*0605 0 00 2 09 1,000
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Tabela VII-23. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DRB1, em
doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo NC (N=19) Pop. Controlo (N=240) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq(%) N Freq (%) P (OR)
DRB1*01 4 21,1 61 254 0,789 0,783
DRB1*03 2 10,5 49 204 0,383 0,459
DRB1*04 3 15,8 70 292 0,292 0,455
DRB1*07 5 26,3 72 30,0 1,000 0,833
DRB1+#08 3 15,8 17 7.1 0,171 2,460
DRB1*09 0 0,0 4 1,7 1,000 -
DRB1*10 0 0,0 4 1,7 1,000 -
DRB1*11 2 10,5 45 18,8 0,541 0,510
DRB1#*12 0 0,0 5 2,1 1,000 R
DRB1*13 3 158 57 238 0,577 0,602
DRB1*14 3 158 18 75 0,191 2,313
DRB1*1501 13 68,4 33 13,8 0,0000004425 13,591
DRB1*16 0 0,0 14 5,8 0,608

Tabela VII-24. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1#1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e
populagao controlo (Pop. Controlo).

Hapl 6tipo NC (N=19) Pop. Controlo (N=175) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
DRB1*1501-DQA1*0102- N Freq(%) N Freq(% ) (p) (OR)
DQB1%0602 13 684 22 12,6 0,0000003298 15,068
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7.1.7. Comparagcao entre narcolepsia sem cataplexia (N) e populacfio
controlo (Pop. Controlo)

Tabela VII-25. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAL, em
doentes com narcolepsia sem cataplexia (N) e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo N (N=4) Pop. Controlo (N=216) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq.(%) N Freq.(%) ) (OR)
DQA1*01 2 50,0 160 74,1 0,284 0,350
DQA1+0101 0 0,0 69 31,9 0,312
DQA1*0102 2 50,0 50 23,1 0,238 3,320
DQA1*0103 0 0,0 41 19,0 1,000 _
DQA1+0104 0 0,0 0 0,0
DQA1*02 1 25,0 66 30,6 1,000 0,758
DQA1*03 1 25,0 63 292 1,000 0,810
DQAT*M 0 0,0 8 37 1,000 -
DQA1*05 4 100,0 90 41,7 0,032 e
DQA1*06 0 0,0 4 1,9 1,000

Tabela VII-26. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQBI1, em
doentes com narcolepsia sem cataplexia (N) e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo N (N=4) Pop. Controlo (N=220) Teste Fxacto Fisher Odds Ratio
N Freq(% ) N Freq.(%) P (OR)
DQB1*02 2 50,0 98 4.5 1,000 1,245
DQB1*03 4 100,0 131 59,5 0,153
DQB1*0301 2 50,0 80 36,4 0,625 1,750
DQB1*0302 0 0,0 37 16,8 1,000 _
DQB1*0303 0 0,0 13 59 1,000
DQB1*0304 0 0.0 1 05 1,000 -
DQB1*04 0 0,0 10 4,5 1,000 -
DQB1*05 0 0,0 86 39,1 0,301 -
DQB1*06 2 50,0 81 36,8 0,628 1,716
DQB1*0601 0 0,0 4 1,8 1,000 _
DQB1*0602 2 50,0 26 11,8 0,077 7,462
DQB1*0603 0 0,0 38 17,3 1,000 -
DQB1*0604 0 0,0 11 50 1,000 -
DQB1*0605 0 0,0 2 0.9 1,000
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Tabela VII-27. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus DRB1, em

doentes com narcolepsia sem cataplexia (N) e populagio controlo (Pop. Controlo).

Alelo N (N=4) Pop. Controlo (N=240) Teste Exacto Fisher Odds Ratio

N__ Freq(%) N __ Freq(%) ) (OR)

DRB1%01 0 0,0 61 25,4 0,575 -
DRB1*03 1 25,0 49 20,4 1,000 1,299
DRB1*#(4 1 25,0 70 29,2 1,000 0,810
DRB1*07 1 25,0 72 30,0 1,000 0,778
DRB1*08 0 0,0 17 7.1 1,000 _
DRB1*09 0 0,0 4 1,7 1,000 -
DRB1*10 0 0,0 4 1,7 1,000 _
DRB1*11 3 75,0 45 18,8 0,025 13,000
DRB1*12 0 0,0 5 2,1 1,000 .
DRB1*13 0 0,0 57 23,8 0,576 _
DRB1*14 0 0,0 18 7.5 1,000 .
DRB1*1501 2 50,0 33 13,8 0,100 6,273
DRB1*16 0 0,0 14 5.8 1,000 e

Tabela VII-28. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com narcolepsia sem cataplexia (N) e
populagdo controlo (Pop. Controlo).

Hapl6tipo N(N=A) Pop. Controlo (N=175) Teste Exacto Fisher (dds Ratio
DRB1*1501-DQA1*0102- N Freq.(% ) N Freq(% ) (p (OR)
DQB1*0602 2 50 2 126 0,087 6,955

7.1.8. Comparacao entre hipersonia idiopatica (HIP) e populacio controlo

(Pop. Controlo)

Tabela VII-29. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAI, em

doentes com hipersénia idiopatica (HIP) e populagao controlo (Pop. Controlo).

Allo HIP(N-9)  Pop Confrolo(N=216) Teste Exacto Fisher Ouds Ratio
N Freq(%) N  Freq(% (V) (OR)
DQATH1 4 44 160 74,1 0,063 0,280
DQAI*0101 2 22 ) 319 0723 0,609
DQAI*0102 1 11,1 50 31 0,688 0415
DQA1*0103 1 11,1 41 190 1,000 0,534
DQAI*0104 2 02 00 00 0,001 o
DQAI2 0 00 66 306 0,061 -
DQAI*3 2 22 63 22 1,000 0.6
DQAT*M4 1 11,1 8 37 0312 3250
DQAI*S 6 66,7 90 417 0175 2,800
DQA1*06 0 00 4 19 1,000 -
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Tabela VII-30. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus DQB1, em
doentes com hipersonia idiopética (HIP) e populagao controlo (Pop. Controlo).

Alelo HIP (N=9) Pop. Controlo (N=220) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq (%) N Freq(%) P (OR)
DQB1*02 3 333 98 M“5 0,735 0,622
DQB1*03 3 333 131 59,5 0,168 0,340
DQB1*0301 2 22 80 36,4 0,49 0,500
DQB1*0302 0 0,0 37 16,8 0,361 .
DQB1*0303 0 0,0 13 59 1,000
DQB1*0304 0 0,0 1 05 1,000 o
DQB1*04 0 0,0 10 45 1,000 -
DQB1*05 4 444 86 39,1 0,741 1,247
DQB1*06 4 44 81 36,8 0,730 1,373
DQB1*0601 0 0,0 4 18 1,000 —
DQB1*0602 2 222 26 11,8 0,303 2,132
DQB1*0603 3 333 38 17,3 0,205 2,395
DQB1*0604 0 0,0 11 50 1,000 _
DQB1*0605 0 0,0 2 09 1,000

Tabela VII-31. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DRBI1, em
doentes com hipersénia idiopatica (HIP) e populagao controlo (Pop. Controlo).

Alelo HIP (N=9) Pop. Controlo (N=240) Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N__ Freq(%) N  Freq(%) (P (OR)
DRB1"1 2 222 61 254 1,000 0,838
DRB1*03 3 333 49 204 0,400 1,949
DRB1+4 2 22 70 292 1,000 0,694
DRB1*07 0 0,0 72 30,0 0,063 —
DRB1+)8 1 11,1 17 71 0,497 1,640
DRB1%9 0 0,0 4 1,7 1,000 P
DRB1*10 0 0,0 4 Ly 1,000 -
DRB1*11 2 222 45 18,8 0,679 1,238
DRB1*12 0 0,0 5 21 1,000 _
DRB1*13 2 22 57 238 1,000 0917
DRB1*14 2 222 18 1.5 0,157 3,524
DRB1*1501 2 222 33 13,8 0,618 1,792
DRB1*16 0 0,0 14 5.8 1,000
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Tabela VII-32. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com hipersénia idiopitica (HIP) e
populagio controlo (Pop. Controlo).

Hapl6tipo HIP (N=9) Pop. Controlo (N=175) Teste Fxacto Fisher Odds Ratio
DRB1+1501-DQA1+0102- N  Freq(%) N Freq(%) P (OR)
DQB1*0602 1 11,1 2 12,6 1,000 0,869

7.1.9. Comparagao entre outras patologias de sono (OPS) e populagao
controlo (Pop. Controlo)

Tabela VII-33. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQAI1, em
doentes com outras patologias de sono (OPS) e populagdo controlo (Pop. Controlo).

Alelo OPS (N=20) Pop. Controlo (N=216) _ Teste Exacto Fisher Qdds Ratio

N Freq.(%) N Freq.(%) P (OR)
DQAT*01 16 80,0 160 74,1 0,789 1,400
DQA1*0101 3 150 69 31,9 0,134 0376
DQAI*0102 8 40,0 50 2,1 0,107 2213
DQA1%0103 5 250 41 19,0 0,555 1423
DQA1*0104 2 100 00 00 0,007 -
DQA1*0105 2 100 00 00 0,007 .
DQAI*2 3 150 66 30,6 0,200 0,401
DQAI*03 5 250 63 2,2 0,801 0810
DQAI*4 0 00 8 37 1,000 .
DQAI1*05 8 400 % 41,7 1,000 0933
DQAI*06 0 00 4 1,9 1,000
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Tabela VII-34. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o locus DQBI, em
doentes com outras patologias de sono (OPS) e populagdo controlo (Pop. Controlo).

Alelo OPS (N=20) Pop. Controlo (N=220)  Teste Exacto Fisher Odds Ratio
N Freq(%) N Freq(%) (1)) (OR)
DQB1*02 5 25,0 98 445 0,103 0415
DQB1*(03 10 50,0 131 59.5 0,479 0,679
DQB1*0301 2 10,0 80 364 0,024 0,194
DQB1*0302 0 0,0 37 16,8 0,050 _
DQB1*0303 0 0,0 13 59 0,609 _
DQB1*0304 0 0,0 1 05 1,000
DQB1*04 1 50 10 4.5 1,000 1,105
DQB1*05 8 40,0 86 39.1 1,000 1,039
DQB1*06 11 55,0 81 36,8 0,148 2097
DQB1*0601 0 0,0 4 1,8 1,000 _
DQB1*0602 3 15,0 26 11,8 0,718 1,317
DQB1*0603 5 25,0 38 173 0,369 1,596
DQB1*0604 2 10,0 11 50 0,29 2111
DQB1*0605 1 5,0 2 09 0,231 5,737

Tabela VII-35. Frequéncias fenotipicas e valores de p ¢ OR obtidos para o locus DRB1, em
doentes com outras patologias de sono (OPS) e populagao controlo (Pop. Controlo).

Aldo OPS (N=20) Pop. Controlo (N=240) _ Teste Exacto Fisher Ouds Ratio
N__ Freq(%) N ___ Freq(%) ® OR)

DRB1*+01 4 20,0 61 254 08 0734
DRBI*03 2 100 49 04 0382 0433
DRB1*%4 6 30,0 70 292 1,000 1,041
DRBI*07 3 150 7 300 0202 0412
DRB1+08 1 50 17 71 1,000 0,690
DRB1+09 0 00 4 1,7 1,000 S
DRB1*10 2 10,0 4 1,7 0,070 6,556
DRBI*11 6 300 45 188 0242 1,857
DRBI*12 0 00 5 21 1,000 -
DRBI*13 8 400 57 2338 0,114 2140
DRBI*14 2 100 18 75 0658 1,370
DRB1*1501 3 150 3 13,8 0,746 L107
DRBI*16 1 50 14 58 1,000 0,850

Tabela VII-36. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para o haplétipo HLA-
DRBI1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, em doentes com outras patologias de sono (OPS) e
populacdo controlo (Pop. Controlo).

Hapldtipo OPS (N=20) Pop. Controlo (N=175)  Teste Exacto Fisher (dds Ratio
DRB1¥1501-DQA1*0102- N Freq(% ) N Freq(%) (p) (OR)
DQB1*0602 3 15 2 12,6 0,726 1,227
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7.2. Resultados do programa de estatistica SPSS para o TNFRII

Tabela VII-37. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para os genotipos M/M,
M/R, R/R em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e narcolepsia sem cataplexia (N).

Genétipo NC (N=19) N (N=4) Teste Exacto de Fisher Odds Ratio
N Freq. (% ) N Freq. (% ) (p (OR)
M/M 11 579 2 50,0 1,000 1,375
M/R 8 42,1 2 50,0 1,000 0,727
R/R 0 0,0 0 o0 _____

Tabela VII-38. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para os genotipos M/M,
M/R, R/R em doentes do grupo N total e doentes com hipersénia idiopatica (HIP).

Gendétipo N total (N=23) HIP (N=9) Teste Exacto de Fisher Odds Ratio
N Freq. (%) N Freq. (%) (p) (OR)
M/M 13 56.5 5 55,6 1,000 1,040
M/R 10 43,5 3 33,3 0,704 1,538
R/R 0 0.0 1 11,1 0,281

Tabela VII-39. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para os genotipos M/M,
M/R, R/R em doentes do grupo N total e populagao controlo (Pop. Controlo).

Genétipo N total (N=23) Pop. Controlo (N=44) Teste Exacto de Fisher Odds Ratio

N Freq. (% ) N Freq. (%) p) (OR)
M/M 13 56,5 25 56,8 1,000 0,988
M/R 10 43,5 16 36,4 0,606 1,346
R/R 0 0,0 3 6,8 0,546

Tabela VII-40. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para os genotipos M/M,

M/R, R/R em doentes com narcolepsia e cataplexia (NC) e populagao controlo (Pop.
Controlo).

Genétipo NC (N=19) Pop. Controlo (N=44) Teste Exacto de Fisher Odds Ratio
N Freq. (%) N Freq. (%) (p) (OR)
M/M 11 57,9 25 56,8 1,000 1,045
M/R 8 42,1 16 36,4 0,779 1,273
R/R 0 0,0 3 6.8 0,547
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Tabela VII-41. Frequéncias fenotipicas e valores de p e OR obtidos para os genotipos M/M,
M/R, R/R em doentes com hipersonia idiopatica (HIP) e populagdo controlo (Pop.
Controlo).

Genoétipo HIP (N=9) Pop. Controlo (N=44) Teste Exacto de Fisher Odds Ratio
N Freq. (%) N Freq. (%) (p) (OR)
M/M 5 55.6 25 56,8 1,000 0,950
M/R 3 33,3 16 36,4 1,000 0.875
R/R 1 11,1 3 6.8 0,536 1,708

7.3. Grupos de doentes considerados e respectiva tipagem HLA e

TNFRII

Tabela VII-42, Tipagem HLA ¢ TNFRII para doentes com narcolepsia e
cataplexia (NC) e apenas com narcolepsia (N) .

N° REGIS. DIAGNOST DRB1* DQA1* | DQB1* | TNFRII
95297=95456=00086 NC 11,1501:DRB3+,DRB5+ [0102,05 |0301,0602| M/R
95384=95457 NC 07.1501;DRB4+,DRB5+ (0102,02  102,0602 M/R
95455 NC (04,1501:DRB4,DRB5+ [0102,03 (03,0602 M/M
95458=09024 NC 07,1501;DRB4+,DRB5+ [0102,02  |02,0602 M/M
96385=01064 NC 01,13;:DRB3+ 0101,01 05,0603 M/M
97001 NC 07,08, DRB4+ 02,04 02,04 M/M
97008 NC 04,1501:DRB4+,DRB5+ (0102,03  ]03,0602 M/R
97126 NC 01,1501;DRB5+ 0101,0102 05,0602 M/R
97259 NC 01,03;DRB3+ 0101,05 02,05 M/M
98003 NC 01,1501:DRB5+ 0101,0102 |05,0602 M/M
98055 NC 03,07,DRB3+DRB4+  {02,05 02X M/R
98125 NC 1501,14;DRB3+,DRB5+ (0102, X  10602,0604| M/M
98201 NC 1501,14;DRB3+,DRB5+ |0102,0104 05,0602 M/M
99039 NC 04,11;DRB3+DRB4+  |03,05 0301,03 M/R
00022 NC 13,08;DRB3+ 03,04 04,0603 M/R
00120 NC 1501,14.DRB3+ DRB5+ |0102,05 03,0602 M/R
00251 NC 07,1501;DRB4+ DRB5+ (02,0102  |0602,02 M/M
00390 NC 13,1501;DRB3+,DRB5+ (0102,05  |03,0602 M/M
00569 NC 08,1501:DRB5+ 0102,04 [04,0602 M/M
95105 N 07,11; DRB3+,DRB4+ (02,05 02,0301 M/R
95452=00380 N 11,1501;DRB3+,DRB5+ (0102,05  |03,0602 M/M
97182 N 03,04;DRB3+DRB4+  |03,05 02,0301 M/M
00112 N 11,1501;DRB3+ DRB5+ (0102,05 03,0602 M/R

N°REGIS.= n° com que foram registadas as amostras biolégicas do doente, quando deram entrada
no laborat6rio ( Ex: 00112= 00 - Ano 2000 112 - n° doente); DIAGNOST = diagndstico da patologia
do doente.
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Tabela VII-43. Tipagem HLA e TNFRII para doentes com hipersénia

idiopdtica (HIP).

| N'REGIS |DIAGNOST]  DRBI* DOAL* | DOBI*
97208 HIP 13,14;DRB3+ 0103,0104 {05,0603
9723700285 | HIP 03.04:DRB3+.DRB4+ 03,05 02.03
9736299023 | HIP 1501.13:DRB3+DRB5+ 04.05 0602.0603
98021 HIP 14, X;DRB3+ 0104,01 05,0603
98103 HIP 04,11;DRB3+DRB4+ 103,05 0301.X
98197 HIP 03.X:DRB3+ 05.X 02X
98235 HIP 01.1501:DRB5+ 0101,0102 |05.0602
99052 HIP 01,03:DRB3+ 010,05 02,05
99092 HP __ 108.11.DRB3+ 05X 03.0301

Tabela VII-44. Tipagem HLA para doentes com outras
patologias de sono (OPS).

N° REGIS. | DIAGNOST] DRB1* DQA1* | DQB1*
97349 OPS |11,X;DRB3+ 0102,05 10301,0604
08222 OPS 11,13;DRB3+ 0102,05 ]0301,0603
99001 OPS |03, X;DRB3+ 0102,0103 |02,04
99215 OPS  [1501,08,DRB5+ 0102,X [0602.X
00069 OPS  |04,14,DRB3+DRB4+ |0104,03 (03,05
00211 OPS  |0L07,DRB4+ 01,02 02,05
00227 OPS 10,13; DRB3+ 0102,0105 (05,0604
00261 OPS  |03,04;DRB3+,DRB4+ (03,05 02,03
00287 OPS  |07,13; DRB4+ 01,02 02,0605
00424 OPS  |04,11;,DRB3+DRB4+  |03,05 03X
00526 OPS  (01,07,DRB4+ 0101,02 (02,05
01004 OPS 11,1501;DRB3+,DRB5+0102,05  |03,0602
01102 OPS 04,13;DRB3+,DRB4+ 103,05 03X
01115 OPS  |01,1501;DRB5+ 0101,0102 (05,0602
01125 OPS |04,11;DRB3+DRB4+ |03,05 03.X
01127 OPS  |01,13;DRB3+ 0101,0103 |05,0603
01175 OPS 13,16,DRB3+DRB5+  10102,0103 [0603,X
01241 OPS  |04,10;DRB4+ 010501  |03,05
01244 OPS 13,14;DRB3+ 0103,0104 |05,0603
01280 OPS 11,13; DRB3+ 05,0103 10603,03

95



Anexos

7.4. Tabelas populacao controlo HLA e TNFRII

Tabela VII-45. Frequéncias dos alelos dos locus DRB1, DQA1 ¢ DQB1 em

portugueses caucasoides.

DRB1 %0 DQAI1 %o DQB1 %
(N=240) (N=216) (N=220)
1 254 0101 31,9 0201 4.5
3 204 0102 23,1 0301 36,3
4 29,1 0103 18,9 0302 16,8
7 30,0 0201 30,5 0303 5,9
8 7,0 0301 29,1 0304 0,4
9 1,6 0401 3,7 0401 0,4
10 1,6 0501 41,6 0402 4,1
11 18,7 0601 1,8 0501 27,2
12 2,0 0502 6,3
13 23,7 0503 4,5
14 T 0504 0,9
15 13,8 0601 1,8
16 5.8 0602 11,8
0603 17,2
0604 5,0
0605 0,9
Tabela VII-46. Hapl6tipo DRB1-DQA1-DQB1 em
Portugueses caucasoides.

DRB1*-DQA1*-DQB1* N %

1 0101 0501 53 289

4 0300 0301 21 114

4 0300 0302 31 16,9

4 0300 0401 2 1,0

7 0201 0201 49 26,7

7 0201 0303 9 49

8 0401 0402 6 32

8 0601 0301 4 21

9 0300 0303 1 0,5

10 0101 0501 3 1,6

11 0501 0301 40 21,8

12 0501 0301 2 1,0

13 0102 0005 2 1,0

13 0103 0603 32 17,5

13 0102 0604 10 5.5

13 0501 0301 1 0,5

14 0101 0503 8 43

14 0501 0301 6 33

15 0102 0502 1 0,5

15 0102 0602 22 12

15 0103 0601 4 2,2

16 0102 0502 6 32

17 0501 0201 37 20,2

(N=175)
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Tabela VII-47. Populagao controlo TNFRIL.

Pop. Controlo | TIPAGEM TNFRII
1 M/R
2 M/R
3 M/M
4 M/M
5 M/R
6 M/M
7 M/R
8 M/M
9 M/R
10 M/M
11 M/R
12 M/M
13 M/M
14 M/M
15 M/M
16 M/R
17 M/R
18 M/R
19 M/R

20 M/M
21 M/M
22 M/M
23 M/R

24 M/R

25 M/M
26 M/M
27 M/M
28 M/M
29 M/M
30 R/R

31 M/M
32 M/M
33 M/M
34 R/R
35 M/M
36 M/R
37 M/R
38 M/M
39 M/R
40 M/M
41 M/R
42 M/M
43 R/R

44 M/M
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