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RESUMO

A Epilepsia Mioclonica Juvenil (EMJ) é responsavel por 10% de todas as epilepsias e € a
forma mais frequente de epilepsia idiopatica generalizada. As manifestacbes surgem
tipicamente na adolescéncia, principalmente entre 12 a 18 anos, e caracterizam-se por crises
miocl6nicas ao despertar associadas ou ndo a crises tonico-clénicas generalizadas (CTCG)
e/ou crises de auséncia. De acordo com observacdes clinicas, esta sindrome esta associada
com caracteristicas do ciclo sono-vigilia. Neste sentido, investigamos a ocorréncia de
distarbios do sono e preferéncia circadiana em pacientes do Estado de Alagoas com
diagndstico de EMJ, buscando identificar possiveis correlagcdes genéticas entre polimorfismos
nos genes Clock, Per2 e Per3 sabidamente envolvidos na geracdo e regulacdo dos ritmos
circadianos. Assim, exploramos o Banco de DNA de individuos com Epilepsia e controles do
Estado de Alagoas para avaliar se os polimorfismos T3111C do gene Clock, C111G do gene
Per2 e VNTR (4 e 5 repeti¢des) do gene Per3 estdo associados a EMJ. Para investigar o sono
e preferéncia diurna os pacientes foram submetidos ao seguinte protocolo: aplicacdo do indice
de Qualidade de Sono Pittsburgh (IQSP), Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE),
Questionario de Horne-Ostberg (Cronotipo) e uma entrevista clinica sobre a presenca de
critérios clinicos dos principais distarbios. A genotipagem dos pacientes e controles foi
realizada atraves de PCR e/ou PCR-RFLP. Analises clinicas, realizadas em 74 pacientes e 76
controles, detectaram alteracdes no sono dos pacientes como: ins6nia (p<0,001), méa qualidade
do sono (p=0,006), roncos moderados e graves (p=0,012), cansaco ao acordar (p=0,007) e
cefaleia matinal (p=0,008). Os pacientes também apresentaram associacdo a preferéncia
diurna vespertina (0,021). Quanto a analise genética, 97 pacientes e 212 individuos controle
foram genotipados para cada polimorfismo estudado. Nenhuma associagéo foi detectada entre
os polimorfismos do gene Per2 (p=0,60), Per3 (p=0,94) e Clock (p=0,15) e a EMJ, tanto em
andlise individual quanto em interacdo (p=0,67). Portanto, este estudo sugere que 0S
pacientes com EMJ possuem uma maior prevaléncia de distirbios do sono e apresentam
tendéncia a vespertinidade em suas atividades diarias. Além disso, sugerimos que 0s
polimorfismos estudados ndo estdo associados a EMJ na populacdo Alagoana, mas que
possivelmente estejam associados a preferéncia diurna na populacao geral.

Palavras-chave: Epilepsia Miocl6nica Juvenil. Sono — Distdrbios. Cronotipos. Estudo de
associagdo. Genes relogio.



ABSTRACT

Juvenile myoclonic epilepsy (JME) is responsible for 10% of all epilepsies and is the most
common form of idiopathic generalized epilepsy. Symptoms typically emerge in adolescence,
especially between 12-18 years and are characterized by myoclonic seizures on awakening
associated or not with tonic-clonic (CTCG) and / or absence seizures. According to clinical
observations, this syndrome is associated with characteristics of the sleep-wake cycle.
Therefore, we investigated the occurrence of sleep disorders and circadian preference in
patients from the State of Alagoas diagnosed with JME, seeking to identify possible
correlations between genetic polymorphisms in the genes Clock, Per2 and Per3 known to be
involved in the generation and regulation of circadian rhythms. Thus, we explored the DNA
bank of patients with epilepsy and controls from the state of Alagoas to evaluate if the gene
polymorphisms T3111C in Clock, C111G in Per2 gene and VNTR (4 and 5 repetitions) in
Per3 gene are associated with JME. To investigate sleep and diurnal preference patients were
submitted to the following protocol: application of Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI),
Epworth Sleepiness Scale (ESS), Morningness-Eveningness Questionnaire (MEQ) and a
clinical interview about the presence of clinical criteria for the most important disturbances.
Genotyping of patients and controls was performed by PCR and / or PCR-RFLP. Clinical
analysis, performed in 74 patients and 76 controls, detected changes in patients' sleep as:
insomnia (p <0,001), poor sleep quality (p = 0,006), moderate and severe snoring (p = 0,012),
tiredness on waking (p = 0,007) and morning headache (p = 0,008). Patients also were
associated with diurnal evening preference (p=0,021). As for genetic analysis, 97 patients and
212 control subjects were genotyped for each polymorphism. No association was found
between polymorphisms of Per2 (p = 0,60), Per3 (0,94) and Clock (p=0,15) genes and JME,
both individually and in interaction analysis (p = 0,67). Therefore, this study suggests that
patients with JME have a higher prevalence of sleep disturbances and have a tendency to
eveningness. Moreover, we suggest that the studied polymorphisms are not associated with
JME in the patients from Alagoas, but are possibly associated with diurnal preference in the
general population.

Keywords: Juvenile Myoclonic Epilepsy. Sleep - Disorders. Chronotypes. Association study.
Clock genes.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia é um disturbio causado pela predisposic¢éo persistente do cérebro a gerar
crises epilépticas e por suas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e psicossociais. As
crises epilépticas refletem atividade elétrica neuronal hipersincronica e paroxistica que pode
ser decorrente de vérias patologias estruturais ou neuroquimicas (GITAI et al., 2008). Devido
a sua natureza complexa e multifatorial, a epilepsia apresenta diferentes etiologias, sejam
associadas a lesdes cerebrais especificas, como no caso das epilepsias sintomaticas; ou a
alteracdes genéticas, como as epilepsias idiopaticas (CHANG, 2003; FICHER et al., 2005).

A epilepsia mioclonica juvenil (EMJ) é o tipo mais comum de epilepsia generalizada
idiopéatica (EGI) e representa cerca de 10% de todas as epilepsias. As manifestacGes surgem
tipicamente na adolescéncia, principalmente entre 12 a 18 anos, e caracterizam-se por crises
miocl6nicas ao despertar associadas ou ndo a crises ténico-clénicas generalizadas (CTCG)
e/ou crises de auséncia. Além disso, as crises apresentam uma distribuicdo diurna e possuem
como principal fator precipitante a privagdo do sono, revelando influéncia do ciclo sono-
vigilia (PEDERSEN; PETERSEN, 1998; ZAROWSKI et al., 2011, PUNG; SCHMITZ,
2006; HOFSTRA et al., 2010; RENGANATHAN; DELANTY, 2003; BEGHI et al., 2006).

Apesar da influéncia do ciclo sono-vigilia observado em pacientes com EMJ, apenas
recentemente, trés grupos de pesquisadores buscaram identificar sistematicamente, através de
questionarios esta relacéo entre sono e epilepsia (PUNG; SCHIMTZ, 2006; HOFSTRA et al.,
2010; KRISHNAN et al., 2012; RAMACHANDRAIAH et al., 2012). Conhecer a relacao
entre ciclo sono-vigilia, do ponto de vista clinico e molecular, pode contribuir para otimizar o
diagndstico e possibilitar o tratamento, melhorando as condigdes de satde e qualidade de vida
dos pacientes com EMJ.

Assim, a proposta deste estudo foi avaliar a presenca de disturbios do sono e
preferéncia diurna (cronotipo) em pacientes com EMJ do Estado de Alagoas, investigando se
polimorfismos (T3111C no gene Clock, C111G no gene Per2 e VNTR de 4 e 5 repeti¢cbes no
gene Per3) presentes em diferentes genes que atuam na geracdo e regulacdo dos ritmos

circadianos estdo associados a EMJ ou a endofenotipos apresentados por estes pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epilepsia Mioclénica Juvenil

2.1.1 Definicéo

A primeira descricdo precisa da EMJ foi realizada por Janz e Christian (1957), ao
publicaram suas observacles clinicas e eletroencefalograficas sobre 47 pacientes, e que
atribuiram-lhe o nome de "pequeno mal impulsivo". O termo “impulsivo” foi um tributo a
Herpin que, no tratado sobre “crises epilépticas incompletas” publicado em 1867, descreveu
casos clinicos tipicos de EMJ. Apo6s o trabalho de Janz e Christian, seguiram-se varias
publicagdes de séries de casos até que, em 1975, Lund introduziu o termo “epilepsia
mioclonica juvenil” e, em 1989, a International League Against Epilepsy (ILAE) a inseriu no
sistema internacional de classificacdo das sindromes epilépticas, onde permanece como uma
sindrome bem definida (RENGANATHAN; DELANTY, 2003; CAVAZQS, 2007; THOMAS
etal., 2002).

A Comissao de Classificagdo e Terminologia da ILAE (1989) classificou a EMJ como
uma EGI sob a seguinte definicdo: A EMJ inicia em torno da puberdade e caracteriza-se por
abalos mioclonicos bilaterais, Unicos ou repetidos, arritmicos e irregulares predominantes nos
membros superiores. Os abalos podem provocar queda subita em alguns pacientes. Néo se
associam a alteracGes da consciéncia. O disturbio pode ser hereditario e tem distribuicédo igual
entre os sexos. Comumente, ha crises tdnico-clonicas generalizadas e, menos frequentemente,
crises de auséncia. Geralmente as crises ocorrem apos o despertar e sdo frequentemente
precipitadas pela privacdo do sono. O eletroencefalograma (EEG) ictal e interictal apresentam
surtos breves de ponta-onda e poliponta-onda, generalizadas e irregulares. Os pacientes sao

frequentemente fotossensiveis e possuem boa resposta aos medicamentos (ILAE, 1989).

2.1.2 Epidemiologia

Com prevaléncia de 5% a 10% de todos os casos de epilepsia, a EMJ representa a
forma mais comum de EGI, correspondendo a cerca de 26% dos casos (JALLON; LATOUR,
2005; MARTINEZ-JUAREZ et al, 2006; GUARANHA et al, 2011). A incidéncia tem sido
estimada em torno de 1 a cada 100.000 individuos, enquanto que a prevaléncia varia entre 10
e 20 a cada 100.000 (LOISEAU et al., 1990; JOENSEN, 1986; SIDENVALL et al., 1993;
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HAUSER; KURLAND, 1975; JALLON; LATOUR, 2005). No entanto, devido aos atrasos
frequentes no diagnostico e ndo reconhecimento dos sintomas, a sindrome pode ser
subdiagnosticada e os numeros descritos subestimados (THOMAS et al., 2002; JALLON;
LATOUR, 2005; ZIFKIN, 2005). Alguns estudos tém demonstrado prevaléncia semelhante
entre  homens e mulheres (DELGADO-ESCUETA et al., 1984; JANZ, 1985;
PANYIOTOPOULOS et al., 1994; JAYALAKSHMI et al., 2006) entretanto, outros
demonstram maior prevaléncia em mulheres (GELISSE et al., 2001; PRASAD et al., 2003;
MONTALENTI et al., 2001).

No Brasil, ha poucos estudos que revelam o perfil epidemioldgico da EMJ. Em Santa
Catarina, Tensini (2007) analisou os registros médicos de pacientes atendidos no ambulatoério
de Neurologia do Hospital Santa Teresa em Sdo Pedro de Alcantara (HST) entre 1986 e 2007
e observou que dos 1657 prontuarios relatando diagnostico de epilepsia, 72 (4,35%)
correspondiam a EMJ. Figueredo et al. (1999) relataram uma prevaléncia de 2,8% também em
Santa Catarina. Em Alagoas, ainda ndo existem dados epidemioldgicos sobre EMJ, ha apenas
um estudo epidemioldgico, que mostra a prevaléncia das epilepsias em geral na cidade de
Maceid, 2,42% (CALVANO et al., 2010).

2.1.3 Fatores clinicos, diagnostico e tratamento

As manifestacGes clinicas da EMJ surgem tipicamente na adolescéncia e caracterizam-
se por crises mioclénicas ao despertar associadas ou ndo a CTCG e/ou crises de auséncia
(MONTALENTI et al., 2001; RENGANATHAN; DELANTY, 2003;). A idade de inicio é
relatada entre 12-18, com média de 15 anos (MURTHY et al., 1998; ATAKLI et al., 1998 ;
GELISSE et al., 2001; BEGHI et al., 2006).

As crises miocldnicas ocorrem em todos 0s casos e é a condigdo mais importante no
diagnostico. As mioclonias sdo caracterizadas por curtas contragdes musculares, bilaterais e
geralmente simétricas envolvendo os ombros e bragos. Ocorrem ap0s o despertar (geralmente
entre 30 min a 1 h). O paciente mantem a consciéncia e, as vezes, as crises mioclonicas sao
percebidas apenas como uma sensagdo de “choque elétrico” no interior do corpo
(MANTOAN; WALKER, 2011).

As CTCG acometem cerca de 90 a 95% dos pacientes com EMJ (MONTALENTI et
al., 2001; PANAYIOTOPOULOQOS et al., 1991; MURTHY et al., 1998; ATAKLI et al., 1998).
Sdo frequentemente caracterizadas pela falta de aura sensorial, pela simetria e longa duragéo

da fase tonica. Ocorrem predominantemente ap0s o despertar e podem ser precedidas por
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varias mioclonias (MANTOAN; WALKER, 2011; RENGANATHAN; DELANTY, 2003).
Como séo as crises mais facilmente reconhecidas, normalmente, somente quando ocorre uma
CTCG o diagnostico e o tratamento sdo iniciados em individuos com EMJ.

Crises de auséncia ocorrem em 10 a 40% dos pacientes. Estes ataques sdo pouco
frequentes, breves e ndo associado a automatismos, podendo ocorrer varias vezes ao dia e sem
predominio de horério (JANZ, 1985; OBEID; PANAYIOTOPOULOS, 1988; KLEVELAND;
ENGELSEN, 1998; MURTHY et al., 1998; MONTALENTI et al., 2001; VIJAI et al., 2003).

Os fatores precipitantes das crises caracteristicas da EMJ sdo normalmente privacao
do sono, fadiga, ingestdo excessiva de élcool, stress emocional, fotoestimulacdo e
menstruacdo (MARTINOVIC, 2001; MONTALENTI et al., 2001; SOKIC et al., 2007
GUARANHA et al., 2011). As crises mostram um predominio de horéario tipicamente
relacionado ao despertar, uma das caracteristicas clinicas mais importantes da EMJ.
Observada desde a primeira descrigdo por Janz e Christian (1957) e mais tarde por Touchon et
al. (1982), onde notaram a ocorréncia de um pico de crises ao despertar e outro no periodo
vespertino (MOSCHETTA, 2010).

O diagnostico desta patologia € classicamente baseado nas caracteristicas clinicas das
crises e aspectos eletroencefalograficos. O EEG com privacdo do sono € normalmente
utilizado para confirmar o diagndstico clinico, com registro mais prolongado que o habitual
do periodo seguinte ao despertar e com procedimentos ativadores, como hiperventilacdo e
estimulacdo luminosa (CAVAZOS, 2007; LABATE et al., 2007). No entanto, o EEG de
rotina pode ser normal em até 70% dos casos, enquanto o restante dos pacientes apresentam
anormalidades focais no EEG. (GENTON et al.,, 1995; MONTALENTI et al., 2000;
DHANUKA et al., 2001; SOUSA et al., 2005; JALLON; LATOUR, 2005; ZIFKIN, 2005).
As falhas em obter uma histéria de mioclonias e a presenca de componente epileptiforme
focal no EEG conduzem frequentemente a um diagnéstico equivocado de epilepsia focal
(MANTOAN; WALKER, 2011)

O tratamento consiste em drogas antiepilépticas (DAE) que geralmente séo
administradas por toda a vida do paciente (MOTIKA; BERGEN, 2010). Aproximadamente
90% dos pacientes com EMJ respondem apropriadamente ao tratamento com DAEsS e
permanecem sem crises, embora 10% deles sejam intrataveis. Valproato de sodio (VPA),
levetiracetam (LEV), topiramato (TPM), lamotrigina (LTG) e zonisamida (ZNS) sdo usados
como primeira linha terapéutica para o tratamento deste tipo de epilepsia (AFRA;
ADAMOLEKUN, 2012).
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A monoterapia com VPA tem boa resposta no tratamento da EMJ (CALLEJA et al.,
2001; AUVIN, 2008; MARSON et al., 2007). Este medicamento controla todas as crises em
até 97% dos pacientes (JANZ; DURNER, 1997; PANAYIOTOPOULOS, 1997; JANZ,
2000). Os efeitos colaterais mais comuns para 0 uso desta medicagdo sdo: tremores, queda de
cabelo, ganho de peso e irregularidades menstruais. Além disso, esta relacionado a
malformacdes fetais, principalmente na formagéo do tubo neural, quando administrados em
gestantes (SUNDQVIST, 1990; BATTINO; TONSOM, 2007; AUVIN 2008, HARDEN et al.,
2009;). As DAEs também podem exercer diversos efeitos indesejaveis sobre o sono (BAZIL,
2003). Para o VPA, a maioria dos estudos mostra efeitos nulos ou leves sobre os padrdes de
sono e nenhuma mudanca no tempo de sono quando administrado em doses terapéuticas
(SCHMITT et al., 2009).

Os dados existentes sugerem uma condi¢do permanente ao tratamento, pois a retirada
da DAE leva a recorréncia das crises, embora alguns pacientes apresentem periodos longos de
remiss@o ou melhora das crises com a idade (GENTON et al., 1995; MANTOAN; WALKER,
2011).

Além do tratamento com DAEs, varios estudos tém demonstrado outras opcdes de
tratamento para as EGI refratarias, como: dieta, estilo de vida, procedimento intervencionistas
(estimulacdo do nervo vago), cirurgia e terapias emergentes como a estimulacdo cerebral
profunda (MANTOAN; WALKER, 2011).

A dieta cetogénica (DC) e a dieta de Atkins modificada (DAM) tém sido relatadas
como eficazes no tratamento de EIG de dificil controle, sendo utilizada cada vez mais em
adolescentes e adultos. Apés um més de uso da DAM, pacientes com EMJ resistente aos
medicamentos, relataram diminui¢cdo em mais de 50% na frequéncia das crises (KOSSOFF et
al., 2012; THAMMONGKOL et al., 2012).

O estilo de vida dos pacientes com EMJ é um aspecto fundamental, pois muitos
podem sofrer crises se expostos a fatores precipitantes como: privagdo do sono, ingestdo de
alcool, fotossensibilidade, estresse entre outros. O aconselhamento adequado pode melhorar o
controle das crises e evitar a necessidade de aumentar a medicagdo. (MANTOAN; WALKER,
2011).

Além disso, alguns procedimentos intervencionistas tém sido citados como possiveis
alternativas para o tratamento de pacientes com EMJ refratarios as DAEs. A estimulacdo do
nervo vago (ENV) que reduz a frequéncia de crise mioclonicas, em pacientes com EGI
refrataria (KOSTOV et al., 2007) e procedimentos paliativos como calosotomia, que tem sido

utilizada apenas em pacientes com graves epilepsias sintomaticas com tipos de crises
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multiplas, devendo ser uma opc¢édo de ultima escolha (JENSSEN et al., 2006; NEI et al., 2007;
GREWAL et al., 2007).

2.2 EMJ e comorbidades

A EMJ tem sido frequentemente associada a um bom prognostico e as comorbidades
ndo sdo comuns, no entanto alguns estudos tém demostrado a ocorréncia simultdnea com
outras doencas. Janz e Christian, em 1957, ja relatavam alteracfes na personalidade destes
pacientes, confirmadas mais tarde por outros estudos (REINTOFT et al., 1976; PERINI et al.,
1996). Devinsky et al. (1997) sugeriram que a EMJ n&o é uma condicao benigna e que déficits
frontais adaptativos podem ter consequéncias comportamentais sugestivas de disfuncdo de
personalidade. Outros pesquisadores também observaram desordens psiquiatricas e de
personalidade em pacientes com EMJ (GELISSE et al., 2000, 2001, 2007; TRINKA et al.,
2006; FILHO et al., 2008, 2011; MOSCHETTA; VALENTE, 2013).

Outra condicdo relatada em alguns estudos € a enxaqueca, sugerindo mecanismo
fisiopatoldgico em comum com a EMJ (SCHANKIN et al., 2011; KELLEY et al., 2012;
KASTELEIJN-NOLST et al., 2013). Katshu et al. (2011), relataram pela primeira vez um
dado interessante de Hiperidrose palmoplantar primaria (HPP), uma disfuncdo da transpiracao
com causa emocional, sugerindo ainda que a co-ocorréncia de HPP e EMJ parece ter uma
associacdo com alguns mecanismos comuns do lobo frontal que precisam ser melhor
explorados.

A EMJ desde sua primeira descricdo apresenta relacdo com alteragcbes no sono como
fator precipitante para suas crises. Contudo, apenas recentemente foi demonstrado distirbios
do sono em comorbidade com EMJ (KRISHNAN et al., 2011; RAMACHANDRAIAH et al.,
2012).

2.3 EMJ e disturbios do sono

Distarbios do sono sdo descritos em pacientes com epilepsia e podem contribuir para
sua intratabilidade (FOLDVARY-SCHAEFER; GRIGG-DAMBERGER, 2006). Sono e
epilepsia possuem uma complexa relagdo fisiopatologica. O sono quando adequado possui
papel protetor na ocorréncia das crises da epilepsia. No entanto, quando ocorrem alteracfes no
sono as crises podem ser precipitadas. Da mesma forma, a ocorréncia das crises pode

provocar alteracdes no sono. Sono inadequado ou insuficiente € comum em pessoas com
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epilepsia e pode exacerbar SDE, causar déficits de memoria, contribuir para refratariedade ao
tratamento e pior qualidade de vida (BAZIL et al., 2000; BAZIL, 2003; KRISHNAN et al.,
2012).

Sé&o varios os mecanismos perturbadores do sono nesses pacientes. O efeito direto das
crises na arquitetura do sono, a mé qualidade de sono exacerbando a frequéncia das crises,
além dos efeitos das DAEs sobre o sono, independente da sua a¢do no controle das crises
(BAZIL; WALCZAK, 1997; CRESPEL; BALDY-MOULINIER; COUBES, 1998;
HERMAN; WALCZAK; BAZIL, 2001; BAZIL, 2003).

De fato, as drogas frequentemente usadas para o tratamento da epilepsia causam
efeitos deletérios no sono, como: diminuig&o da laténcia do sono, da quantidade de sono REM
e N-REM, além de aumentar a sonoléncia diurna (BAZIL, 2003). No entanto, 0 VPA,
medicamento mais indicado para tratamento da EMJ, tem pouco ou nenhum efeito sobre a
arquitetura do sono, de acordo com os dados existentes na literatura (ALMEIDA et al., 2003;
KRISHNAN et al., 2012).

Na EMJ sdo bem estabelecidos o papel da privacdo de sono como fator precipitante de
crises e predominio de horario das crises (PEDERSEN; PETERSEN, 1998; ZAROWSKI et
al., 2011). Apesar da ligagdo da EMJ com altera¢Bes no ciclo sono-vigilia, relatadas desde sua
primeira descri¢do, alguns estudos objetivaram caracterizar melhor e elucidar os mecanismos
envolvidos nesta relagdo (PUNG; SCHMITZ, 2006; HOFSTRA et al., 2010; GIGLI et al.,
1992; BONAKIS; KOUTROUMANIDIS, 2009; KRISHNAN et al, 2012
RAMACHANDRAIAH et al., 2012).

Varios instrumentos tém sido padronizados para otimizar o diagndstico de disturbios
do sono. A escala de sonoléncia de Epworth (ESE) é um questionario autoaplicavel no qual ao
graduar sua probabilidade de adormecer em oito situacBes corriqueiras durante o periodo
diurno, o paciente obtém um escore de 0 a 24. Escores superiores a 10 sugerem SDE. O
indice de Qualidade de Sono de Pittsburgh (IQSP) avalia a qualidade do sono no ultimo més,
classificando os individuos como “bons e maus dormidores”. Recentemente, esses
instrumentos foram validados para o portugués falado no Brasil (BERTOLAZI, 2009, 2011).
Neste Gltimo ano, estes questionarios foram utilizados na investigagdo de alteragcdes no sono
em pacientes com EMJ (KRISHNAN et al., 2012; RAMACHANDRAIAH et al., 2012).

Estes estudos ressaltam alteragdes significativas na qualidade do sono e prevaléncia de
disturbios de sono nestes pacientes. Eles destacam também a natureza persistente da

associacao desta sindrome com o sono e reforcam que mais estudos devem ser realizados com
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0 objetivo de revelar as reais implicacOes entre estas condi¢des, onde alteracfes no ciclo sono-

vigilia parecem ter um papel importante.

2.4 EMJ e ritmo circadiano

Os ritmos circadianos sao ritmos bioldgicos que variam em torno de 24h e podem ser
eventos bioquimicos, fisioldgicos ou comportamentais importantes para sobrevivéncia. E
gerado por varios osciladores bioldgicos enddgenos e modulados por sincronizadores externos
como a luz, a alimentacéo, entre outros (EBISAWA et al., 2001; HASTINGS; HERZOG,
2004; PEREIRA et al., 2009; CHOUB et al., 2011). Em humanos, o ritmo circadiano pode
coordenar varios processos moleculares, bioquimicos e fisioldgicos regulados pela luz,
mudancas de temperatura ao longo do dia e estacdo do ano, resultando na adaptacao do ciclo
sono-vigilia, temperatura corporal, metabolismo energético, ciclo celular, secrecdo hormonal
e etc (EBISAWA et al., 2001; RESZKA et al., 2012). Altera¢des no ritmo circadiano podem
tornar o individuo mais suscetivel a ocorréncia de doencas ou intensificar os sintomas de uma
doenca ja existente (GREEN et al., 2008; SCHEEN et al., 2009; GIMBLE et al., 2011,
ANTUNES et al., 2010; BASS et al., 2010).

Diversos estudos tém mostrado distribuicdo diurna das crises em diferentes tipos de
sindrome epiléptica, revelando uma possivel relacdo do ritmo circadiano (ciclo sono-vigilia)
com a epilepsia (PAVLOVA et al., 2004; DURAZZO et al., 2008; HOFSTRA et al., 2010).
Além disso, existem evidéncias que os ritmos circadianos podem desempenhar um papel
sobre a epilepsia e que a epilepsia e o horario das crises podem influenciar o periodo de
atividades diaria do individuo, como o padrdo do ciclo sono-vigilia (PAVLOVA et al., 2009).

Ao longo dos anos, estudos clinicos tem descrito a ocorréncia da maioria das crises
com predominio de horario, sugerindo a influéncia do ciclo sono-vigilia na EMJ (JANZ;
CRISTIAN, 1957; CLEMENT; WALLACE, 1988; PANAYIOTOPOULQOS; TAHAN;
OBEID,1991; MURTHY; RAO; MEENA, 1998; PUNG; SCHMITZ, 2006; HOFSTRA et al.,
2010).

A preferéncia diurna (ou cronotipo), condi¢cdo normal de sincronizacéo circadiana,
caracteriza o horério preferido do dia para realizar atividades e pode ser do tipo matutino,
intermediério e vespertino. O questiondrio de Horne-Ostberg é o instrumento mais
frequentemente utilizado para avaliar cronotipos (PAINE; GANDER; TRAVIER, 2006).
Alguns estudos tém utilizado este instrumento para avaliar a preferéncia diurna em pacientes

com EMJ, demonstrando que sdo vespertinos, pois preferem dormir mais tarde e acordar tarde
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pela manhd, e suas atividades diarias frequentemente adiadas para periodos vespertinos e
noturnos (PUNG; SCHMITZ, 2006; HOFSTRA et al., 2010).

Esta caracteristica vespertina dos pacientes com EMJ pode estar relacionada com a
distribuicdo circadiana das crises, que ocorrem predominantemente pela manha deixando o
paciente mais disposto neste caso, no periodo vespertino (THOMAS et al.,, 2002;
PANAYIOTOPOULOS, 2005; BEGHI et al., 2006). Badawy et al. (2009) investigaram,
através de estimulacdo magnética transcraniana, o efeito da variabilidade diurna na
excitabilidade cortical em pacientes com EGI, particularmente na EMJ, salientando um
aumento da excitabilidade cortical no inicio da manh& nestes pacientes, o que pode explicar a
suscetibilidade maior de crises neste momento do dia.

Em estudos de epilepsia com humanos e animais, variagdes diurnas nos fenémenos de
crise sugerem o envolvimento de um sinal bioldgico tempo-dependente (STEWART, 2001).
Hé& alguns anos, foi descoberto um grande numero de genes importantes para a geragao e
regulacdo dos ritmos circadianos, denominados genes do reldgio, entre eles Clock e Period (1,
2 e 3), que recentemente tém sido associados a preferéncia diurna e transtornos do sono
(CERMAKIAN; BOIVIN, 2003; KATZENBERG et al., 1998). Todavia, nenhum estudo em
humanos foi publicado com genes do reldgio e epilepsia até 0 momento.

Apesar de apresentar influéncia do ritmo circadiano é importante ressaltar que séo
escassos 0s estudos sobre esse aspecto da EMJ. Portanto, investigacdes mais detalhadas desta
influéncia circadiana poderdo contribuir para elucidar alguns dos mecanismos envolvidos na

fisiopatologia da EMJ.

2.5 Aspectos genéticos da EMJ

Na década de 50 e 60 os primeiros estudos desenvolvidos por Lennox (1951,1960) e
Metrakos (1961) revelaram a predisposicdo genética nas EIGs, observando que o risco de
desenvolver epilepsia era de 1,5 a 5 vezes maior nos individuos com antecedente familiar de
epilepsia do que na populacdo em geral e 2 vezes maior para os familiares de pacientes com
EIG do que para individuos com histéria de epilepsia parcial (BERKOVIC et al., 1998;
MILLER et al., 1998; COREY et al., 2011).

A EMJ, a mais comum EIG, apresenta, particularmente, uma forte influéncia do
componente genético, onde aproximadamente 25 a 50% dos pacientes possuem histéria
familiar positiva (LIU et al., 1996; GELISSE et al., 2001; SALAS-PUIG et al., 2001;

SCHANKIN et al., 2011). Devido a essa caracteristica, tem sido amplamente estudada do ponto de
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vista genético-molecular. Neste contexto, estudos indicam que a maioria dos casos de EMJ
possui um modelo de heranga complexo e apenas 2% apresentam um modelo de heranca
monogénico, em que a alteracdo genética segue um padrdo de segregacdo autossdmica
dominante ou recessiva (COSSETE et al., 2002; MARINI et al., 2004; DELGADO-
ESCUETA, 2007; WEBER; LERCHE, 2008; LU; WANG, 2009; MACDONALD et al.,
2010; RUPPERT et al., 2012).

A investigacdo de genes que contribuam para a predisposicdo a EMJ tem sido
realizada basicamente através de dois tipos de desenho experimental: estudos de ligacéo e
andlise de associagdo. A escolha de um dos tipos de desenho deve ser feita com base no tipo
de efeito genético que influencia a epilepsia. Assim, quando a heranca € monogénica, ou seja,
um unico gene é responsavel pela condicao, € mais comum o encontro de recorréncia familiar,
sendo neste caso, 0 estudo de ligacdo mais adequado. No entanto, quando o modelo de
heranca é complexo, onde multiplos genes e fatores ambientais influenciam nas caracteristicas
clinicas da doenca, existe a necessidade do estudo de pacientes isolados e ndo relacionados,
realizado por meio de estudos de associacdo (OTTMAN, 2005; BIRD et al., 2001).

Através dos estudos de ligacdo, 22 loci cromossdmicos envolvidos com EMJ foram
identificados até o momento, destacando mutagdes em dez genes diferentes como:
Myocloninl, BRD2, CX36, CACNB4, GABRAL, CLCN2, ME2, EFHC1, CASR, GABRD,
conforme mostrado no quadro 1 (DELGADO-ESCUETA, 2007; DE NIJS et al., 2012;
NOEBELS et al., 2012).

A maior parte dos genes relatados codificam componentes moleculares de sinalizacdo
neuronal: canais ionicos controlados por voltagem ou por transmissores (MEISLER et al.,
2001; SCHEFFER; BERKOVIC, 2003). No entanto, alguns genes que nao participam
diretamente do processo de transmisséo sinaptica, tem apresentado mutacdes ligadas a EMJ,
como o gene EFHC1, BDR2 e ME2.

Nos ultimos anos, o numero de publicagbes com estudos de associacdo aumentou
consideravelmente. Nas epilepsias, um grande nuimero de genes candidatos foi relatado
(OTTMAN, 2005).

O epiGAD (Epilepsy Genetic Association Database), um banco de dados disponivel
online (http://www.epigad.org) agrega informacdes provenientes de estudos de associacao
com epilepsia publicados desde 1985 (TAN; BERKOVIC, 2010). De acordo com este banco
de dados, vinte e seis estudos de associacdo com EMJ foram publicados até hoje. Onze genes

diferentes foram estudados e apenas 8 apresentaram polimorfismos associados a EMJ, entre
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eles: HLA, BRD2, Cx36, EFHC2, GABRA1, CHRNA4, GRM4 e TAP-1, conforme o
quadro 2.

Quadro 1 - Loci cromossdmicos e genes identificados em EMJ.

Locus Nome do Locus ou Gene Modelo de Referéncia
fenotipo Heranca
1p36.33 EMJ7 GABRD? Dibbens et al., 2004
2q22-2q23 EJM4 CACNB4* AD Escayg et al., 2000.
2033-936 EMJ9 - Ratnapriya et al., 2010
3021.1 JME CASR? AD Kappor et al., 2008
3026 EIM6 CLCN2* AD Haug et al., 2003.
5912-q14 EIM4 - AD Kappor et al., 2007
5q34 EJM5 GABRA1? AD Cossete et al., 2002
5¢035.3 JME/PPR - AD de Kovel et al., 2010
Bai et al., 2002
6p12 EJM1la Myocloninl AD Ma et al., 2006
6pl2 EJM1le Myocloninl AD Pinto et al., 2006.
JEFHC1 ®
6p20 EJM1c BRD2 " AD Sander et al., 1997
6p21.2 EJM1d BRD2" AR Tauer et al., 2005
6p21.3 EJM1b BRD2" AD Pal et al., 2003.
6q24 EIJM3 Cx36° AR Bate et al., 2004.
70932 EJM8 ME2° AD Pinto et al., 2005.
8g21.13 JME/PPR JRK? AD Moore et al., 2001
10qg25-926 EIM7 ME2° AD Puranam et al., 2005.
13g31.3 EJM10 ME2° AR Tauer et al., 2005.
15q14 EIM2 Cx36° AR Elmslie et al., 1997
16p13 EJM9 ME2° AD Pinto et al., 2005
18g21 JME ME2° AR Greenberg et al., 2005
19913 EIM11 ME2° AR Hempelmann et al., 2006.
Xpl11.4-11.3 JME EFHC2" -- Gu et al., 2005

? Mutag@es; ° Variantes associadas com SNP; AD (autossdmico dominante); AR (autossdmico recessivo); JIME
(Juvenile Myoclonic Epilepsy).

Fonte: Adaptada de Delgado-Escueta, 2007, 2013.
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Quadro 2 - Estudos de associagdo com EMJ disponiveis no epiGAD.

Fenétipo N° casos/ Pais de origem Valor de P
controles
1 JME HLA Alelos multiplos 24/24 Estados Unidos Greenberg et al., 0,017
1996
2 JME GABRB2 Alelos multiplos 88/100 Franca Guipponi et al., >0,05
1997
3 JME GABRAS Alelos multiplos 88/100 Franca Guipponi et al., >0,05
1997
4 JME HLA Alelos multiplos 93/93 Franca Le Hallard et al., >0,05
1999
5 JME GRM4 T1455C 1447144 Alemanha Izzi et al., 2003 0,84
6 JME BRD2 rs3918149 20/64 Estados Unidos Pal et al., 2003 0,028
Reino Unido,
7 JME Connexin 36 C588T 169/123 Dinamarca, Mas et al., 2004 0,026
Franca, Grécia,
Portugal e
Suécia
8 Male JME EFHC2 S430Y 97/305 Alemanha Gu et al., 2005 0,03
JME Connexin 36 C588T 2471621 Alemanha Hempelmann et al., 0,016
2006
10 JME GABRAl D5S422 35/100 India Kapoor et al., 2003 0,0007
11 JME GABRA1 D5S2118 35/100 India Kapoor et al., 2003 >0,35
Alemanha,
12 JME BRD2 rs3918149 531/1390 Reino Unido, Lorenz et al., 2007 0,33
Irlanda,
Austrélia e
India
13 JME BRD2 rs3918149 34/256 Reino Unido Cavalleri et al., 0,001
2007
14 JME BRD2 rs3918149 57/227 Irlanda Cavalleri et al., 0,043
2007
15 JME BRD2 rs3918149 48/144 india Cavalleri et al., 1
2007
16 JME BRD2 rs3918149 146/99 Austrélia Cavalleri et al., 0,22
2007
17 JME EFHC1 multiplos SNPs 124/604 Mexico Bai et al., 2008 >0,05
18 JME BRD2 multiplos SNPs 102/360 Holanda de Kovel et al., >0,05
2008
19 JME CHRNA4 C1674T 92/222 Pol6nia Rozycka et al., 0,03
2009
20 JME EFHC1 multiplos SNPs 124/614 Estados Unidos Bai et al., 2009 >0,2
21 JME GRM4 17 SNPs 215/733 Alemanha Muhle et al., 2010 >0,010
22 JME TAP-1 333lle-637Gly 154/159 Tunisia Layouni et al., 2010 0,02
23 JME TAP-1 333Val-637Asp 154/159 Tunisia Layouni et al., 2010 0,007
24 JME BRD2 multiplos SNPs 154/159 Tunisia Layouni et al., 2010 >0,44
25 JME TAP-1 1le333Val 154/159 Tunisia Layouni et al., 2010 0,83
26 JME TAP-1 Asp637Gly 154/159 Tunisia Layouni et al., 2010 0,92

Fonte: Adaptada do epiGAD.
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Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou um estudo de associacdo com
EMJ, onde foi investigada a associagdo do polimorfismo rs211037 no gene GABRG2.
Noventa e oito pacientes e 130 controles da populacdo alagoana foram genotipados, no
entanto ndo houve associagdo deste polimorfismo com EMJ no estado de Alagoas (p= 0.21).
Este estudo ainda néo foi inserido no banco de dados epiGAD.

E importante notar que os estudos de associagdo com EMJ tém sido realizados com
objetivo de investigar o limiar genético de susceptibilidade e nenhum trabalho, para 0 nosso
conhecimento, foi desenhado para investigar 0s componentes genéticos subjacentes a
interacdo entre a EMJ e suas comorbidades (endofendtipos). Como a EMJ apresenta um
envolvimento com ritmo circadiano, estudos que investigam alteracdes em genes do relégio

sd0 necessarios para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na predisposicdo a EMJ.

2.6 Os genes relogio

A geracdo e regulacdo enddgena do ritmo circadiano nos mamiferos é mantida pelo
nacleo supraquiasmatico (NSQ), localizado no hipotalamo. Considerado o principal oscilador
circadiano, 0 NSQ também é conhecido por oscilador central, marcador circadiano ou reldgio
bioldgico. O reldgio bioldgico também coordena osciladores periféricos localizados em outras
areas do SNC e 6rgdos periféricos (HASTINGS; HERZOG, 2004; CHOUB et al., 2011).

O mecanismo celular oscilatorio do reldgio biolégico € mantido por um conjunto de
genes reldgio que atuam de forma ritmica nas 24 horas do dia (REPPERT; WEAVER, 2002).
O funcionamento do relégio biologico reflete a interagdo entre algas de retroalimentacdo
positiva e negativa, que resultam na expressdo ritmica dos genes do reldgio, em que 0s
produtos resultantes da oscilacdo de genes especificos regulam sua préopria expressdo. Esta
auto-regulacdo faz com que a proteina sintetizada seja capaz de inibir a transcri¢do do seu
proprio gene e ativar a transcricdo do gene que se expressa com alternancia de fase. Este ciclo
se repete indefinidamente (REPPERT; WEAVER, 2002; RESZKA et al., 2012) (Figura 1).

A regulacdo do relogio bioldgico, portanto, ocorre da seguinte maneira: as proteinas
dos genes Clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e Bmall (brain and muscle
Arnt-like protein 1) formam um heterodimero (CLOCK/BMALL1), funcionando como fator de
transcricdo para a expressao dos genes Per (period), Cry (cryptochrome) e do receptor orféo
REV-ERB. PER e CRY formam dimeros que sao transportados do citoplasma para o nucleo,
inibindo a acdo de CLOCK/BMALL1 e bloqueando a sua propria transcri¢cdo. Na auséncia da

proteina REV — ERB, 0 gene Bmall (e possivelmente o gene Clock) é liberado, podendo
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formar novamente o fator de transcricdio CLOCK/BMAL1, dando inicio a um novo ciclo.

Normalmente, o ciclo circadiano tem inicio nas primeiras horas da manhd através da ativacao

da transcricdo de Per e Cry por CLOCK/BMALL. Os niveis de transcri¢do atingem seu pico

por volta de meio-dia e os niveis de proteina no citoplasma atingem o seu maximo cerca de

duas horas mais tarde. Este mecanismo é caracterizado como alca de retroalimentacéo
negativa (ALBRECHT; EICHELE, 2003; DIJK; ARCHER, 2010).

Figura 1 - A maquinaria molecular basica do reldgio biol6gico consiste em al¢as de
retroalimentacéo negativa e positiva.
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Na primeira al¢a 0 heterodimero CLOCK/BMALL ativa a transcri¢do de Per e Cry, enquanto que as proteinas
PER e CRY forma dimeros e inibem a atividade transcricional de CLOCK/BMAIL. Na segunda alga,
CLOCK/BMALL1 ativa a expressdo de REV-ERB, que por sua vez inibe a transcricdo de Bmall. Ambos os
circuitos sdo essenciais para a manutencdo do ritmo circadiano. Este mecanismo regula atividades ritmicas

comportamentais e fisioldgicas, como o metabolismo.

Fonte: FENG; LAZAR, 2012.
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Outro mecanismo envolve a regulacdo da transcricdo de Bmall (alca de
retroalimentacdo positiva), induzido pelo heterodimero CLOCK/BMAL1 que ativa a
transcricdo de receptores nucleares 6rfaos, Rev-erba e Rora. REV-ERBo competem pela
liberacdo a ROREs (retinoic acid-related orphan receptor response elementes), presentes no
promotor de Bmall. ROR ativa a transcricdo de Bmall enquanto REV-ERB (a e B) reprime o
processo de transcricdo. Assim, a oscilagdo circadiana de Bmall é tanto positivamente quanto
negativamente regulada por RORs e REV-ERBs. (PREITNER et al., 2002; SATO et al.,
2004; TRINQUENEUAX et al., 2004; AKASHI; TAKUMI, 2005; GUILLAUMOND et al.,
2005).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém investigado alteracBes em genes
envolvidos na regulacdo do reldgio bioldgico e seus impactos em diversas doencas. Varios
estudos de associacdo tem indicado polimorfismos em genes circadianos relacionados com
preferéncia diurna e sazonalidade, fatores psico-comportamentais, transtornos mentais,
obesidade, sindrome metabdlica, hipertensdo, diabetes tipo 2 e cncer (RESZKA et al., 2012).

A EMJ possui caracteristicas associadas ao ciclo sono-vigilia, relatadas desde sua
primeira descricdo e observada ao longo dos anos por varios pesquisadores (JANZ,
CRISTIAN, 1957, CLEMENT; WALLACE, 1988; PANAYIOTOPOULOS; TAHAN;
OBEID,1991; MURTHY; RAO; MEENA, 1998; PUNG; SCHMITZ, 2006; HOFSTRA et al.,
2010). Como o ciclo sono-vigilia é regulado por genes do reldgio e possiveis alteracdes nestes
genes causem mudancas na ritmicidade circadiana, provocando diversas alteracdes
fisioldgicas e comportamentais, a hipdtese é que alteracdes nestes genes apresentem um fator
de susceptibilidade a EMJ ou a endofendtipos. Dessa forma, trés polimorfismos ja associados
a caracteristicas circadianas foram escolhidos para analise em pacientes com EMJ, entre eles
0 VNTR (Variable Number Tandem Repeat) de 4 e 5 repeticGes do gene Per3, C111G do
gene Per2 e T3111C do gene Clock.

2.6.1 Gene Clock (OMIM 601851)

O primeiro gene reldgio de mamiferos a ter sua funcionalidade identificada foi o gene
Clock. Possui 20 éxons e esta localizado no cromossomo 4. Faz parte da al¢a de regulacao
positiva do mecanismo molecular do ritmo circadiano e codifica um fator de transcri¢éo
basico (CLOCK), cuja funcédo € ativar os componentes do mecanismo molecular do reldgio
bioldgico para geragdo do ritmo circadiano (DUNLAP, 1999; BARCLAY et al., 2011).
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MutacBes neste gene podem trazer defeitos funcionais no heterodimero CLOCK-
BMALL e, como consequéncia, induzir a um ritmo molecular lento (GEKAKIS et al.,1998).
Em camundongos algumas mutacdes neste gene foram associadas a um periodo longo em
livre-curso (auséncia de pistas ambientais), ou seja, 0s animais apresentaram um periodo
endogeno longo de atividade locomotora, e uma sincronizagdo anormal ao ciclo claro/escuro
de 24 horas (ANTOCH et al., 1997; KING et al., 1997; NAYLOR et al., 2000). Devido ao seu
papel central na regulacdo do relogio biolégico, o gene Clock é um forte candidato a
associacdo com disturbios relacionados a disfuncdo do ritmo circadiano (STEEVES et al.,
1999).

Polimorfismos neste gene estdo associados a alteracbes comportamentais em certas
populacdes, além de obesidade, sindrome metabdlica, distarbios do humor e comumente
associado a preferéncia diurna e alterac6es no sono (ALLEBRANDT et al., 2010).

Em humanos, o polimorfismo T3111C (rs1801260) do gene localizado na regiédo
3’ndo-traduzida (3’UTR) do gene Clock, consistindo na substituicdo de uma citosina por uma
timina na posicdo 3111, tem sido frequentemente associado a preferéncia diurna
(KATZENBERG et al.,1998; MISHIMA et al., 2005) e com suscetibilidade ao
desenvolvimento de SFAS (sindrome da fase atrasada do sono) (IWASE et al., 2002;
KATZENBERG et al.,1998; MISHIMA et al., 2005).

O alelo 3111C tem sido associado com vespertinidade (KATZENBERG et al., 1998;
MISHIMA et al., 2005), alteracBes no sono como SFAS (IWASE et al., 2002) e insdnia em
pacientes afetados por depressdo e transtorno bipolar (SERRETTI et al., 2003), além de
Transtorno do deficit de atencdo com hiperatividade e distarbios do sono em criancas chinesas
(CAO etal., 2012).

2.6.2 Gene Per2 (OMIM 603426)

O gene Period 2 (Per2) é um componente chave do mecanismo molecular que regula
o ritmo circadiano em mamiferos (GARAULET et al., 2010). Localiza-se no cromossomo 2
(TOH et al., 2001) e faz parte da alga de retroalimentacdo negativa, na qual sua proteina
(PER2) forma um dimero no citoplasma com CRY, retornam ao nucleo e bloqueiam a acao do
heterodimero CLOCK/BMALL1 na transcri¢do de seus proprios genes (LOWREY et al., 2000;
PEREIRA et al., 2009).

MutacOes em Per2 diminuem a frequéncia fundamental das oscilagdes circadianas e

causa a perda eventual de ritmos comportamentais (ZHENG et al., 1999; BAE et al., 2001;
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XU et al., 2007). Nos seres humanos, as mutacdes em Per2 estdo associadas com alteracGes
na duracgdo do ciclo sono-vigilia (TOH et al., 2001;. VANSELOW et al., 2006; XU et al.,
2007).

Além das associacdes com alteracdes no ciclo sono-vigilia, 0 gene Per2 tem sido
associado a outras condicdes, como cancer (YANG et al., 2009; WINTER et al., 2007; CHEN
et al., 2005), variacdes de humor, comportamento e depressdo (PARTONEN et al., 2007;
MANSOUR et al., 2009), obesidade (GARAULET et al., 2010) e sindrome metabdlica
(GARCIA-RIOS et al., 2012).

Dentre os polimorfismos mais estudados neste gene, destaca-se o polimorfismo
C111G (rs2304672) localizado na regiao 5’ ndo-traduzida (5’-UTR). Comumente associado
com preferéncia diurna, onde a presenca do alelo G esta frequentemente relacionado a
matutinidade (CARPEN et al., 2005). Este polimorfismo pode alterar a estrutura secundaria
do RNAm transcrito e, como o alelo 111G estd associado a matutinidade, alguns estudos
mostram a sua forte relacdo com SFAVS (CARPEN et al., 2005; SATOH et al., 2003;
RESZKA et al., 2012). O alelo 111G, além de apresentar associa¢do com cronotipo matutino,
também foi relatada associacdo com variacdo sazonal no humor e depressdo (PARTONEN et
al., 2007; LAVEBRATT et al., 2010), transtorno bipolar (KRIPKE et al., 2009) e
recentemente obesidade (GARAULET et al., 2010).

2.6.3 Gene Per3 (OMIM 603427)

O Period 3 (Per3), componente da alca de retroalimentacdo negativa do reldgio
biologico, € membro da familia de proteinas Period (PER), descrito pela primeira vez em
Drosophila (REDDY et al., 1984). Esta localizado em humanos no cromossomo 1, possui 23
éxons e codifica um fator de transcricdo (ARCHER et al., 2003; LIPKOVA et al., 2012).

De acordo com estudos funcionais, a delecdo de Per3 em camundongos tem uma
influéncia na atividade circadiana (SHEARMAN et al., 2000; VAN DER VEEN; ARCHER,
2010). Em humanos, existe um polimorfismo de repeticdo neste gene (VNTR — Variable
Number of Tandem Repeats) que é caracterizado por uma sequéncia de 54pb que se repete
quatro ou cinco vezes dependendo do gendtipo do individuo, um alelo longo com 5 repeticGes
e um alelo curto com 4 repeticdes (EBISAWA et al., 2001; ARCHER et al., 2003). Este
polimorfismo esté localizado no éxon 18 e um individuo com 4 repeti¢es de 54pb possui 18
aminoacidos a menos na proteina do que um individuo com 5 repeticbes (EBISAWA et al.,

2001). Sua funcdo ainda ndo é conhecida, mas diversos grupos de pesquisadores tém
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investigado seu papel no sistema de temporizacdo circadiano (EBISAWA et al.,, 2001;
ARCHER et al., 2003; 2010).

O alelo longo tem sido associado com preferéncia matutina (ARCHER et al., 2003;
PEREIRA et al., 2005;. JONES et al., 2007; ELLIS et al., 2009) e o alelo curto associado com
preferéncia vespertina e SFAS (ARCHER et al., 2003). Recentemente, alguns pesquisadores
tem revelado também relacdo com: dependéncia a opidides (ZOU et al., 2007;
SUROVTSEVA et al., 2012); insdnia em pacientes alcool-dependentes (BROWER et al.,
2012); resisténcia neurocomportamental aguda e privacao de sono (RUPP et al., 2012); alcool
e stress (WANG et al., 2012); transtorno bipolar (BENEDETTI et al., 2008; DALLASPEZIA
et al., 2011); alteracdes no sono (VIOLA et al., 2007; 2011); cancer (ZHU et al., 2005).

Contudo, apesar do numero crescente de estudos envolvendo polimorfismos dos genes
do relégio e doencas neuroldgicas que apresentam caracteristicas circadianas subjacentes a
seus fendtipos, nenhum estudo neste sentido foi descrito em relagdo a EMJ. Dessa forma, este
trabalho propds a investigacdo de polimorfismos nestes genes, buscando explicar a ligagéo
entre EMJ e ritmo circadiano, ja que apresenta nitida influéncia do ciclo sono-vigilia em seu

fenotipo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a ocorréncia de distarbios do sono e preferéncia circadiana em pacientes com
EMJ do Estado de Alagoas, buscando identificar possiveis correlagbes genéticas com

endofenotipos apresentados por estes pacientes quanto aos disturbios do sono.

3.2 Especificos

e Auvaliar a ocorréncia de disturbios do sono em pacientes com EMJ;

e Avaliar a frequéncia de cronotipos dos pacientes com EMJ;

e Obter as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos genéticos C111G do
gene Per2, T3111C do gene Clock e VNTR do gene Per3 em individuos com
EMJ;

e Avaliar se as frequéncias obtidas dos polimorfismos sdo significativamente
diferentes entre 0s grupos (pacientes e controles) analisados;

e Auvaliar se interacdes entre estes polimorfismos estdo associados a EMJ;

e Avaliar uma possivel associacdo entre os polimorfismos e os endofenétipos

apresentados pelos pacientes com EMJ, quanto aos distarbios do sono.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento

Estudo retrospectivo do tipo caso-controle realizado com pacientes diagnosticados
com EMJ comparados ao grupo controle, composto por individuos voluntarios. Os grupos
foram selecionados obedecendo a critérios de inclusdo e exclusdo. Todos os pacientes foram
submetidos a avaliacdo clinica (diagnéstico para EMJ e reavaliacdo clinica), neuroldgica
(EEG), entrevista sobre distlrbios do sono e cronotipos, e investigacdo genética. O grupo
controle foi submetido a entrevista sobre distirbios do sono e cronotipos, além da

investigacdo genética.

4.2 Pacientes e grupo controle

O grupo de pacientes (n=97) foi composto por individuos com diagnostico de EMJ
atendidos no ambulatério de epilepsia do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da
Universidade Federal de Alagoas (HUPAA-UFAL) e em clinicas particulares localizadas na
cidade de Macei6. Os pacientes foram diagnosticados por dois neurologistas especialistas em
epilepsia segundo os critérios para a classificagdo de sindromes epilépticas da International
League Against Epilepsy (ILAE, 1989).

e Critérios de inclusdo dos pacientes:
o Presenca de crises mioclonicas com ou sem CTCG e/ou crises de auséncia;
o ldade de inicio das crises entre 4 e 30 anos;

o Desenvolvimento neuropsicomotor e exame neurolégico normal.

e Critérios de exclusdo dos pacientes:
o Negar-se a participar da pesquisa;
o Presenca de retardo no desenvolvimento neuropsicomotor;
o Pacientes que ndo compareceram ao retorno ambulatorial ou mudaram de

endereco e telefone.

O grupo controle (n=212) foi composto por individuos voluntarios provenientes do

Estado de Alagoas, sendo alunos e funcionérios da UFAL, pacientes atendidos em outros
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ambulatérios do HUPAA e voluntérios de vérios bairros da cidade de Macei6 de forma a
compor um grupo com idade média e proporcdo de géneros semelhantes ao grupo de

pacientes.

e Critérios de exclusdo dos individuos do grupo controle:
o Negar-se a participar da pesquisa;
o Presenca de retardo no desenvolvimento neuropsicomotor;
o Diagndstico prévio de doenca neurologica ou psiquiatrica;
o Diagnéstico atual ou prévio de epilepsia;

o Antecedentes familiares de epilepsia (em até terceiro grau).

Todos os pacientes e individuos controle foram cadastrados no banco de DNA de
pacientes com Epilepsia e individuos controles do estado de Alagoas.

O Banco de DNA referido nesta pesquisa foi estabelecido pelo Laboratério de
Biologia Celular e Molecular (LBCM) da UFAL em 2006 (projeto financiado pelo Fundo de
Apoio a Pesquisa do Estado de Alagoas/FAPEAL — edital Auxilio a recém-doutor/2005), com
o objetivo principal de fornecer subsidios para a investigacdo de polimorfismos genéticos
associados principalmente a EMJ, que representa cerca de 35% dos pacientes incluidos no
banco. Além disso, sua criacdo permitiu a sistematizacdo no atendimento destes pacientes e
possibilidades de estudos clinicos. Atualmente, possui 97 pacientes com EMJ e 212 controles

cadastrados, além de outros tipos de epilepsia.
4.3 Aspectos eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas, processo n° 004660/2011-71 (anexo 1), com base no item VIII.13, b, da
Resolucdo n°196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Pacientes e controles foram
devidamente esclarecidos sobre 0s objetivos e riscos em participar do estudo através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, apéndice 1).

4.4 Procedimentos:

4.4.1 Avaliacéo clinica sobre distdrbios do sono
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Os pacientes com EMJ foram abordados pelos pesquisadores no dia do retorno
ambulatorial regular e esclarecidos segundo o TCLE (Figura 2). Os individuos que aceitaram

participar da pesquisa foram submetidos ao seguinte protocolo:

1) Avaliacgdo das caracteristicas do sono:
a) Entrevista clinica sobre distdrbios do sono (apéndice 2);
b) Aplicacdo da Escala de Sonoléncia de Epworth (anexo 2);

c¢) Aplicacdo do indice de qualidade do sono de Pittsburgh (anexo 3).

2) Avaliacdo da preferéncia diurna (cronotipo):

a) Aplicacdo do questionario de Horne-Ostberg (anexo 4).

Figura 2 - Representacdo esquematica do delineamento experimental.

2. Avaliacido genética

1. Avaliacdo clinica

Facientes diagnosticados com EMJ atendidos no
ambulatdrio de Meurologia do HUPAA-UFAL e
clinicas particulares cadastrados no banco de

DMA de pacientes com epilepsia e controles do
Estado de Alagoas

e

Entrevista clinica
e protocolo do sono

Genotipagem através de PCR
efou PCR-RFLP

a) T31M1C do gene Clock;
b) VNTR do gene Per3;
c) C111G do gene Per2.

a) Ficha clinica de Distirbios do Sono;
b) Questionario de Horne-Ostherng;
c) PSQI-BR;

d) ESE-BR.

Obtencdo das frequéncias

alélicas e genotipicas dos

polimorfismos genéticos
(Software SMPStats)

Fonte: Autora, 2013.
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4.4.1.1 Instrumentos

44111 Ficha clinica sobre disturbios do sono

A ficha clinica sobre distarbios do sono é um questionario semiestruturado sobre
critérios clinicos para distdrbios do sono, baseado na segunda edicdo da Classificacdo
Internacional de Disturbios do Sono (CIDS-2). O instrumento foi desenvolvido por um
neurologista com formacdo em Medicina do Sono com o objetivo de orientar a entrevista
clinica de avaliacdo das principais alteragcdes relacionadas ao sono (Anexo 5). A ficha é
dividida em dados sobre: identificagdo do individuo; ambiente do sono; caracteristicas do
ciclo sono-vigilia (ultimo més e ano); antecedentes pessoais sobre doencas cronicas; medidas
antropométricas; medicacBes em uso; crises epilépticas atuais e periodos de ocorréncia

(especifica para pacientes).

44.1.1.2 Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE)

A escala de sonoléncia de Epworth (ESE-BR) é um questionario autoaplicavel em que
0 paciente gradua sua probabilidade de adormecer em oito situagfes corriqueiras. Trata-se de
um escore de 0 a 24, que, quando maior que 10, sugere sonoléncia diurna excessiva (SDE).

Este instrumento foi validado para o portugués falado no Brasil por Bertolazi et al. (2009).

44113 indice de qualidade do sono de Pittsburgh (IQSP-BR)

O indice de gualidade do sono de Pittsburgh (IQSP-BR), validado para portugués por
Bertolazi e colaboradores (2010), avalia qualidade do sono em relacdo ao més anterior,
classificando os entrevistados como bons ou maus “dormidores”. Composto por 19 itens
agrupados em 7 componentes, pontuados 0 a 3. Os componentes sdo respectivamente: (1) a
qualidade subjetiva do sono; (2) a laténcia do sono; (3) a duracdo do sono; (4) a eficiéncia
habitual do sono; (5) as alteragbes do sono; (6) 0 uso de medicagdes para o sono; e (7) a
disfuncéo diurna. Os escores dos sete componentes sdo somados para conferir uma pontuacao
global do IQSP, a qual varia de 0 a 21. Uma pontuagdo >5 indica qualidade ruim de sono
(BERTOLAZI et al., 2011).

44.1.1.4 Questionario de matutinidade/vespertinidade de Horne-Ostberg
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O questionéario de Horne-Ostberg (HO) ou questionério de identificacdo do carater de
matutinidade e vespertinidade (MEQ) (HORNE et al., 1976), foi validado para o portugués
por Benedito-Silva et al. (1990). Este instrumento é composto por 19 questfes a respeito de
situacbes corriqueiras da vida diaria, onde o individuo deve registrar 0s seus horarios
preferenciais para estas situagfes. O resultado do questionario € um valor numérico que varia
entre 16 e 86 pontos. De acordo com a pontuacdo, cada individuo pode ser classificado em:
vespertino extremo (16-30), moderadamente vespertino (31-41), indiferente (42-58),
moderadamente matutino (59-69) e matutino extremo (70-86).

Baseado no escore do HO, os sujeitos deste estudo foram reclassificados para 0s cinco
tipos de cronotipos de acordo com o método de gradiente de 5 pontos (7%—24%—38%—24%—
7%) (CAROJI, 1915): vespertinos extremos (26-39), vespertinos moderados (40-48),
intermediarios (49-63), matutinos moderados (64-71) e matutinos extremos (71-77). Para as
andlises estatisticas, os sujeitos foram agrupados em trés cronotipos: vespertinos (26-46),
intermediarios (47-63) e matutinos (64—77).

4.4.2 Avaliacdo Genética

A avaliacdo genética dos pacientes e controles quanto a associacdo com 0S
polimorfismos T3111C do gene Clock e C111G do gene Per2 foi realizada através da técnica
de PCR-RFLP e para o polimorfismo VNTR (4 e 5 repeticdes) do gene Per3, através da
técnica de PCR.

4.4.2.1 Extragdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA dos individuos com EMJ e individuos controles foi realizada a
partir de 300ul de sangue total, de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante do Kit
Genomic Blood DNA Purification (QIAGEN). Inicialmente, o sangue foi incubado em banho-
maria, a 37°C até descongelar, em seguida foi transferido para tubos de 1,5mL contendo
750ul de FG1 (tampao de lise) e centrifugado por 2 minutos a 10.000rpm. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, ao pellet foi adicionado 150uL de FG2 (tampao
desnaturante) + 1,5uL de protease e homogeneizados com vortex. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada brevemente (3-5 segundos) e incubada a 65°C, por 5 minutos. Posteriormente,
adicionava-se 150uL. de isopropanol (100%) e logo depois foi misturada levemente por

imersdo até a formacdo do precipitado de DNA. As amostras foram centrifugadas por 5
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minutos, o sobrenadante foi descartado e ao pellet de DNA foi adicionado 150uL de etanol
70%. Apos esta etapa de lavagem, as amostras foram centrifugadas por mais 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi seco a temperatura ambiente. Para
ressuspensdo do DNA, foi adicionado 200uL de tampdo FG3 (tampao de hidratagdo) ¢
incubado a 65°C até o pellet de DNA ser dissolvido (10-30min). As solucfes de DNA foram

armazenadas em freezer -20°C, até 0 momento de uso.
44211 Visualizacdo do material genético extraido

Para visualizar a integridade da extragdo de DNA, aliquotas de 4uL. de DNA foram
misturadas a 1pL de agua ultrapura e 1pul de Loading buffer 6X (LB 6X) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) em tubos de 1,5mL. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 0,7% (100V; 300mA; 36W). Apos a eletroforese, os géis foram corados durante 10
minutos com brometo de etidio (0,5ug/mL), descorados em agua destilada e fotografados sob
luz ultravioleta com auxilio de um sistema de captura de imagem Vilber Lourmat
(ECX-20.M, Vilber Lourmat, France).

Figura 3 - Perfil eletroforético do DNA gendmico de 12 amostras provenientes de pacientes com
EMJ.
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Fonte: Autora, 2013.
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Na figura 3, observa-se o perfil eletroforético de 12 amostras de DNA. Podemos
observar a presenca de uma Unica banda com intensidade relativamente forte. Padrdo de
intensidade que indica que o DNA gendmico extraido possui concentracdes satisfatorias. A
ndo deteccdo (ou discreta) de rastro abaixo das bandas indica que o DNA genémico esta

relativamente integro e, portanto, adequado para as analises subsequentes.

4.4.2.2 Reacdes de PCR

Para amplificagdo dos fragmentos gendmicos contendo os polimorfismos de interesse
(tabela 1) foram utilizados diferentes pares de iniciadores (tabela 2).

Tabela 1 - Polimorfismos analisados para os genes Clock, Per2 e Per3.

Gene Polimorfismo Localizacdo no gene
Clock T3111C regidao 3'-UTR
Per2 Cl11G regido 5"-UTR
Per3 VNTR (4-5 repeticGes) éxon 18

Fonte: Autora, 2013.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas nas seguintes condi¢cdes: DNA 40ng,
tampdo 1X, MgCl, 1,5mM, dNTP (desorribonuleotideo trifosfatado) 0,5mM, primers F e R
(iniciadores, 0,2uM de cada), enzima Taq polimerase 0,5U (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

e H,O ultrapura para um volume final de 25uL.

Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo dos fragmentos genémicos
contendo os polimorfismos de interesse.

Gene  Polimorfismo Amplicon Sequéncia dos iniciadores

F: STCCAGCAGTTTCATGAGATGCY

Clock T3111C 221pb R: SGAGGTCATTTCATAGCTGAGC3’
F: GTGCGTGTGCTTGTTAATGC3’
Per2 C111G 114pb R: STCCTTGGTGGGGTTACTGG3’
VNTR F: CAAAATTTTATGACACTACCAGAATGGCTGACY’

Per3  (4-5repeticBes)  635pb  R:5’AACCCTTGTACTTCCACATCAGTGCCTGG3’

Fonte: Autora, 2013.
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A amplificacdo de cada fragmento com os polimorfismos referidos na tabela 1 se
desenvolveu no termociclador (Biocycler MJ96G) nas seguintes condigdes: desnaturagéo
inicial a 95°C durante 4 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo (tabela 3). Na etapa de
extensdo final a reacdo era incubada a 72°C por 10 minutos e permaneceu a 4°C até o

momento do uso.

Tabela 3 — Condicdes para amplificacdo dos fragmentos genémicos de interesse.

Gene Desnaturacao Anelamento Extensé&o

Clock 94°C, 40 seg. 57°C, 30 seg. 72°C, 40 seg.
Per2 94°C, 45 seg. 55°C, 45 seg. 72°C, 50 seg.
Per3 94°C, 45 seg. 58°C, 1 min 72°C, 1 min

Fonte: Autora, 2013.

44221 Visualizacdo dos produtos de PCR

Os produtos de amplificacdo para o polimorfismo T3111G do gene Clock e C111G do
gene Per2 foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 2%, utilizando-se
uma aliquota de 5uL da rea¢do de PCR. As aliquotas foram misturadas a 1uL de loading
buffer 6X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e em seguida, a solucdo foi aplicada em gel de
agarose 2% (TBE 0,5X). Apo6s migracdo eletroforética (100V; 300mA; 36W), o gel foi corado
por 10 minutos em solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL), fotografado sob luz ultravioleta
e devidamente documentado através do sistema de captura de imagem Vilber Lourmat
(ECX-20.M, Vilber Lourmat, France) (ver figuras 4 e 5).

O produto de amplificacdo do VNTR (4 e 5 repeticGes) do gene Per3 foi visualizado
atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (TBE1X). Em um tubo de 1,5mL foram
adicionados 10puL do produto da PCR e 2uL de LB 6X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em
seguida, a solucdo foi aplicada no gel e submetida a migragéo eletroforética (145V; 75mA,
36W). Apos a migracdo o gel foi corado por 10 minutos em solugdo de brometo de etidio
(0,5ug/mL), fotografado sob luz ultravioleta e devidamente documentado através do sistema
de captura de imagem Vilber Lourmat (ECX-20.M, Vilber Lourmat, France) (ver figura 6).

Em relacdo ao polimorfismo T3111C do gene Clock temos na figura 4, o perfil do
produto de amplificacdo de 18 amostras do grupo controle, representativa para os demais.
Podemos observar a presenca de uma unica banda um pouco maior que 200pb, compativel

com o tamanho esperado (221pb) para o produto de amplificacdo produzido com os primers
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utilizados (ver tabela 2). A ndo detec¢do de banda espuria nas amostras e no controle negativo
(reacdo sem DNA) indica, respectivamente, uma amplificacdo especifica e sem contaminacao.

Na figura 5, observa-se o perfil de amplificacdo do fragmento de 114pb contendo o
polimorfismo C111G em 12 amostras do grupo de pacientes, representativa das demais.
Através de uma analise visual, observa-se que as raias de 1 a 13 e C+, apresentam uma Unica
banda acima de 100pb padrdo compativel com o esperado na amplificacdo do fragmento do
gene Per2 com os primers utilizados. A ndo deteccdo de bandas no controle negativo, reacdo

sem DNA (raia C-) indica uma amplificacdo especifica e sem contaminacéo.

Figura 4 - Produtos de amplificacdo do fragmento do gene Clock que contém o polimorfismo
T3111C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 C+ C- M
100pb

Eletroforese em gel de agarose 2,0%. Raias 1-18: Produtos da reacdo de PCR para diferentes amostras de
individuos do grupo controle; Raia C+: controle positivo; Raia C-: controle negativo; Raia M: marcador de peso
molecular 100pb.

Fonte: Autora, 2013.
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Figura 5 - Produtos de amplificacdo do fragmento do gene Per2 que contém o polimorfismo
Cl11G.

1. 2 3 4 & 6 7 8 9 10 M 12 13 € G M
100pb

200pb

100pb

Eletroforese em gel de agarose 2,0%. Raias 1-13: Produtos da reagdo de PCR para diferentes amostras do grupo
de pacientes; Raia C+: controle positivo; Raia C-: controle negativo. Raia M: marcador de peso molecular
100pb.

Fonte: Autora, 2013.

Figura 6 - Produtos de amplificagdo do fragmento do gene Per3 que contém o polimorfismo
VNTR (4 e 5 repeticdes).

1 2. 3 4 5 & ¢ 8 9 A0 11 12: 13 14 €+ C: M

€00pb
500pb

100pb

Eletroforese em gel poliacrilamida 6%. Raias 1-14: Produtos da reacdo de PCR para diferentes amostras de
individuos do grupo controle; Raia C+: controle positivo 5/5; Raia C: controle negativo. Raia M: marcador de
peso molecular 100pb.

Fonte: Autora, 2013.
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Na figura 6, observa-se o perfil do produto de amplificagdo contendo o VNTR (4 e 5
repeticdes) do gene Per3 em 14 amostras do grupo controle, representativa das demais. Para
esse polimorfismo, especificamente, a genotipagem foi baseada neste perfil eletroforético.
Podemos observar através de uma analise visual, trés padrbes distintos de bandas. Para as
amostras nas raias 1, 6, 8, 9, 10, 11 e 12 observa-se dois fragmentos (635 e 581pb), indicando
a presenca de dois alelos diferentes (com 4 e 5 repeti¢des), compativel com o gendétipo
heterozigoto. Para as amostras nas raias 2, 5, 7, 13 e 14 observa-se um anico fragmento de
581pb, compativel com o esperado para o gendtipo homozigoto referente ao alelo com 4
repeti¢des. Para as amostras nas raias 3, 4 e C+, a presenca de uma Unica banda acima de
600pb, compativel com o esperado para o gendtipo homozigoto referente ao alelo com 5

repeticoes.
4.4.2.3 Reagdes de restricéo

Para as reacGes de restricdo dos polimorfismos dos genes Clock e Per2 foram
utilizados, respectivamente, 20pL e 10uL da reacdo de PCR e submetidos a reacdo de
restricdo em volume final de 30uL (tabela 4), conforme recomendacgdes do fabricante das

enzimas de restricdo (tabela 5).

Tabela 4 - CondicOes da reacao de restri¢do para os diferentes produtos de amplificagéo.

Gene Enzima Condicdes
Clock Sdul (Bsp12861) (1U)* 37°C, 16 horas
Per2 HpyCH4V (1U)** 37°C, 16 horas

* Fermentas, Life science. ** New England Biolabs, Beverly, MA, USA.

Fonte: Autora, 2013.

Tabela 5 - Composicéo da reagéo de restricdo usando as enzimas de restri¢cdo Sdul e HpyCH4V
para determinacao do genotipo dos genes Clock e Per2, respectivamente.

Genes Reagentes Volume (uL)
Produtos de PCR 20pL
T3111C H,0 ultrapura 6,9uL
Clock Tampdo da enzima (10x) 3uL (1X)
Enzima Sdul (Bsp12861) (10U/uL) 0,1uL (1V)
Volume final 30pL
Produtos de PCR 10pL
H,O ultrapura 16,8uL
C111G Tampdo da enzima (10x) 3uL (1X)
Per2 Enzima HpyCH4V (5U/uL) 0,2uL (1U)
Volume final 30uL

Fonte: Autora, 2013.
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44231 Visualizacdo dos produtos das reac6es de restricdo

A visualizacdo dos produtos das reacGes de restricao foi obtida através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% (Clock) e 8% (Per2). Para isso, foi utilizado o volume total
(30ul) da reacdo de restricdo, misturados a 5uL LB 6X. Em seguida, as amostras foram
aplicadas em seus respectivos géis conforme citado acima e submetidas a eletroforese. Apos
migracdo das amostras (fonte: 145V; 75mA; 36W), os géis foram corados em brometo de
etideo (0,5ng/mL), e fotografados sob luz ultravioleta com o auxilio de um sistema digital de
captura de imagem Vilber Lourmat (ECX+20.M, Vilber Lourmat, France) e as imagens

devidamente documentadas.
4.4.2.4 Genotipagem

A genotipagem das diferentes amostras para os trés polimorfismos analisados (ver
tabela 1) foi baseada nos critérios apresentados no delineamento experimental adotado (tabela

6).

Tabela 6 - Critérios para genotipagem com base no perfil eletroforético apés a PCR ou PCR-

RFLP.
Gene Genotipo Perfil eletroforético

TIT 221pb

Clock TIC 221 + 125pb + 96pb
C/IC 125pb + 96pb
C/IC 114pb

Per2 CIG 114 + 61pb + 53pb
G/G 61pb + 53pb
4/4 581pb

Per3 4/5 581pb + 635pb
5/5 635pb

Fonte: Autora, 2013.

O perfil eletroforético da restricdo para polimorfismo T3111C do gene Clock
apresenta 3 padrbes diferentes (ver tabela 6), conforme observado na figura 7, onde 13
amostras da populacao controle foram analisadas. Podemos notar que as amostras das raias 3,
6, 9, 12 e 13 apresentam um unico fragmento um pouco acima de 200pb como produto da
restricdo, perfil compativel com o gendtipo homozigoto T/T; as raias 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 e 11,
apresentam 3 fragmentos (221pb; 125pb e 96pb), representando o genoétipo heterozigoto T/C;
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a amostra na raia C+ apresenta 2 fragmentos como produto de restri¢do, perfil compativel
com o esperado para 0 genétipo homozigoto C/C (125pb e 96pb), j& que o alelo C apresenta

sitio de restricdo para Sdul (Fermentas, Life Science).

Figura 7 - Perfil de restricdo dos produtos de PCR referentes ao fragmento do gene Clock.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 C+ M

e R N s Ll Wl R W W W W N
e  200pb

100pb

Eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. Raias 1-13: produtos de PCR de diferentes amostras submetidos a
restricdo. Raia C+: controle positivo; Raia M: Marcador de peso molecular 100pb.

Fonte: Autora, 2013.

Figura 8 - Perfil de restricdo dos produtos de PCR referentes ao fragmento do gene Per2.

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 141516C+M

N M o et St Bt el Sl e e bt el

100pb

A AL

60pb
S0pb

Amostras referentes & populagdo de pacientes. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Raias 1-16: produtos
de PCR de diferentes amostras submetidos a restricdo. Raia C+: controle positivo; Raia M: Marcador de peso
molecular 10pb.

Fonte: Autora, 2013.



52

O polimorfismo C111G do gene Per2, possui 3 padrdes distintos de restri¢do,
conforme a tabela 5. Na figura 8, observa-se o perfil de restricdo de 16 amostras do grupo de
pacientes, representativa das demais reacfes. A amostra da raia C+ apresenta dois fragmentos
(61pb e 53pb) como produto da restricdo, perfil compativel com o genotipo homozigoto G/G,
uma vez que o alelo G apresenta sitio de restricdo para HpyCH4V (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA); as amostras nas raias 1, 2, 3, 5, 6, 7 e 9 a 16, apresentam 1 fragmento
como produto de restricdo, perfil compativel com o esperado para o genétipo homozigoto C/C
(114pb) e as raias 4 e 8, apresentam 3 fragmentos (114pb; 61pb e 53pb), representando o
genotipo heterozigoto C/G.

4.5 Anadlises estatisticas

45.1 Dados clinicos

Os dados clinicos coletados foram armazenados em software de planilha eletrdnica
(Microsoft Excel) e sua andlise descritiva e inferencial desenvolvida pelo programa estatistico

SPSS® (Statistical Package for Social Sciences) versdo 15.0.

4.5.2 Dados genéticos

Quanto a andlise estatistica do estudo de associacdo, foram realizadas através do
software online SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats) disponibilizado pelo
Instituto Cataldo de Oncologia (ICO, Barcelona, Espanha) e software MDR (Multifactor
Dimensionality Reduction), desenvolvido pelo National Institutes of Health (NIH, Maryland,
USA), disponibilizado em  <http://www.multifactordimensionalityreduction.org>. Onde, o0s
seguintes parametros foram analisados: frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
estudados, teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando o teste do qui-quadrado;
andlise de associacdo com epilepsia baseada em regressdo logistica, Odds ratio (OR) com
intervalo de confianga de 95% e interagdo génica pelo método MDR com valor de p
determinado pelo MDR Permutation Testing Software (beta 0.4.5). Para calcular o tamanho
da amostra e analisar o poder do teste estatistico, foi utilizado o software G*POWER 3.1.7,
disponibilizado pelo Instituto de Psicologia Experimental da Heinrich-Heine University,

Alemanha  (http://www.psycho.uni-duesseldorf.de/abteilungen/aap/gpower3/download-and-

register).
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4.5.2.1 Analise por MDR (Multifactor Dimensionality Reduction)

A identificacdo de interagdes génicas é um dificil desafio para doengas complexas e
multifatoriais. Estas interagdes sdo dificeis de detectar e caracterizar usando métodos
paramétricos tradicionais. Dessa forma, pensando em parametros acurados e com melhor
poder de deteccdo de interacdes, Hahn e colaboradores (2003) desenvolveram um método
livre de modelo genético e ndo paramétrico chamado MDR (Multifactor Dimensionality
Reduction). Método utilizado para detectar e caracterizar interagdes gene-gene e gene-
ambiente em estudos caso-controle com amostras relativamente pequenas (RITCHIE et al.,
2001). A figura 9 ilustra as etapas envolvidas na execucdo do método MDR para estudos

caso-controle.

Figura 9 - Resumo das etapas envolvidas na execucdo do método de MDR
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Na etapa 1, os dados séo divididos em grupos de treino (9/10 dos dados) e um grupo teste (1/10 dos dados). Na
etapa 2, um conjunto de fatores genéticos ou ambientais sdo selecionados dentre os dados gerais. Na etapa 3, 0s
N fatores e suas possiveis células multifatoriais sdo apresentadas em um espaco N dimensional. Na etapa 4, cada
célula de multifatores é classificada em alto risco, quando a razdo de casos/controles ultrapassa o limiar (T=1) e
como de baixo risco, quando a razdo de casos/controle é menor que o limiar (T<1). Nas etapas 5 e 6, 0 modelo
com menor erro de predi¢do é adotado. As etapas de 1 a 6 sdo repetidas para cada teste de validacdo cruzada
possivel. Células cinza-escuras: combinacdo de genétipos de alto risco; células cinza-claras: combinacdo de
genotipos de baixo risco; células em branco: combinacdes de gendtipos nas quais nenhum dado foi observado.
Distribuicdo dos casos (barras a esquerda) e controles (barras da direita).

Fonte: Adaptada de Hahn et al., 2003.
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Na etapa 1, é realizada randomicamente a divisdo dos dados em 10 partes iguais para
a validacdo cruzada (cross-validation), onde 9/10 desta divisdo representa o conjunto de
treino (training test) e 1/10 o conjunto de teste (testing set). Na etapa 2, cada décima parte
desta divisdo e disposta em uma lista com todas as variaveis a serem analisadas (por exemplo,
fatores genéticos e/ou ambientais). Em seguida, na etapa 3, o programa explora estes dados a
procura de padrdes consistentes para detectar relacionamentos sistematicos entre variaveis,
detectando assim as possiveis combinacfes, entdo estes fatores sdo representados em um
espaco tridimensional (figura genotipo-fenotipo), onde cada célula representa a quantidade de
pacientes e controles para cada combinacdo de gendtipos, por exemplo, 2 polimorfismos com
3 gendtipos cada, formam nove combinacdes de gendtipos. Na proxima etapa (4), cada célula
representada no espaco tridimensional (figura genotipo-fenotipo) é rotulada em alto e baixo
risco de acordo com a razdo entre casos e controles do estudo, que para este exemplo atende
ou excede um limite T=1,0. As células séo classificadas em Baixo risco quando a razao entre
casos e controles (casos/controles) € <1,0 e Alto risco, quando esta razdo for >1,0. Este
processo reduz as diversas variaveis em um modelo de uma dimensdo com duas classes: alto-
risco e baixo-risco. Na etapa 5, o0s passos 2 a 4 foram repetidos para todas as outras
combinacBes e 0 modelo escolhido foi aquele que possuia 0 menor nimero de individuos mal
classificados no conjunto de treino, sendo considerado o “melhor” modelo. Na etapa 6, 0
conjunto de teste (1/10) é utilizado para calcular o erro de predicdo, ou seja, 0 modelo que
tiver o menor nimero de individuos erroneamente identificados quando comparado ao melhor
modelo selecionado no conjunto de treino.

As etapas de 1 a 6 sdo repetidas 10 vezes e os resultados para o conjunto de treino e
teste de cada repeticdo sdo separados, obtendo-se 10 erros de predigdo para cada conjunto.
Outras medidas de avaliacdo do modelo geradas pela validagdo cruzada sdo o teste de
acuracia balanceado para os conjuntos de treino (training balance accuracy) e teste (testing
balance accuracy), que representa a média das taxas de acerto de cada conjunto; a outra
medida € a Consisténcia da Validacdo Cruzada (CVC), medida do numero de vezes em que 0
modelo gerado pelo algoritmo é identificado em cada uma das 10 fatias possiveis contendo
9/10 da amostra. Finalmente, pode-se fazer um teste estatistico do modelo escolhido através

da CVC e erro preditivo, usando uma estratégia de teste de permutacao.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo Clinica

Setenta e quatro pacientes com EMJ e 76 controles com distribuicdo semelhante entre
idade e sexo foram submetidos ao protocolo para avaliacdo das caracteristicas do sono e
preferéncia diurna (ver metodologia). As andlises estatisticas foram realizadas com o grupo
total de pacientes e individuos controles, e com um subgrupo destes pacientes em uso de

monoterapia com VPA (n=36).
5.1.1 Perfil clinico dos pacientes e individuos controles

As caracteristicas socio-demogréaficas referentes ao grupo total de pacientes (n=74) e
individuos controles (n=76) que foram submetidos ao protocolo do sono estdo descritas na
tabela 7. As caracteristicas apresentadas foram semelhantes para pacientes e controles, sem

qualquer diferenca significativa.

Tabela 7 - Dados s6cio-demograficos dos pacientes e controles.

Caracteristicas Pacientes (n=74) Controles (n=76) Valor de p
Sexo
Feminino 48 (64,9,5%) 49 (64,5%) 0,960"
Masculino 26 (35,1%) 27 (35,5,9%)
IMC 24,4445 24,5+4,6 0,944°
Idade 25,7485 28,2+8,9 0,084
Raca
Branco 13 (17,6%) 16 (21,1%)
Pardo 59 (79,7%) 52 (68,4%) 0,115
Negro 2 (2,7%) 8 (10,5%)
Estado civil
Solteiro 44 (59,5%) 44 (57,9%)
Casado 29 (39,2%) 30 (39,5%) 0,851°
Divorciado 1(1,4%) 2 (2,6%)
Renda familiar 405,9+336,9 524,54+430,2 0,069°
Escolaridade
Ensino fundamental 24 (32,4%) 22 (47,8%)
Ensino médio 32 (43,2%) 24 (31,6%) 0,122
Ensino superior 18 (24,3%) 30 (39,5%)

ATeste T; ° Teste Qui-quadrado; IMC (indice de Massa Corpérea).

Fonte: Autora, 2013.
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Na tabela 8, observam-se os dados sobre o perfil clinico dos pacientes que
responderam a entrevista sobre distdrbios do sono (Apéndice B), onde os parametros sobre
crises para o grupo total de paciente e grupo de pacientes em monoterapia com VPA foram
detalhados.

Tabela 8 - Perfil clinico de todos os pacientes com EMJ e em monoterapia com VPA.

Parametros n= 74 (100%)

Idade média de inicio das crises (xDP) 12,5745

Crises mioclonicas 74 (100%)

Crises de auséncia 46 (62,2%)

CTCG 70 (94,6%)
Parametros monoterapia com VPA (n=36)
Idade média de inicio das crises 14,7454

Crises mioclonicas 36 (100%)

Crises de auséncia 19 (52,8%)

CTCG 28 (77,8%)

CTCG (Crise Ténico-Clonico Generalizada); DP (Desvio Padréo); VPA (Valproato de sddio).
Fonte: Autora, 2013.

Em relacdo ao predominio de horario das crises, trinta e sete (50%) pacientes
relataram que as crises mioclonicas possuiam horério preferencial de ocorréncia. Destes
pacientes, vinte e nove (78,4%) pacientes apresentaram as crises pela manha, 2 (5,4%)
pacientes apresentaram as crises a tarde, 4 (10,8%) apresentaram as crises a noite e 2 (5,4%)
pacientes relataram predominio de horario, mas ndo informaram o periodo do dia. Quanto as
CTCG, 33 pacientes (44,6%) apresentaram predominio de horario. Destes pacientes, 29
(87,9%) apresentaram as crises no periodo matutino e 4 (12,1%) no periodo noturno.

Quanto ao tratamento medicamentoso, sessenta e cinco pacientes (87,9%) estavam em
uso de DAE, 3 (4%) nédo estavam usando nenhum medicamento e 6 (8,1%) ndo informaram a
DAE usada. Dos 65 pacientes que usavam DAE, 46 (70,8%) faziam uso de monoterapia e 19
(29,2%) de politerapia. Dos pacientes em uso de monoterapia, 36 (78,3%) usavam VPA e 10
(21,7%) outros tipos de DAEs.

5.1.2 Avaliacdo dos Distarbios do sono para pacientes e controles

Os dados relacionados com os principais disturbios de sono apresentados pelos
pacientes com EMJ e individuos controles, obtidos através do protocolo sobre os habitos e

alteracdes no sono estdo descritos na tabela 9.
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Os pacientes com EMJ apresentaram maior prevaléncia de insbnia (p<0,001) em
relagdo ao grupo controle. Pacientes também apresentaram maior prevaléncia de roncos
moderados e graves (p=0,012), cansaco ao acordar mais que trés vezes por semana (p=0,007)
e cefaleia matinal mais que trés vezes por semana (p=0,008). A prevaléncia de SDE mostrou

uma tendéncia a significancia (p=0,091).

Tabela 9 - Distarbios do sono em pacientes e controles, considerados a partir das respostas
obtidas através do protocolo do sono.

Parametros Pacientes (n=74) Controles (n=76) p?
Insbnia 35 (47,3%) 14 (18,4%) <0,001
Parassonias 29 (39,2%) 28 (50,9%) 0,867
SPI 4 (5,4%) 2 (2,6%) 0,439
Pausas respiratorias 14 (18,9%) 10 (13,2%) 0,379
Roncos 34 (45,9%) 28 (36,8%) 0,320
Roncos moderados e graves 14 (18,9%) 4 (5,3%) 0,012
Cansado ao acordar >3x/s 29 (39,2%) 14 (18,4%) 0,007
Cefaleia matinal >3x/s 13 (17,6%) 3(3,9%) 0,008
SDE 33 (44,6%) 23 (30,3%) 0,091
Qualidade do sono ruim 33 (44,6%) 26 (34,2%) 0,242

SPI (Sindrome das Pernas Inquietas), SDE (Sonoléncia Diurna Excessiva); P<0,05 foi considerado
estatisticamente significante.  Qui-quadrado foi o teste estatistico utilizado para analise.

Fonte: Autora, 2013.

A tabela 10 mostra as caracteristicas sobre a quantidade do sono dos pacientes e
controles. A laténcia do sono corresponde ao tempo que os individuos levam para adormecer
apos deitar na cama e a eficiéncia do sono corresponde a relagao entre tempo deitado na cama
e 0 tempo de sono expressa em porcentagem. Observa-se que, durante a semana, 0 tempo na
cama e tempo de sono foram maiores nos pacientes quando comparados ao grupo controle,
Quanto a laténcia do sono durante a semana, apesar de ndo haver diferenca entre 0s grupos
(p=0,099), nota-se que os pacientes demoram em média mais tempo para dormir
(36,78+47,6). Quanto a eficiéncia e laténcia do sono no fim de semana, nenhuma diferenca

significativa foi detectada entre 0s grupos.
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Tabela 10 - Caracteristicas sobre a quantidade de sono dos pacientes e controles

Parametros Pacientes (n=74) Controles (n=76) p*
Semana
Tempo na cama (min, +DP) 511,96 (£111,2) 453,75 (x90,1) 0,001
Tempo de sono (min, £DP) 458,22 (£111,8) 413,33 (£86,2) 0,007
Eficiéncia do sono (%) 89,60 (£10,7) 91,30 (£8,0) 0,272
Laténcia do sono (minxDP) 36,78 (x47,6) 25,68 (+£33,3) 0,099
Fim de semana
Tempo na cama (min, +DP) 566,01(+110,0) 537,57 (£108,6) 0,113
Tempo de sono (min, £DP) 516,39 (£105,1) 490,72 (£100,0) 0,113
Eficiéncia do sono (%) 91,41 (8,6) 91,71 (¥9,1) 0,834
Laténcia do sono (minxDP) 28,14 (£32,96) 22,76 (£35,2) 0,337

DP (Desvio padrdo); min (minutos); * Teste qui-quadrado.
Fonte: Autora, 2013.

Presenca de SDE definida por escore >10 na ESE, foi vista em 33 (44,6%) pacientes e
ma qualidade do sono, definida por pontuacdo no IQSP > 6), foi observada em 33 (44,6%)
pacientes. Quando comparados aos controles (tabela 11), no entanto, nenhuma diferenca
significativa foi detectada. A média do escore da ESE foi semelhante entre os grupos. A

pontuacdo média do IQSP foi significativamente elevada em pacientes (p=0,006).

Tabela 11 - Comparacgdo do IQSP e ESE entre pacientes e controles.

Parametros Pacientes (n=74) Controles (n=76) p
ESE escore >11 33 (44,6%) 23 (30,3%) 0,091°
ESE média (DP) 9,89 (+4,8) 9,17(x3,7) 0,306"
IQSP >6 33 (44,6%) 26 (34,2%) 0,242°
IQSP média (DP) 6,28(£3,9) 4,75(£2,7) 0,006

ESE (Escala de Sonoléncia de Epworth), IQSP (indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh); * Teste Qui-
quadrado; ® Teste T.

Fonte: Autora, 2013.

5.1.3 Perfil clinico dos pacientes em monoterapia apenas com VPA e controles

As caracteristicas socio-demograficas apresentadas pelos pacientes em monoterapia
com VPA (n=36) e individuos controle (n=76) estdo representadas na tabela 12. Os dados

para este subgrupo de pacientes foram semelhantes quando comparados ao grupo controle,
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exceto quanto a idade (p=0,040), revelando individuos controle com maior idade média que
0S pacientes.

Tabela 12 - Dados socio-demogréaficos dos pacientes em monoterapia com VPA e controles.

Caracteristicas Pacientes (n=36) Controles (n=76) Valor de p
Sexo
Feminino 22 (61,1%) 49 (50,5%) 0,834
Masculino 14 (38,9%) 27 (50,9%)
IMC 24,7+4,4 24,5+4,6 0,862°
Idade 24,61+7,7 28,2+8,9 0,040%
Raga
Branco 7 (19,4%) 16 (21,1%)
Pardo 29 (80,6%) 52 (68,4%) 0,115
Negro 0 (0%) 8 (10,5%)
Estado civil
Solteiro 22 (61,1%) 44 (57,9%)
Casado 14 (38,9%) 30 (39,5%) 0,690°
Divorciado 0 (0%) 2 (2,6%)
Renda familiar 532,9+366,6 524,54+430,2 0,922°
Escolaridade
Ensino fundamental 10 (27,8%) 22 (28,9%)
Ensino médio 14 (38,9%) 24 (31,6%) 0,725
Ensino superior 12 (28,6%) 30 (39,5%)

*Teste T; ° Teste Qui-quadrado; IMC (Indice de Massa Corpérea)

Fonte: Autora, 2013.

Quando analisamos as caracteristicas da quantidade do sono apenas nos pacientes em
uso de monoterapia com VPA (tabela 13), observamos as mesmas -caracteristicas
apresentadas quando foi analisado o grupo total de pacientes (ver tabela 10). O tempo na
cama (p<0,001) e tempo de sono durante a semana (p<0,001) foi significativamente maior nos
pacientes quando comparados ao grupo controle, embora a eficiéncia do sono ndo apresente
diferenga (p=0,240). Quanto a laténcia do sono durante a semana e fim de semana, apesar de
ndo haver diferenca entre os grupos, h4 uma tendéncia (p=0,077) dos pacientes apresentarem
maior dificuldade em adormecer em relagdo ao grupo controle. Em relacdo a eficiéncia e

laténcia do sono no fim de semana, nenhuma diferenca entre os grupos foi observada.
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Tabela 13 - Caracteristicas habituais do sono dos pacientes em monoterapia com VPA e

individuos controles

Parametros Pacientes (n=36) Controles (n=76) p
Semana
Tempo na cama (minxDP) 520,00 (£92,4) 453,75 (£90,1) p<0,001
Tempo de sono (min+DP) 463,33 (£96,2) 413,33 (+86,2) p<0,001
Eficiéncia do sono (%) 89,60 (+10,7) 91,30 (8,0) 0,240
Laténcia do sono (minxDP) 38,61+40,8 25,68+33,3 0,077
Fim de semana
Tempo na cama (minxDP) 554,86 (£111,3) 537,57 (£108,6) 0,436
Tempo de sono (min £DP) 499,58 (+107,6) 490,72 (+100,0) 0,670
Eficiéncia do sono (%) 90,12 (£9,7) 91,71 (¥9,1) 0,399
Laténcia do sono (min+DP) 32,22 (£34,7) 22,76 (£35,22) 0,185

DP (Desvio padrao); min (minutos); * Teste qui-quadrado.
Fonte: Autora, 2013.

Os disturbios do sono identificados nos pacientes em monoterapia com VPA estdo

descritos na tabela 14. Este subgrupo também apresentou diferenga significativa quando
investigados sobre insbnia (p<0,001) em relacdo ao grupo controle. Quanto as outras

alteracdes no sono, nenhuma diferenca foi detectada.

Tabela 14 - Distarbios do sono em pacientes em monoterapia com VPA e controles, considerados
a partir das respostas da aplicacdo do protocolo do sono.

a,b

Parametros Pacientes (n=36) Controles (n=76) p

Insbnia 19 (52,8%) 14 (18,4%) <0,001
Parassonias 10 (27,8%) 28 (50,9%) 0,398
SPI 1 (2,8%) 2 (2,6%) 0,964
Pausas respiratérias 3 (8,3%) 10 (13,2%) 0,544
Roncos moderados e graves 4 (11,1%) 4 (5,3%) 0,262
Roncos 19 (52,8%) 28 (36,8%) 0,110
Cansado ao acordar >3x/s 12 (18,4%) 14 (18,4%) 0,081
Cefaleia matinal >3x/s 4 (11,1%) 3 (3,9%) 0,144
SDE 15 (41,7%) 23 (30,3%) 0,234
Qualidade do sono ruim 12 (33,3%) 26 (34,2%) 1,00

SPI (Sindrome das Pernas Inquietas), SDE (Sonoléncia Diurna Excessiva), P<0,05 foi considerado
estatisticamente significante. * Qui-quadrado e Teste T” foram os testes estatisticos utilizados para analise.

Fonte: Autora, 2013.
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Os resultados dos escores do IQSP e ESE para o grupo de pacientes em uso de
monoterapia com VPA em compara¢do com o grupo controle estdo descritos na tabela 15.
Nesta tabela, observa-se a frequéncia e a média dos escores de cada instrumento e o valor de p
obtido através da comparacdo entre os grupos, para qual nenhuma diferenca significativa foi

encontrada.

Tabela 15 - Comparacdo do IQSP e ESE entre pacientes em uso de monoterapia com VPA e

controles.
Parametros Pacientes (n=36) Controles (n=76) p
ESE escore >11 15 (41,7%) 23 (30,3%) 0,234
ESE média (DP) 9,22 (+4,9) 9,17(3,7) 0,951
IQSP >6 12 (33,3%) 26 (34,2%) 1,000
IQSP média (DP) 5,33 (£3,2) 4,75(%£2,7) 0,316"

ESE (Escala de Sonoléncia de Epworth), IQSP (indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh); ® Teste Qui-
quadrado; ° Teste T.

Fonte: Autora, 2013.

5.1.4 Avaliagdo da preferéncia diurna entre pacientes e controles

Na figura 10, estdo dispostas as analises estatisticas realizadas para avaliar a
distribuicdo dos escores do questionario Horne-Ostberg (HO) e idade dos grupos analisados,
pacientes (n=74) e controles (n=76). Foram realizados testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov para avaliar se o escore do questionario HO e idade dos grupos analisados
apresentavam distribuicdo normal. Foi observado que os dados do escore do questionario HO
apresentou distribuicdo normal para pacientes (p=0,200) e ndo normal para os individuos
controles (p=0,010). Quanto a distribuicdo da idade para pacientes (p=0,006) e controles
(p<0,001) foi observado distribuicdo ndo normal para ambos os grupos. Além disso, foi
realizado o teste de correlagdo de Spearman para avaliar se havia relagéo entre escore do
questionario HO e idade, para os dois grupos (pacientes e controles). Foi observado que ha
uma correlacdo positiva entre o escore e a idade para o grupo controle (p<0,001), onde se
observa que quanto maior a idade, maior o escore do HO. Quanto ao grupo de pacientes, ndo

foi observado correlacdo entre idade e escore (p=0,353).



Figura 10 - Gréaficos com analises de distribuicdo dos dados para idade e escore do questionario

de Horne-Ostberg, para o grupo de pacientes (n=74) e controles (n=76).
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Fonte: Autora, 2013.
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A preferéncia diurna observada no grupo total de pacientes e individuos controles
obtida através do questionario de matutinidade e vespertinidade de Horne-Ostberg (HO) esté&
descrita na tabela 16. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada quando as frequéncias
de cada perfil diurno foram comparadas entre casos e controles (p=0,065). No grafico 1

observamos os dados apresentados na tabela 16.

Tabela 16 - Distribuicéo da preferéncia diurna entre pacientes e controles.

Preferéncia diurna Pacientes (n=74) Controles (n=76) p*
Matutino 15 (20,3%) 28 (36,8%)
Intermediario 37 (50,0%) 33 (43,4%) 0,065
Vespertino 22 (29,7%) 15 (19,7%)

* Teste Qui-quadrado.
Fonte: Autora, 2013.

Gréfico 1 - Distribuicao da preferéncia diurna entre pacientes e controles.
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Fonte: Autora, 2013.
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A tabela 17 mostra as médias do escore para 0 Questionario de matutinidade e
vespertinidade de Horne-Ostberg (HO) para cada grupo analisado (todos o0s pacientes,
pacientes em monoterapia com VPA e individuos controles). As analises estatisticas foram
realizadas comparando as médias ou frequéncias entre pacientes (total e monoterapia com
VPA) e grupo controle. Nota-se que tanto para 0 grupo com todos 0s pacientes (n=74,
p=0,021), como para o grupo com monoterapia (=36, p=0,044) houve diferenca significativa

entre os escores do HO quando comparados ao grupo controle.

Tabela 17 - Dados socio-demograficos e média do escore do HO para os grupos analisados.

Escore HO (médiatDP)

Grupos p°
Pacientes (n=74) 52,84+11,0 0,021
Pacientes em monoterapia com VPA (n=36) 52,56+11,8 0,044
Grupo controle (n=76) 56,95+10,43

 Teste T; HO (Questionario de matutinidade e vespertinidade de Horne-Ostberg); F (Feminino); M (Masculino);
DP (Desvio Padrdo); VPA (Valproato de sodio).

Fonte: Autora, 2013.

5.2 Andlise genética

Para analise genética dos polimorfismos VNTR (4 e 5 repeticdes) do gene Per3,
C111G do gene Per2 e T3111C do gene Clock, foram utilizadas amostras de pacientes e
controles armazenadas no banco de DNA de pacientes com Epilepsia do Estado de Alagoas.
Para cada polimorfismo citado acima, foram genotipados 97 pacientes com EMJ e 212
individuos controles. As analises estatisticas para os polimorfismos estudados foram
realizadas através do teste qui-quadrado e regresséo logistica (software SNPStats), interacdo
génica (software MDR) e o poder de detec¢do para o teste estatistico (software GPOWER).

A analise a priori do poder estatistico para o estudo foi realizada usando os seguintes
parametros: teste de regressdo logistica; analise bicaudal; OR = 1,5; nivel de significancia o =
0,05, n = 309. Apresentando um poder estatistico de 80%. A analise post hoc do poder
estatistico para cada polimorfismo apresentou um valor inferior: 58% para o polimorfismo
T3111C do gene Clock (parametros: teste de regressédo logistica; analise bicaudal; OR = 0,73;
nivel de significancia a = 0,05, n = 309); 19% para o VNTR 4 e 5 repeticGes do gene Per3

(parametros: teste de regressao logistica; analise bicaudal; OR = 1,17; nivel de significancia o
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= 0,05, n = 309); 6% para 0 C111G do gene Per2 pardmetros: teste de regressao logistica;
analise bicaudal; OR = 0,95; nivel de significancia o = 0,05, n = 309).

5.2.1 Genotipagem dos individuos para o polimorfismo VNTR do gene Per3

Na tabela 18, observa-se as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo VNTR
(4 e 5 repeticbes) do gene Per3 na populacdo de pacientes e controle. No total foram 309

individuos genotipados, sendo 97 pacientes com EMJ e 212 individuos controle.

Tabela 18 - Frequéncias alélicas e genotipicas para o VNTR (4 e 5 repetic6es) do gene Per3, para
cada grupo analisado (n=309).

Grupo Epiléptico (n=97) Grupo Controle (n=212)

Alelos

4 127 (65%) 282 (67%)

5 67 (35%) 142 (33%)
Gendtipos

4/4 42 (43%) 95 (45%)

4/5 43 (45%) 92 (43%)

5/5 12 (12%) 25 (12%)

Fonte: Autora, 2013.

Para verificar se as populacdes estudadas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
foi realizado o teste estatistico qui-quadrado (tabela 19). Observa-se que a distribuicdo
genotipica nos grupos estudados ndo € estatisticamente diferente para uma populacdo em
equilibrio Hardy-Weinberg. Além disso, o equilibrio ainda permanece quando todos 0s
individuos sdo analisados em conjunto, indicando que 0s grupos estudados sdo amostras

representativas de suas populagoes.

Tabela 19 - Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (n=309) para o polimorfismo VNTR (4 e 5
repeticbes) do gene Per3.

4/4 4/5 5/5 4 5 Valor de p
Todos os sujeitos 137 135 37 409 209 0,70
Controles 95 92 25 282 142 0,76
Pacientes 42 43 12 127 67 0,82

Fonte: Autora, 2013.



66

Tabela 20 - Andlise comparativa entre as frequéncias genotipicas obtidas do polimorfismo
VNTR (4 e 5 repeticBes) do gene Per3, para 0s grupos de pacientes e controles da populagdo
alagoana (n=309, andlise ajustada para sexo + etnia).

VNTR (4 e 5 repeticOes) do gene Per3 associacdo com STATUS ( n= 309, ajustado para sexo e etnia)

Genétipo Controles Pacientes OR (95% IC) Valor de p* CIA CIB
Codominante 4/4 95 (44,8%) 42 (43,3%) 1,00
4/5 92 (43,4%) 43 (44,3%) 1,02 (0,61-1,71) 1,00 393,9 416,3
5/5 25 (11,8%) 12 (12,4%) 1,03 (0,47-2,27)
Dominante 4/4 95 (44,8%) 42 (43,3%) 1,00 0,94 3919 410,6
4/5-5/5 117 (55,2%) 55 (56,7%) 1,02 (0,62-1,67)
Recessivo 4/4-4/5 187 (88,2%) 85 (87,6%) 1.00 0,96 3919 410,6
5/5 25 (11,8%) 12 (12,4%) 1,02 (0,48-2,14)
Sobredominante 4/4-5/5 120 (56,6%) 54 (55,7%) 1,00 0,96 391,9 410,6
4/5 92 (43,4%) 43 (44 3%) 1,01 (0,62-1,65)
Aditivo --- - 1,01 (0,71-1,46) 0,94 391,9 410,6

OR (Odds Ratio); CIA (Crlterlo de Informagdo de Akaike); CIB (Critério de Informacdo Bayesiano); STATUS
(Pacientes e Controles); * Regressao logistica.

Fonte: Autora, 2013.

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VNTR (4 e 5 repeti¢des) do
gene Per3 obtidas foram comparadas entre os grupo de pacientes e controles, utilizando
diferentes modelos de heranca (tabela 20). A analise mostra que nao houve diferenca
estatisticamente significante nas frequéncias genotipicas entre 0s grupos estudados em todos
0s modelos de heranga utilizados (codominancia, dominancia, recessivo, sobredominante e

aditivo).

5.2.2 Genotipagem dos individuos para o polimorfismo C111G do gene Per2

Para o polimorfismo C111G do gene Per2, trezentos e nove individuos tiveram os
gendtipos determinados, destes 97 foram pacientes e 212 individuos do grupo controle. Na
tabela 21, observam-se as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo para o grupo de

pacientes e controles.

Tabela 21 - Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo C111G do gene Per2, para
cada grupo analisado (n=309).

Grupo Epiléptico (n=97) Grupo Controle (n=212)
Alelos
C 183 (94%) 396 (93%)
G 11 (6%) 28 (1%)
Gendtipos
CIC 86 (89%) 184 (87%)
CIG 11 (11%) 28 (13%)
G/G 0 (0%) 0 (0%)

Fonte: Autora, 2013.



67

Para a populacdo de pacientes, nota-se que o alelo 111C apresentou uma frequéncia de
94% (183 alelos) e o alelo 111G 6% (11 alelos). As frequéncias genotipicas dos homozigotos
C/C e G/G e do heterozigoto C/G foram, respectivamente: 89%, 0% e 11%. Ja para 0 grupo
controle, o alelo 111C apresentou uma frequéncia de 93% (396) e o alelo 111G 7% (28
alelos). As frequéncias genotipicas para os homozigotos C/C e G/G e o heterozigoto C/G
foram, respectivamente: 87%, 0% e 13%.

Tabela 22 - Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (n=309) para o polimorfismo C111G do gene

Per2.
C/C C/G G/IG C G Valor de p*
Todos os sujeitos 270 39 0 579 39 0,62
Controles 184 28 0 396 28 0,61
Pacientes 86 11 0 183 11 1

*Teste Qui-quadrado.
Fonte: Autora, 2013.

Como observado na tabela 22, as populagdes estudadas encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg, indicando que os grupos estudados sdo representativos de suas populacoes.

Tabela 23 - Andlise comparativa entre as frequéncias genotipicas obtidas para o polimorfismo
C111G do gene Per2, para 0os grupos de pacientes e controles da populacéo alagoana (n=309,
analise ajustada para sexo + etnia).

C111G do gene Per2 associagdo com STATUS (n= 309, ajuste para sexo e etnia)

Modelo Genotipo Controles Pacientes OR (95% IC) Valor de p* CIA CiB

c/c 184 (86,8%) 86 (88,7%) 1,00
CIG 28 (132%) 11 (11,3%) 0,82 (0,39-1,73) 0,60 391,7 4103

OR (Odds Ratio); CIA (Critério de Informagdo de Akaike); CIB (Critério de Informacgdo Bayesiano); STATUS
(Pacientes e Controles); * Regressao logistica.

Fonte: Autora, 2013.

Na tabela 23, observa-se a analise comparativa entre as frequéncias genotipicas
obtidas do polimorfismo C111G do gene Per2, entre 0s grupos estudados, mostrando que nédo
houve diferenca estatisticamente significante. No entanto, ndo houve comparacdo entre
modelos de heranca, porque os dados analisados ndo apresentaram 0 genétipo G/G,
impossibilitando a comparacédo entre as frequéncias genotipicas e modelos de heranca.
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5.2.3 Genotipagem dos individuos para o polimorfismo T3111C do gene Clock

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo T3111C do gene Clock,
tanto para o grupo de pacientes (n=97), quanto para o grupo controle (n=212) estao descritas
na tabela 24. No grupo de pacientes, 0 alelo 3111T apresentou uma frequéncia de 75% (145
alelos) e o0 alelo 3111C de 25% (49 alelos). As frequéncias genotipicas dos homozigotos T/T e
C/C e do heterozigoto T/C foram, respectivamente: 56%, 6% e 38%. No grupo de individuos
controle, o alelo 3111T apresentou uma frequéncia de 80% (340 alelos) e o alelo 3111C de
20% (84 alelos). As frequéncias genotipicas dos homozigotos T/T e C/C e do heterozigoto
T/C foram, respectivamente: 65%, 5% e 30%.

Tabela 24 - Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo T3111C na regido 3'utr do
gene Clock, para cada grupo analisado.

Grupo Epiléptico (n=97) Grupo Controle (n=212)
Alelos
T 145 (75%) 340 (80%)
C 49 (25%) 84 (20%)
Genotipos
TIT 54 (56%) 138 (65%)
T/C 37 (38%) 64 (30%)
C/IC 6(6%) 10 (5%)

Fonte: Autora, 2013.

As populagdes estudadas foram submetidas ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg,
realizado através do teste estatistico qui-quadrado (tabela 25). Observa-se que a distribuicéo
genotipica nas populacdes estudadas estd em equilibrio de Hardy-Weinberg, demonstrando

que os grupos estudados séo representativos de suas populagdes.

Tabela 25 - Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (n=309) para o polimorfismo T3111C do gene

Clock.
TIT T/C C/C T C Valor de p*
Todos os sujeitos 192 101 16 485 133 0,61
Controles 138 64 10 340 84 0,51
Pacientes 54 37 6 145 49 1

*Teste Qui-quadrado.

Fonte: Autora, 2013.
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Tabela 26 - Andlise comparativa das frequéncias genotipicas do polimorfismo T3111C do gene
Clock, para os grupos de pacientes e controles da populacdo alagoana (n=309, analise ajustada
para sexo + etnia).

T3111C do gene Clock associacdo com STATUS (n= 309, ajuste para sexo e etnia)

Gendtipo Controles Pacientes OR (95% IC) Valor de p* CIA CiB

TIT 138 (65,1%) 54 (55,7%) 1,00
Codominante TIC 64 (30,2%)  37(38,1%) 1,43 (0,85-2,40) 0,35 3919 4143

ciC 10 (4,7%) 6 (6,2%) 1,52 (0,52-4,40)
Dominante TIT 138 (65,1%) 54 (55,7%) 1.00

TIC-CIC 74 (349%)  43(44,3%) 1,44 (0,88-2,37) 0,15 3899 4085
Recessivo TIT-T/IC 202 (95,3%) 91 (93,8%) 1.00

CiC 10 (4,7%) 6 (6,2%) 1.34 (0,47-3,81) 0,59 391,7 4103
Sobredominante T/T-CIC 148 (69,8%) 60 (61,9 %) 1,00

TIC 58 (30,2%) 37 (38,1%) 1,38 (0,83-2,30) 0,22 3904  409,1
Aditivo 1,33 (0,89-1,99) 0,17 390,0  408,7

OR (Odds Ratio); CIA (Critério de Informagdo de Akaike); CIB (Critério de Informacdo Bayesiano); STATUS
(Pacientes e Controles); * Regressao logistica.

Fonte: Autora, 2013.

As frequéncias alélicas e genotipicas obtidas para o polimorfismo em questdo foram
comparadas entre as populacdes (pacientes e controles), utilizando diferentes modelos de
heranga (tabela 26), entretanto nenhuma associagéo foi detectada entre os grupos estudados.

5.2.4 Anaélise de interacdo entre os trés polimorfismos pelo método MDR

Com o intuito de avaliar se interacGes entre os polimorfismos estudados estdo associadas a
EMJ, os dados obtidos através da genotipagem foram analisados pelo método Multifactor
Dimentionality Reduction (MDR), utilizado para detectar e caracterizar interacbes gene-gene
e gene-ambiente em estudos caso-controle com amostras relativamente pequenas.

A andlise de interagdo para este estudo foi realizada em 97 pacientes e 212 individuos
controles. A tabela 27 mostra, para cada nimero de interacdo avaliada (2 e 3 polimorfismos),
a meédia dos valores de training balance accuracy, testing balance accuracy, CVC e o0s
valores de p obtidos a partir do teste de permutacdo. Os melhores resultados séo aqueles que
apresentam valores de training balance accuracy muito proximos dos valores de testing
balance accuracy (combinagdo P1*P2), bem como aqueles que possuem a maior CVC, que
em todos os casos foi 10/10 (ou seja, consisténcia maxima de 100%). Nota-se ainda nesta

tabela que as interacfes entre os polimorfismos resultaram em valores de p>0,05, ndo sendo
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estatisticamente significante, como ja havia sido observado pelas andlises individuais dos

polimorfismos.

Tabela 27 - Anélise do MDR para os polimorfismos.

Modelo Training balance accuracy  Testing balance accuracy CvC Valor de p*
P1*P2 0,5549 0,5614 10/10 0,6751
P1*P2*P3 0,5082 0,4976 10/10 0,7560

CVC= cros-validation consistency; *= p valor obtido de 10.000 testes de permutacdo. Abreviagbes: P1
(rs1801260, T3111C do gene Clock); P2 (rs57875989, VNTR 4-5 repeticbes do gene Per3); P3 (rs2304672,
C111G do gene Per2).

Fonte: Autora, 2013.

5.2.5 Andlises comparativas entre cronotipos e frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos estudados nos grupos de pacientes e controles.

A preferéncia diurna (cronotipos) entre pacientes e controles foi obtida através do
questionario de Horne-Ostberg (HO). No entanto, as analises foram realizadas apenas com 0s
individuos que responderam ao questionario, neste caso 75 pacientes e 116 controles. A
distribuicdo de cronotipos para o grupo total (n=191), pacientes (n=75) e controles (n=116)

estdo representados na tabela 28.

Tabela 28 - Perfil circadiano e dados demograficos para os grupos analisados.

Grupo total (n=191) Escore HO (médiatDP) Sexo (F:M) Idade (médiaxDP)
Matutino (n=59) 67,6+4,0 36:23 31,7117
Intermediario (n=92) 54,314,8 58:34 27,6+10,5
Vespertino (n=40) 41,0+6,7 28:12 23,3+6,6
Todos 55,7+10,6 122:69 28,0+10,6

Grupo de pacientes (n=75)

Matutino (n=15) 67,7+4,3 7:8 25,7+6,6
Intermediario (n=38) 54,5+4,6 24:14 27,4493
Vespertino (n=22) 39,745,3 17:5 24,4475
Todos 52,8+10,9 48:27 26,2+8,3
Grupo controle (n=116)
Matutino (n=44) 67,5+4,0 29:15 33,7+12,4
Intermediario (n=54) 54,245,0 34:20 27,7114
Vespertino (n=18) 43,3+7,9 11:7 22,1451
Todos 57,6+10,1 74:42 29,1+11.8

DP (Desvio padrao); HO (Questionario de Horne-Ostberg); F (Feminino); M (Masculino).

Fonte: Autora, 2013.



Figura 11 - Gréaficos com analises de distribuicdo dos dados para idade e escore do grupo de
pacientes (n=75) e individuos controles (n=116) que responderam ao questionario HO.
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Na figura 11, estdo dispostas as analises estatisticas realizadas para avaliar a
distribuicdo dos dados para o escore do questionario Horne-Ostberg (HO) e idade dos grupos
analisados, pacientes (n=75) e controles (n=116). Foram realizados testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar se o escore do questionario HO e idade dos grupos
analisados possuiam distribuicdo normal. Foi observado que os dados do escore do
questionario HO apresentou distribuicdo normal para os pacientes (p=0,200) e ndo normal
para os individuos controles (p<0,006). Quanto a distribuicdo da idade, tanto para pacientes
(p=0,014) quanto para controles (p<0,001) apresentou distribuicdo ndo normal. Para avaliar
se havia relacdo entre escore do questionario HO e idade foi realizado o teste de correlagdo de
Spearman. Observou-se que ha uma correlagdo positiva entre o escore e a idade para o grupo
controle (p<0,001), onde se observa que quanto maior a idade, maior o escore do HO. Quanto
ao grupo de pacientes, nao foi observado correlacédo entre idade e escore (p=0,488)

A seguir (tabela 29), estdo descritos os dados sobre idade e sexo dos grupos
analisados, além da média dos escores obtidos através do questionario HO. Estas variaveis

foram submetidas a testes estatisticos para verificar se havia diferenca entre 0s grupos.

Tabela 29 - Andlises estatisticas para idade, sexo e média do escore do Questionario de Horne-
Ostberg, entre pacientes e controles.

Caracteristicas Pacientes (n=75) Controles (n=116) Valor de p
Sexo
Feminino 48 (64,0%) 74 (63,8%) 0,977
Masculino 27 (36,0%) 42 (36,2%)
Idade (média +DP) 26,2+8,3 29,1+11,8 0,062°
HO (média +DP) 52,76+10,9 57,59+10,1 0,002*

*Teste T; ° Teste Qui-quadrado; HO (Questionario Horne-Ostberg); DP (Desvio Padréo).

Fonte: Autora, 2013.

Na tabela 30, observa-se as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
T3111C do gene Clock, C111G do gene Per2 e VNTR (4 e 5 repeti¢des) do gene Per3, para

0s grupos de pacientes, controles e preferéncia diurna (matutino, intermediario e vespertino).
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Tabela 30 - Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos de pacientes, controles
e preferéncias diurnas para os trés polimorfismos estudados.

Frequéncias alélicas

Clock Per2 Per3
T3111C Cl11G VNTR 4 e 5 repeticdes
T C C G 4 5
Pacientes (n=75) 0,75 0,25 0,95 0,05 0,68 0,32
Matutino 0,73 0,27 0,97 0,03 0,70 0,30
Intermediario 0,74 0,26 0,96 0,05 0,72 0,28
Vespertino 0,77 0,23 0,93 0,07 0,59 0,41
Controles (n=116) 0,81 0,19 0,88 0,12 0,69 0,31
Matutino 0,74 0,26 0,97 0,03 0,72 0,28
Intermediario 0,87 0,13 0,94 0,06 0,70 0,30
Vespertino 0,83 0,17 0,89 0,11 0,58 0,42
Todos os individuos 0,79 0,21 0,95 0,05 0,69 0,31
Matutino 0,74 0,26 0,97 0,03 0,71 0,29
Intermediario 0,82 0,18 0,95 0,05 0,71 0,29
Vespertino 0,80 0,20 0,91 0,09 0,59 0,41
Frequéncias genotipicas
T3111C C111G VNTR 4 e 5 repeticBes
TIT T/C c/ic c/C CIG GIG 4/4 4/5 5/5
Pacientes (n=75) 0,53 0,43 0,04 0,95 0,05 0 047 043 0,11
Matutino 0,53 0,40 0,07 0,93 0,07 0 0,47 047 0,07
Intermediario 0,53 0,42 0,05 0,92 0,08 0 0,50 045 0,05
Vespertino 0,55 0,45 0 0,86 0,14 0 041 036 0,23
Controles (n=116) 0,67 0,30 0,03 0,94 0,06 0 047 045 0,09
Matutino 0,55 0,39 0,07 0,93 0,07 0 0,50 043 0,07
Intermediario 0,76 0,22 0,02 0,87 0,13 0 048 044 0,07
Vespertino 0,67 0,33 0 0,78 0,22 0 0,33 050 0,17
Todos os individuos 0,61 0,35 0,04 0,89 0,11 0 047 044 0,09
Matutino 0,54 0,39 0,07 0,93 0,07 0 049 044 0,07
Intermediario 0,66 0,30 0,03 0,89 0,11 0 049 045 0,06
Vespertino 0,60 0,40 0 0,82 0,18 0 0,38 042 0,20

Fonte: Autora, 2013.

Para avaliar se estes polimorfismos estavam associados a preferéncia diurna

independente da populacdo (pacientes e controles) foram realizadas anélises estatisticas de

regressdo logistica através do software SNPStats. Os grupos considerados para a analise

foram: grupo total de individuos (n=191, pacientes + controles), grupo de pacientes (n=75,

apenas individuos com EMJ) e grupo de individuos controle (n=116). As frequéncias

genotipicas para cada polimorfismo foram comparadas entre os cronotipos (matutino,
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vespertino e intermediario) utilizando diferentes modelos de heranga. O teste estatistico foi
realizado através das seguintes combinacfes binarias: M x I; V x I; V x M, com todos 0s
individuos, ou seja, um grupo sem distinguir pacientes e controles (tabela 31), um grupo
apenas com o0s pacientes (tabela 32) e um grupo apenas com individuos controles (tabela
33).

Tabela 31 - Analises comparativas das frequéncias genotipicas dos polimorfismos entre 0s
grupos Matutino (59), Vespertino (n=18) e Intermediario (n=92) para o grupo total de
individuos (pacientes e controles) (n= 191, analises ajustadas para sexo e etnia).

Polimorfismo Modelo de Genétipo Matutino Vespertino OR (95% Valor de CIA CiB
heranca 1C) p*
T/T-T/IC 55 (93,2%) 40 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo cic 4 (6,8%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA) 0,058 132,4 1453
c/iC 55 (93,2%) 33 (82,5%) 1,00
C111G (Per2) CIG 4 (6,8%) 7(17,5%) 2,90 (0,76-11,07) 0,11 1334 1464
VNTR4e5 4/4-4/5 55 (93,2%) 32 (80%) 1,00
repeticdes (Per3) Recessivo 5/5 4 (6,8%) 8 (20%) 3,36 (0,91-12,37) 0,06 132,4 1454
Polimorfismo Modelo de Genétipo  Intermediario Matutino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
T3111C (Clock) Aditivo 1,57 (0,89-2,78) 0,12 2089 2239
c/iC 82 (89,1%) 55 (93,2%) 1,00
C111G (Per2) - CIG 10 (10,9%) 4 (6,8%) 0,59 (0,17-1,97) 0,37 2105 2256
VNTR4e5 4/4-5/5 51 (55,4%) 33 (55,9 %) 1,00
repeticdes (Per3)  Sobredominante 4/5 41 (44,6%) 26 (44,1%) 0,96 (0,49-1,88) 0,91 2113 2264
Polimorfismo Modelo de Gendtipo  Intermedidrio  Vespertino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
TIT-T/IC 89 (96,7%) 40 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo c/iC 3(3,3%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA) 0,15 161,3 1758
c/iC 82 (89,1%) 33 (82,5%) 1.00
C111G (Per2) C/IG 10 (10,9%) 7 (17,5%) 1,74 (0,59-5,11) 0,32 1624 176,8
VNTR4e5 4/4-4/5 86 (93,5%) 32 (80 %) 1,00
repeticdes (Per3) Recessivo 5/5 6 (6,5%) 8 (20%) 3,58 (0,83-2,30) 0,027 161 166,8

*Teste estatistico Regressdo Logistica (SNPStats); M (Matutino); | (Intermediario); V (Vespertino). OR (Odds
Ratio); IC (Intervalo de Confianca); CIA (Critério de Informacdo de Akaike); CIB (Critério de Informacéo
Bayesiano).

Fonte: Autora, 2013.

Na tabela 31, observa-se uma diferenca significante (p=0,027) quando comparados 0s
cronotipos vespertino e intermediario no grupo total de individuos. H4 uma chance maior
(OR=3.58) do genotipo 5/5 ocorrer em individuos vespertinos do que em individuos
intermediarios, no grupo total de individuos. Na tabela 32, nota-se que o grupo de pacientes
também um namero maior de individuos vespertinos com o genétipo 5/5, apresentando uma

tendéncia a diferenca significativa entre individuos vespertinos e intermediarios (p=0,067).
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Tabela 32 - Andlises comparativas das frequéncias genotipicas dos polimorfismos entre os
grupos Matutino (n=15), Vespertino (n=22) e Intermediario (n=38) apenas para o grupo de
pacientes (n= 75, anélises ajustadas para sexo e etnia).

Polimorfismo Modelo de Genétipo Matutino Vespertino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
T/IT-T/C 14 (93,3%) 22 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo c/iC 1 (6,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,13 51,2 57,6
cic 14 (93,3%) 19 (82,5%) 1,00
C111G (Per2) CIG 1(6,7%) 3 (13,6%) 3,89 (0,30-50,2) 0,27 52,3 58,8
VNTR 4e5
repeticdes (Per3) Aditivo 1,76 (0,60-5,15) 0,29 52,4 58,9
Polimorfismo Modelo de Genétipo  Intermediario Matutino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
TIT 20 (52,6%) 8 (53,3%) 1,00
T3111C (Clock) Codominante TIC 16 (42,1%) 6 (40%) 0,78 (0,22-2,81) 0,93 71,4 83,2
c/ic 2 (5.3%) 1 (6,7%) 1,00 (0,07-13,45)
c/IC 35 (92,1%) 14 (93,3%) 1,00
C111G (Per2) - CIG 3(7,9%) 1 (6,7%) 0,81 (0,07-9,50) 0,87 69,5 79,3
VNTR4e5 4/4-5/5 21 (55,3%) 8 (53,3 %) 1,00
repeticdes (Per3)  Sobredominante 4/5 17 (44,7%) 7 (46,7%) 0,76 (0,21-2,76) 0,68 69,3 79,2
Polimorfismo Modelo de Genétipo  Intermedidrio  Vespertino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
TIT-T/IC 36 (94,7%) 22 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo c/iC 2 (5,3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,22 83 94,7
c/C 35 (92,1%) 19 (86,4%) 1,00
C111G (Per2) C/IG 3(7,9%) 4 (13,6%) 1,69 (0,30-9,59) 0,56 84,2 94,2
VNTR4e5 4/4-4]5 36 (94,7%) 17 (77,3%) 1.00
repeticdes (Per3) Recessivo 5/5 2 (5,3%) 5 (22,7%) 4,85 (0,82-28,81) 0,067 81,1 91,6

*Teste estatistico Regressdo Logistica (SNPStats); M (Matutino); | (Intermediario); V (Vespertino). OR (Odds
Ratio); IC (Intervalo de Confianca); CIA (Critério de Informacdo de Akaike); CIB (Critério de Informagdo
Bayesiano).

Fonte: Autora, 2013.

Na tabela 33, observa-se que houve diferenca significativa (p=0,026) entre individuos
matutinos e intermediarios para o polimorfismo T3111C no gene Clock quando o grupo com
apenas individuos controle foi avaliado. Neste caso, a presen¢a do gendtipo T/C ou C/C
apresenta uma chance maior (OR=2,67) de ocorrer em individuos matutinos que
intermediarios. Quando o grupo total de individuos foi avaliado (tabela 31), houve uma
tendéncia a significancia estatistica (p=0,058) entre individuos matutinos e vespertinos, onde

se observa uma maior frequéncia do gendétipo C/C em matutinos.
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Tabela 33 - Andlises comparativas das frequéncias genotipicas dos polimorfismos entre os
grupos Matutino (n=44), Vespertino (n=18) e Intermediario (n=54) apenas para o grupo controle

(n= 116, analises ajustadas para sexo e etnia).

Polimorfismo Modelo de Genétipo Matutino Vespertino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
T/IT-T/C 41 (93,2%) 18 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo c/iC 3(6,8%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,24 78,5 89,2
cic 41 (93,2%) 14 (77,8%) 1.00
C111G (Per2) CIG 3(6,8%) 4(22,2%)  3,15(0,59-16,74) 0,18 78,1 88,7
VNTR4e5 4/4-4/5 41 (93,2%) 15 (83,3%) 1,00
repeticdes (Per3) Recessivo 5/5 3(6,8%) 3(16,7%) 2,44 (0,40-15,01) 0,34 79 89,7
Polimorfismo Modelo de Genétipo  Intermediario Matutino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
TIT 41 (75,9%%) 24 (54,5%) 1,00
T3111C (Clock) Dominante T/C-CIC 13 (24,1%) 20 (45,5%) 2,67 (1.,11-6,42) 0,026 1394 1523
c/c 47 (93,2%) 41 (93,2%) 1,00
C111G (Per2) ----- C/IG 3(6,8%) 3 (6,8%) 0,46 (0,11-1,94) 0,28 1432  156,1
VNTR4¢e5 4/4 26 (48,1%) 22 (50 %) 1,00
repeticdes (Per3)  Codominante 4/5 24 (44,4%) 19 (43,2%) 0,97 (0,42-2,26) 0,99 1464  161,9
5/5 4 (7,4%) 3 (6,8%) 0,89 (0,17-4,58)
Polimorfismo Modelo de Genétipo  Intermedidrio  Vespertino OR (95% IC) Valor de CIA CiB
heranca p*
TIT-T/IC 53 (98,2%) 18 (100%) 1,00
T3111C (Clock) Recessivo c/iC 1(1,8%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA) 0,43 86 974
cic 47 (87%) 14 (77,8%) 1,00
C111G (Per2) C/IG 7 (13%) 4 (22,2%) 1,94 (0,47-7,95) 0,36 85,8 97,2
VNTR4e5
repeticdes (Per3) Aditivo 1,67 (0,72-3,86) 0,23 85,2 96,6

*Teste estatistico Regressdo Logistica (SNPStats); M (Matutino); | (Intermediario); V (Vespertino). OR (Odds
Ratio); IC (Intervalo de Confianca); CIA (Critério de Informacdo de Akaike); CIB (Critério de Informagéo
Bayesiano).

Fonte: Autora, 2013.

5.2.6 Analise de endofenotipos com os polimorfismos estudados

Para avaliar se os endofendtipos apresentados pelos pacientes com EMJ estavam
associados aos polimorfismos investigados, foi realizado o teste qui-quadrado, onde foram
comparadas as frequéncias genotipicas dos polimorfismos (T3111C do gene Clock, C111G

do gene Per2 e VNTR - 4 e 5 repeticdes do gene Per3) entre pacientes e individuos controles
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que apresentaram o endofenétipo. Os valores obtidos a partir do teste estatistico estdo

representados na tabela 34.

Tabela 34 - Analises comparativas entre endofendtipos apresentados pelos pacientes com EMJ
(n=74) e frequéncias genotipicas para os polimorfismos estudados.

Clock (T3111C) Per2 (C111G) Per3 (VNTR 4 e 5 repeticGes)

Endofendétipos Valor de p*

Insbnia 0,600 1,0 0,434
Parassonias 0,179 0,253 0,495
SPI 1,0
Pausas respiratorias 1,0 1,0 0,262
Roncos 0,208 1,0 0,844
Roncos moderados e 1,0 0,405 0,428
graves

Cansado ao acordar >3x/s 0,339 0,539 0,435
Cefaléia matinal >3x/s 0,884 1,0 0,768
SDE 0,329 0,220 0,662

*Teste qui-quadrado; SPI (Sindrome das pernas inquietas); SDE (Sonoléncia diurna excessiva); 3x/s (trés vezes
por semana).

Fonte: Autora, 2013.
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6 DISCUSSAO

A relacdo entre sono e epilepsia vem sendo amplamente estudada (KRISHNAN et al.,
2012). Algumas sindromes epilépticas caracterizam-se pela ocorréncia das crises epilépticas
no periodo do sono, tais como epilepsia do lobo frontal e epilepsia benigna da infancia ou
apos o despertar, como no caso da EMJ. Distarbios do sono em pacientes com epilepsia
podem ser secundarios as DAEs utilizadas, crises noturnas ou a um distdrbio do sono
coexistente. Estudos que investigam distirbios do sono em pacientes com EMJ sdo escassos,
apesar da sua clara relagdo com o sono (KRISHNAN et al., 2012).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de distdrbios do sono e
preferéncia circadiana em pacientes com EMJ do Estado de Alagoas através de questionarios
validados. Além disso, buscou identificar se polimorfismos em genes envolvidos na geracéao e
regulacdo do sistema de temporizacao circadiano estdo associados a EMJ ou a endofen6tipos

apresentados pelos pacientes em relacéo aos disturbios do sono.

6.1 Perfil clinico dos pacientes

A maioria dos pacientes era do sexo feminino, com idade média de 25,7+8,5 anos. A
idade média de inicio das crises foi de 12,6+4,5. Todos 0s pacientes apresentaram crises
miocl6nicas, 94,6% relataram CTCGs e 62,2% crises de auséncia (tabela 8). As caracteristicas
clinicas apresentadas pelos pacientes com EMJ sdo consistentes com as apresentadas pela
literatura (MURTHY et al., 1998; FIGUEREDO et al., 1999; MONTALENTI et al., 2001;
VAL et al.,, 2003). A maioria das crises mioclonicas e CTCG relatadas pelos pacientes
possuiam predominio de horério. Em relacdo as crises mioclonicas, 50% dos pacientes
relataram horario preferencial de ocorréncia das crises, sendo matutinas em 39,2%. Dos
44,6% dos pacientes que relataram predominio de horéario para as CTCG, 39,2% eram
matutinas, dados que estdo de acordo com os descritos na literatura (ZAROWSKI et al., 2011;
KASTELEIJN-NOLST et al., 2013). Quanto ao tratamento medicamentoso, a maioria dos
pacientes faziam uso de monoterapia (70,8%) e destes pacientes 78,3% usavam VPA, dados

que corroboram com os observados por Figueredo et al. (1999) e Vijai et al. (2003).

6.2 Disturbios do sono em pacientes com EMJ



79

Neste estudo, nds avaliamos o grupo total de pacientes com EMJ independente da DAE
usada e o subgrupo em uso de monoterapia com VPA. Quando o grupo total de pacientes foi
avaliado em comparacdo ao grupo controle, observamos maior prevaléncia de insonia
(p<0,001), roncos moderados e graves (p=0,012), cansaco ao acordar (p=0,007), cefaleia
matinal (p=0,008), m& qualidade de sono (p=0,006) e uma tendéncia a SDE (p=0,091) (tabela
9). Achados semelhantes foram relatados por Krishnan e colaboradores (2012) em pacientes
com EMJ e por Carrion et al. (2010), em pacientes com epilepsia do lobo temporal.

Quanto a eficiéncia e a laténcia do sono, para os dois grupos de pacientes (total e
pacientes em monoterapia com VPA) em relagdo ao grupo controle, nenhuma associagéo foi
encontrada (tabela 10 e 13). No entanto, observamos que os dois grupos de pacientes total e
monoterapia com VPA, respectivamente, apresentaram tempo na cama (p<0,001; p<0,001) e
tempo de sono durante a semana (p=0,007; p<0,001), significativamente maior nos pacientes
quando comparados ao grupo controle, embora a eficiéncia do sono ndo apresente
significancia estatistica (p=0,272; p=0.240). Quanto a laténcia do sono durante a semana e fim
de semana, apesar de ndo haver diferenca entre os grupos, ha uma tendéncia (p=0,099;
p=0,077) dos pacientes apresentarem maior dificuldade em adormecer em relacdo ao grupo
controle. Dados similares aos descritos por Ramachandraiah et al. (2012).

Outros tipos de epilepsia foram estudados quanto a distarbios do sono através de
questionarios e alguns achados divergiram dos nossos dados. Maganti e colaboradores (2006)
investigaram 26 criancas com epilepsia generalizada e descreveram a presenca de SDE
(p<0,001), distarbios respiratorios do sono (p<0,001) e parassonias (p<0,001). Diferente do
apresentado em nosso estudo, onde ndo houve diferenca significante de parassonias nos
pacientes quando comparados ao grupo controle (p=0,867). Outro estudo, realizado na
populacéo brasileira, investigou 39 pacientes com ELT através de questionarios e mostrou que
a queixa mais frequentemente referida pelos pacientes foi SDE (85%), seguida por despertares
noturnos (69%), crises epilépticas durante o sono (69%), insonia inicial (26%), parassonias
(67%) entre as mais frequentes foram soniléquios, pesadelos, bruxismo e despertar
confusional, além de sindrome da apnéia obstrutiva do sono (13%) e sindrome das pernas
inquietas (15%) (ALMEIDA et al., 2003).

NoOs também investigamos os distirbios do sono apresentados pelo subgrupo de
pacientes em monoterapia com VPA comparados ao grupo controle. Diferente do que foi
detectado no grupo total de pacientes, onde apresentaram maior prevaléncia de insoénia,
roncos moderados e graves, cansaco ao acordar, cefaleia matinal, ma qualidade de sono. Este

subgrupo (monoterapia com VPA) apresentou apenas maior prevaléncia para insénia
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(p<0,001). As diversas alteragOes apresentadas pelo primeiro grupo (todos 0s pacientes, sem
distingdo do uso de DAE) podem ser explicadas pelo uso de outras drogas no controle das
crises.

A literatura disponivel sugere que o VPA tem pouco ou nenhum efeito na arquitetura
do sono (SCHMITT et al., 2009). Uma vez que todos os pacientes deste subgrupo estavam em
uso de VPA, a prevaléncia de insonia precisa ser melhor investigada, pois nenhuma diferenca
foi notada para SDE (p=0,234) e méa qualidade do sono (p=1,0) quando comparada ao grupo
controles (tabela 14).

No estudo realizado por Ramachandraiah e colaboradores (2012) foram investigados
40 pacientes com EMJ, dividido em 2 grupos, além do grupo controle. O primeiro grupo
estava em uso monoterapia com VPA e o0 segundo grupo ndo estava em uso de medicacéo.
Através de questionarios, EEG e polissonografia (PSG) avaliaram os efeitos da "epilepsia no
sono e sua arquitetura” e do "sono sobre a ocorréncia e distribuicdo de descargas
epileptiformes interictais (DE)”. Concluiram que os pacientes apresentaram ma qualidade do
sono em relacdo aos controles, especialmente naqueles pacientes do grupo do VPA, que
apresentaram alteracdes na arquitetura do sono. Além disso, a atividade epileptiforme foi
observada mais frequentemente em sono do que em vigilia nos pacientes sem uso de
medicacdo quando comparados aos que usavam VPA. Estes achados podem indicar que as
DE possam ser a causa da ma qualidade de sono relatada pelos pacientes estudados por
Ramachandraiah et al. (2012) e insdnia relatada por nosso estudo e verificada por um estudo
anterior ao de Ramachandraiah et al. (2012) com 0 mesmo grupo de pacientes (KRISHNAN
etal., 2012).

Até o momento, apenas dois trabalhos desenvolvidos por um grupo de pesquisadores
indianos (KRISHNAN et al., 2012; RAMACHANDRAIAH et al., 2012) que investigaram
distdrbios do sono em pacientes com EMJ foram publicados. Para nosso conhecimento, este é
0 terceiro estudo que investiga disturbios do sono em pacientes com EMJ e o primeiro

desenvolvido no Brasil.

6.3 Perfil diurno dos pacientes com EMJ

Em 1957, Janz e Christian ja haviam descrito que os pacientes com EMJ tendiam a
ficar até mais tarde na cama pela manha e eram mais ativos a tarde e a noite, indo para cama
mais tarde. Posteriormente, questionarios sobre os horéarios preferenciais de atividades ao

longo do dia (24 horas), que caracterizam os individuos em cronotipos (preferéncia diurna),
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foram desenvolvidos e validados em grandes estudos populacionais (HORNE; OSTBERG,
1976; ROENNENBERG et al., 2007).

NOs investigamos o cronotipo dos pacientes com EMJ através do questionario de
matutinidade e vespertinidade de Horne-Ostberg (HO), que classifica simplificadamente os
individuos em matutinos, vespertinos e intermediarios. Para o nosso estudo, a distribuigdo de
pacientes matutinos foi de 20,3%, vespertinos 29,7% e intermediarios 50%. O grupo controle
apresentou uma distribuicdo de 36,8% de individuos matutinos, 19,7% vespertinos e 43,4%
intermediarios (grafico 1). Quando comparamos as frequéncias entre os cronotipos dos
pacientes e controles, nenhuma diferenca estatistica foi detectada (p=0,065) (tabela 16),
apesar de haver uma frequéncia maior de individuos vespertinos no grupo de pacientes e mais
matutinos no grupo controle. Quando avaliamos a média dos escores do questionario HO
houve diferenca (p=0,021) entre pacientes (52,84+11,0) e controles (56,95+10,43) (tabela 17).
Escores menores indicam tendéncia a vespertinidade enquanto escores maiores a
matutinidade. Neste caso, 0s pacientes apresentaram uma tendéncia a vespertinidade, dado
que corrobora com os encontrados na literatura (PUNG; SCHMITZ, 2006).

O estudo desenvolvido por Pung e Schmitz (2006) comparou pacientes com epilepsia
do lobo temporal (ELT, n=20) e EMJ (n=20) com idade média de 35 anos e distribuicdo de
sexo feminino de 60% para ambos 0s grupos, os pacientes com EMJ apresentaram maior
tendéncia a vespertinidade do que os pacientes com ELT. No entanto, este achado pode nédo
ser consistente, devido a idade dos pacientes com EMJ que sdo frequentemente adolescentes
ou jovens adultos. De fato, em um estudo com varios tipos de epilepsia (EMJ=38; ELT=46;
ELF=30) em que todos os grupos apresentavam idade media de 40 anos, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os cronotipos dos trés grupos (HOFSTRA et al., 2010). Uma
possivel explicacdo para os resultados opostos apresentados pelos estudos citados acima seria
a diferenca de idade dos pacientes nos trés estudos citados (JANZ; CHRISTIAN, 1957
PUNG; SCHMITZ, 2006; HOFSTRA et al., 2010). Segundo alguns pesquisadores que
investigam a relagdo da idade e cronotipos em individuos saudaveis, as criangas e 0s idosos
tendem a ser mais matutinos, enquanto os adolescentes sdo muitas vezes mais vespertinos,
mulheres tendem a matutinidade e homens a vespertinidade (RANDLER, 2008;
ROENNENBERG et al., 2004 e 2007).

6.4 Analise genética
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Alguns estudos em humanos e animais tem investigado a relacdo entre ritmo
circadiano e epilepsia (MATOS et al., 2011; ZAROWSKI et al., 2011; RAMGOPAL et al.,
2012). No entanto, apenas dois estudos, em modelo animal, investigaram a relacdo entre
genes envolvidos na geracdo e regulacdo do sistema de temporizacdo circadiano e epilepsia
(GACHON, 2004; EUN et al., 2011). Como a EMJ apresenta desde suas primeiras descri¢des
caracteristicas circadianas (JANZ; CHRISTIAN, 1957), nds investigamos se polimorfismos
(T3111C do gene Clock, C111G do gene Per2 e VNTR de 4 e 5 repeti¢cbes do gene Per3) em
genes envolvidos na geracdo e regulacdo no sistema de temporizacdo circadiano estavam
associados a EMJ.

A analise individual dos polimorfismos estudados ndo apresentou nenhuma diferenca
estatistica entre as frequéncias alélicas e genotipicas para casos e controles (tabelas 20, 23 e
26), mesmo quando analisamos a interacdo entre os genes (tabela 27), sugerindo que estes
polimorfismos ndo estdo associados a EMJ na populagdo alagoana. Para nosso conhecimento
este é o primeiro trabalho que analisa o envolvimento destes polimorfismos com este tipo de
epilepsia. Estudos semelhantes foram relatados em outros tipos de doencas que afetam 0 SNC
(BENEDETTI et al., 2003, 2007; SERRETI et al., 2003; DALLASPEZIA et al., 2011;
PARTONEN et al., 2007; MANSOUR et al., 2009).

Quando investigamos o polimorfismo T3111C no gene Clock, as frequéncias alélicas e
genotipicas entre pacientes e controles ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante (p=0,15, tabela 26). Este polimorfismo tem sido bastante investigado em
pacientes com transtornos do humor. Benedetti e colaboradores (2003) investigaram o
polimorfismo T3111C do gene Clock em pacientes com transtorno bipolar e verificaram um
aumento da frequéncia do homozigoto C/C.

Nossos dados mostram que este polimorfismo T3111C no gene Clock nédo esta
associado a EMJ, no entanto, outra andlise realizada para este polimorfismo na nossa
populacdo foi quanto sua associacdo a preferéncia diurna (tabelas 31, 32 e 33 ), mostrando
que os gendtipos T/C ou C/C estdo associados a matutinidade (p=0,026, tabela 33) quando os
individuos controles sdo avaliados sem a presenca do grupo de pacientes. Quando o grupo
total de individuos é avaliado (pacientes + controles) ha uma tendéncia estatistico a
matutinidade (p=0,058, tabela 31), achado que pode representar uma associacdo dos genotipos
T/C-C/C com individuos matutinos na populacédo geral estudada e nédo especificamente com a
EMJ em nossa populacdo, divergindo dos achados de Katzenberg et al. (1998) e Mishima et
al. (2005), que descreveram associacdo do alelo C com vespertinidade em individuos na

populacéo europeia e japonesa, respectivamente. Além disso, outros estudos com individuos
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com depressdo e transtorno bipolar, verificaram que o0s pacientes que apresentaram insénia
eram homozigotos C/C (SERRETI et al., 2003; 2005).

O polimorfismo C111G do gene Per2 também nao apresentou nenhuma associacao
com a EMJ (p=0,60, tabela 23) em nosso estudo. Além disso, quando investigamos a
associacdo deste polimorfismo quanto a preferéncia diurna, nenhuma associacdo foi
encontrada (tabelas 31, 32 e 33). Dados que corroboram com o estudo de Choub e
colaboradores (2011) na populacdo italiana. Diferente dos os achados de Carpen e
colaboradores (2005), que relataram associacdo do alelo G com matutinidade na populagédo
holandesa.

Em relacdo ao VNTR de 4 e 5 repeticdes do gene Per3 observamos que a as
frequéncias alélicas e genotipicas também néo diferiram entre pacientes e controles (p=0,94,
tabela 20). Quando este polimorfismo foi investigando quanto a associacdo a preferencia
diurna, nossos dados apresentaram associacdo do homozigoto 5/5 com vespertinidade no
grupo total de individuos (p=0,027, tabela 31). Proporcdes diferentes para as frequéncias
alélicas e genotipicas encontradas em nossa populacao (tabela 18) foram observadas em um
estudo com individuos normais na populacao brasileira, que relatou a associacdo do alelo com
5 repeticbes a matutinidade e o de 4 repeticbes a vespertinidade (PEREIRA et al., 2005),
dados que foram replicados em outras populacdes (ARCHER et al., 2003; JOHANSSON et
al., 2003; ELLIS et al., 2009; JONES et al., 2007). Estes achados divergentes podem ser
explicados pela origem étnica e influencia da localizacdo geografica da nossa populacdo
(BARBOSA et al., 2010; NADKARNI et al., 2005).

Quanto as analises de correlacdo genética entre os endofendétipos apresentados pelos
pacientes e as frequéncias genotipicas para os polimorfismos T3111C do gene Clock, C111G
do gene Per2 e VNTR (4 e 5 repeticdes) do gene Per3, nenhuma associacdo foi observada
(tabela 34). Nenhum estudo, até 0 momento, foi publicado com este tipo de investigacdo com
epilepsia.

Neste trabalho, investigamos apenas trés polimorfismos em diferentes genes
envolvidos no mecanismo molecular do ritmo circadiano, ndo excluindo a possibilidade de
que outras alteracfes genéticas nos mesmos genes ou em outros que participam deste processo
estejam associados a EMJ. Diversos componentes estdo envolvidos na regulacdo do sistema
de temporizacdo circadiano, entre eles os Clock Controlled Genes (CCGs), genes que nédo
participam diretamente da regulacdo molecular, mas que sua transcri¢do esta sob o comando
da maquinaria do relégio. Estes genes (CCGs) constituem o mecanismo molecular de

eferéncia do reldgio bioldgico, atraves do qual todo o organismo pode estar conectado.
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Gachon et al. (2004), investigando a funcdo de alguns genes considerados CCGs,
como os genes DBP (albumin D-site-binding protein), HLF (hepatic leukemia factor) e TEF
(thyrotroph embryonic factor), membros da familia de fatores de transcricdo PAR bZip
(proline and acidic amino acid-rich basic leucine ziper), realizou um estudo funcional em que
animais knockouts para estes trés genes (HIf//Dbp™ /Tef”")  apresentaram crises
audiogénicas letais e espontaneas, sugerindo o envolvimento dos CCGs com a epilepsia.

Os resultados do estudo citado acima indicam que a epilepsia possui de fato um
envolvimento com genes que participam do mecanismo molecular circadiano, no entanto em
nosso trabalho investigamos apenas polimorfismos em trés genes diretamente relacionados a
este mecanismo e a ndo associacdo com a EMJ ndo descartaria a possibilidade de alteractes
nestes mesmos genes ou outros envolvidos neste processo, facam parte do complexo
mecanismo envolvido na fisiopatologia da EMJ. Até onde conhecemos, este é o primeiro
estudo envolvendo genes do relégio e EMJ e que mais estudos precisam ser desenvolvidos

para elucidar a interagdo entre o mecanismo molecular do ritmo circadiano e epilepsia.
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7 CONCLUSAO

v' Os pacientes com EMJ apresentaram alteracfes significantes na qualidade e
prevaléncia de disturbios do sono;

v' Pacientes com EMJ apresentaram uma tendéncia a preferéncia diurna vespertina;

v Quanto ao estudo de associacdo, nenhuma diferenca estatistica foi verificada entre as
frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos T3111C do gene Clock,
C111G do gene Per2 e VNTR (4 e 5 repeticdes) do gene Per3 em relacdo a EMJ,
mesmo quando a interacdo entre estes polimorfismos é avaliada, 0 que sugere que 0s
polimorfismos T3111C do gene Clock, C111G do gene Per2 e VNTR (4 e 5
repeticdes) do gene Per3 ndo estdo associados a EMJ na populacao alagoana;

v Os polimorfismos T3111C no gene Clock e VNTR (4 e 5 repeticGes) no gene Per3
estdo associados a preferéncia diurna em individuos da populacdo alagoana,
independente do grupo estudado;

v Os endofendtipos apresentados pelos pacientes ndo apresentaram nenhuma correlacdo

genética com os polimorfismos investigados.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

Eu, ,
tendo sido convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo “DISTURBIOS DO
SONO, CRONOTIPOS E ALTERACOES COGNITIVAS EM PACIENTES COM
EPILEPSIA MIOCLONICA JUVENIL: AVALIACAO CLINICA E MOLECULAR?”,
recebi das alunas Bruna Priscila dos Santos (Mestranda em Ciéncias da Saude), Gabriele
Teles Chaves e Jeannette Barros Ribeiro Costa (Académicas de Medicina) da Universidade
Federal de Alagoas - UFAL, responsaveis por sua execucao, as seguintes informacdes que me
fizeram entender sem dificuldades e sem davidas os seguintes aspectos:

= Que o estudo se destina a avaliar a frequéncia de distarbios do sono e altera¢fes cognitivas
em pessoas com epilepsia miocldnica juvenil.

= Que a importancia deste estudo é a de demonstrar se os distdrbios do sono e as alteracdes
cognitivas sdo frequentes nessas pessoas, quais 0s tipos mais frequientes e em qual gravidade e
assim, indicar qual a melhor forma de pesquisa-los para o diagnostico e tratamento.

= Que esse estudo comecara em abril e terminara em outubro de 2011.

= Que o estudo sera feito através de entrevistas e questionarios sobre distdrbios do sono e de
uma avaliacdo neuropsicoldgica.

= Que ndo existem outros meios para obter 0s mesmos resultados.

= Que os incdmodos que poderei sentir com a minha participagdo sdo os seguintes: informar
dados pessoais.

= Que a participacdo no estudo ndo trara nenhum risco @ minha sadde fisica ou mental.

= Que em qualquer etapa do estudo, terei acesso ao profissional responsavel pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas, sendo os responsaveis: Profa. Livia Leite Goes
Gitai e os alunos Bruna Priscila dos Santos, Gabriele Teles Chaves e Jeannette Barros Ribeiro
Costa.

= Que o0s beneficios que deverei esperar com a minha participacdo sdo: avaliacdo da
possibilidade de ter distirbios do sono e alteragfes cognitivas com orientagdo sobre como
confirmar o diagnostico e a garantia de poder se manter atualizado (a) sobre os resultados da
pesquisa que sejam do conhecimento dos pesquisadores

= Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo.

= Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo.
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= Que as informacbes conseguidas atraves da minha participacdo nao permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das
mencionadas informaces so serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

= Que os resultados deste estudo serdo divulgados no meio cientifico.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre
a minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implicam,
concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE
PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a). Bruna Priscila dos Santos/Gabriele Teles Chaves/Jeannette
Barros Ribeiro Costa

Domicilio: (rua, pracga, conjunto): Cidade Universitaria

Bloco: /N°: /Complemento: s/n

Bairro:/CEP/Cidade:/Telefone: Cidade Universitaria/CEP:57072-010/Macei6-AL/(82) 3322-
2432

Ponto de referéncia:

Endereco das responsaveis pela pesquisa (OBRIGATORIO): Profa.Dra. Livia Leite Goes
Gitai

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas — Campus A.C. Simdes

Enderego: Av. Lourival Melo Mota

Bloco: /N°: /Complemento: sem nimero

Bairro: /CEP/Cidade: Tabuleiro dos Martins, CEP 57072-900, Macei6-AL

Telefones p/contato:

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.O.C., Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria
Telefone: 3214-1041
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(Assinatura ou_impresséo datiloscépica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo
d(o,a) voluntari(o,a) ou resposavel legal estudo (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)

APENDICE B

Entrevista clinica sobre distarbios do sono

Examinador: Data:
IDENTIFICACAQ

NOME:

REGISTRO: D.N.: IDADE:

SEXO: (M) (F)  COR:(B) (N) (P) (0) EST.CIVIL:(C) (S) (D) (V)
ESCOLARIDADE: ( )analf ( )FI ( )FC( )MI( )MC( )SI ( )SC/ ( )Ainda

estuda. Anos de estudo: NATURAL: PROCEDENCIA:
ENDERECO: TELEFONES:
PROFISSAO: N° DE PESs NA CASA: R.FAMILIAR:

AMBIENTE DE SONO

Dorme no quarto: ( ) Sozinho ( ) Acompanhado. Quem: Esta presente

na entrevista: (N ) (S) Quarto: Temp. adequada: (N) (S) Silencioso: (N) (S)

CARACTERISTICAS DO CICLO SONO-VIGILIA

Horario regular para dormir: (N) (S)
Horario habitual:

PERIODO DEITAR DORMIR ACORDAR LEVANTAR
Semana
FDS
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() Uso de cafeina > 16h. Tipo, quant. e hora:

() Uso de medicacao para dormir Tipo, quantidade e horario:

() Dificuldade para iniciar o sono  Tempo de evolugao: Frequéncia:

() Acorda a noite:. N: na noite: ; ha semana:

Se acorda durante a noite, demora a voltar a dormir? (N ) (S ). Quanto tempo?

Causas dos despertares: () diurese ( ) pesadelos ( ) dor. tipo: . () Outro:
Sente-se cansado ao acordar? ( N') ( S). Tempo evolugao: Frequéncia:
Cochila durante o dia? (N ) ( S) Frequéncia por semana: Tempo:

Durante o dia, no altimo ano, tem apresentado:

FREQUENCIA / SEMANA
CLINICA N <Ix 1-2x

Ataques de sono

Cataplexia
Sonoléncia

Cansago

Durante o sono, no altimo ano, tem apresentado:

FREQUENCIA / SEMANA FREQUENCIA / SEMANA
CLINICA N | <1XS | 12XS >3X CLINICA N | <Ixs  12x >3«
Roncos Chuta
Pausas Fala
respiratorias
Sensacao de Acorda parecendo
sufocamento confuso
Sensagdo de Cai da cama
engasgo
Dispnéia Pesadelos
Respiragao bucal Range/aperta  os
dentes
Diurese (nimero) Mioclonias
iniciais
Sudorese Caimbras
Tosse Movimentos
intensos




Sono agitado

Movimentos
ritmicos da
cabega e/ou
tronco

112

Grito e choro
incontrolaveis
Anda

Crises epilépticas

Outro:

Se roncos, sao audiveis: () Somente no quarto

() No comodo ao lado ( ) Toda casa

Durante o inicio ou fim do periodo de sono, no altimo ano, tem apresentado:

CLINICA FREQUENCIA / SEMANA CLINICA FREQUENCIA / SEMANA
N <Ix | 1-2x 2>3x N <Ix 1-2x >3x
Alucinagdes Cefaléia matinal
hipnagogicas
Alucinagdes Boca seca ao
hipnopompicas acordar
Paralisia do sono Congestao nasal
ao acordar
No ultimo ano, tem apresentado:
() Desconforto ou agonia nas pernas
() O desconforto ou agonia melhora durante movimentos
() Inicio ou piora em repouso
() Inicio ou piora a noite
ANTECEDENTES PESSOAIS
Diagnéstico prévio de:
() Diabetes mellitus () HAS () Hipotireoidismo ( ) Outro:
MEDIDAS
Peso: Altura: CA: CC: Q:

MEDICACOES - em uso de (Todas):

DROGA

POSOLOGIA

EFEITOS COLATERAIS

CRISES EPILEPTICAS:
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Ocorréncia Mioclonias Auséncia TCG
Vida (N) (S) (N) (S) (N) (S)
Ultimo ano (N) (S) (N) (S) (N) (S)
Ultimos 6 m (N) (S) (N) (S) (N) (S)

Ultimo més

Ultima semana
Horario preferencial

ANEXOS
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ANEXO A

CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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28

. UNIVERSIQADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei6 — AL, 02/04/2012 § §

Senhor (a) Pesquisador (), Daniel Leite Gées Gitai, Livia Leite Goes Gitai
Katidscia Karine Martins da Silva, Fernando Tendrio Gameleira
Bruna Priscila dos Santos, Gabriele Teles Chaves
Jeannette Barros Ribeiro Costa

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 29/03/2012 e com base no parecer §
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 004660/2011-71 sob o titulo, Distirbios do sono, |
cronotipos e alteracbes cognitivas em pacientes com epilepsia mioclonica juvenil: |
avaliaciio clinica e molecular, vem por meio deste instrumento comunicar a aprovagdo do |
processo supra citado, com base no item VIIL.13, b, da Resolugao n°® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que "
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4). :

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento |
grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacao ao |
CEP e¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu |
posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa. |
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o (a) pesquisador §
(a) ou patrocinador(a) deve envid-los 2 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.e). '

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os :
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a disposi¢ao
dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas €ticos e exigéncias
contidas nas Resolucdes supra - referidas. '
Esta aprovacio ndo é valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa acima referido.
(*) Areas temdticas especiais ; B

Vilido até: Abril de 2013

amgm

3
M\,m doC

courde qu\sa

Eticaem Pes

ANEXO B

ESCALA DE SONOLENCIA DE EPWORTH (ESS-BR)

Nome:
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Data: Idade (anos): Sexo:

Qual a probabilidade de vocé cochilar ou dormir, e ndo apenas se sentir cansado, nas
seguintes situagdes? Considere o modo de vida que vocé tem levado recentemente. Mesmo
que vocé nao tenha feito algumas destas coisas recentemente, tente imaginar como elas o
afetariam. Escolha o numero mais apropriado para responder cada questao:

0 = nunca cochilaria

1 = pequena probabilidade de cochilar
2 = probabilidade média de cochilar

3 = grande probabilidade de cochilar

Situagao Probabilidade de cochilar
Sentado ¢ lendo 0 1 2 3
Assistindo TV 0 1 2 3

Sentado , quieto, em um lugar publico (por
exemplo, em um teatro, reunido ou palestra) 0 1 2 3

Andando de carro por uma hora sem parar, 0 1 2 3
como passageiro

Ao deitar-se a tarde para descansar, quando 0 1 2 3
possivel
Sentado conversando com alguém 0 1 2 3

Sentado quieto apos o almogo sem bebida de
alcool 0 1 2 3

Em um carro parado no transito por alguns
minutos 0 1 2 3

Obrigado por sua cooperagao.

ANEXO C

INDICE DE QUALIDADE DE SONO DE PITTSBURGH (PSQI-BR)
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Nome:

Instrucoes:

As seguintes perguntas sao relativas aos seus habitos de sono durante o ultimo més somente.
Suas respostas devem indicar a lembranga mais exata da maioria dos dias e noites do ultimo
més. Por favor, responda a todas as perguntas.

1) Durante o Gltimo més, quando vocé geralmente foi para a cama a noite?
Hora usual de deitar

2) Durante o ultimo més, quanto tempo (em minutos) vocé geralmente levou para dormir a
noite?
Numero de minutos

3) Durante o ultimo més, quando vocé geralmente levantou de manha?
Hora usual de levantar

4) Durante o ultimo més, quantas horas de sono vocé teve por noite? (Este pode ser
diferente do nimero de horas que vocé ficou na cama)
Horas de sono por noite

Para cada uma das questdes restantes, marque a melhor (uma) resposta. Por favor,
responda a todas as questoes.

5) Durante o ultimo més, com que freqiiéncia vocé teve dificuldade de dormir porque vocé...
a) Nao conseguiu adormecer em até 30 minutos
Nenhuma no ultimo més  Menos de 1vez/semana
1 ou2vezes/semana 3 oumais vezes/semana

b) Acordou no meio da noite ou de manha cedo
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

c) Precisou levantar para ir ao banheiro
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

d) Nao conseguiu respirar confortavelmente

Nenhuma no Gltimo més Menos de 1vez/semana
1 ou?2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

e) Tossiu ou roncou forte
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

f) Sentiu muito frio
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Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

g) Sentiu muito calor

Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

h) Teve sonhos ruins

Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana

1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana
1) Teve dor

Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana

1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

J) Outra(s) razao (des), por favor descreva
Com que freqiiéncia, durante o Gltimo més, vocé teve dificuldade para dormir devido a
essa razao?

Nenhuma no ultimo més _ Menos de 1vez/semana
1 ou?2vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

6) Durante o Gltimo més, como vocé classificaria a qualidade do seu sono de uma maneira
geral?
Muito boa Boa Ruim Muito ruim

7) Durante o Gltimo més, com que freqiiéncia vocé tomou medicamento (prescrito ou “por
conta propria”) para lhe ajudar a dormir?
Nenhuma no Gltimo més  Menos de 1vez/semana
1 ou?2vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

8) No ultimo més, com que freqiiéncia vocé teve dificuldade de ficar acordado enquanto
dirigia, comia ou participava de uma atividade social (festa, reunido de amigos, trabalho,

estudo)?
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

9) Durante o ultimo més, quao problematico foi para vocé manter o entusiasmo (4nimo)
para fazer as coisas (suas atividades habituais)?
Nenhuma dificuldade
Um problema leve
Um problema razoavel
Um grande problema

10) Vocé tem um(a) parceiro [esposo(a)] ou colega de quarto?
Nao
Parceiro ou colega, mas em outro quarto
Parceiro no mesmo quarto, mas ndo na mesma cama ____
Parceiro na mesma cama
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11) Se vocé tem um parceiro ou colega de quarto, pergunte a ele/ela com que frequéncia, no
ultimo més, vocé teve...
a) Ronco forte
Nenhuma no ultimo més  Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana____

b) Longas paradas na respira¢do enquanto dormia
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

c) Contragdes ou puxdes nas pernas enquanto dormia
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

d) Episodios de desorientagdo ou confusao durante o sono
Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana

1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana

e) Outras alteragdes (inquietagdes) enquanto vocé dorme: por favor, descreva

Nenhuma no ultimo més Menos de 1vez/semana
1 ou 2 vezes/semana 3 ou mais vezes/semana
ANEXO D

Questionario Horne-Ostberg (Tipos Matutinos — Vespertinos)
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Instrucoes:

NS

Leia coma atenc¢do cada questdo antes de responder.

Responda todas as questdes.

Responda as questdes na ordem numérica.

Cada questdo deve ser respondida independentemente das outras, ndo volte atras e
nem corrija suas respostas anteriores.

Para cada questdo coloque apenas uma resposta (um X no local correspondente);
algumas questdes tem uma escala, nestes casos coloque um X no ponto apropriado da
escala.

Responda cada questdo com toda a honestidade possivel. Suas respostas e os
resultados sdo confidenciais.

Se vocé quiser, pode escrever algum comentario abaixo de cada pergunta.

Questoes:

1.

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

50Entre 5:00 e 6:30hs.
4Ente 6:30 e 8:00hs.
30Entre 8:00 € 9:30hs.
20Entre as 9:30 e 11:00hs
10Entre as 11:00 e as 12:00hs.

Considerando apenas seu bem-estar pessoal e com liberdade total de planejar sua noite,
a que horas vocé se deitaria?

50120-21hs
4021-22:30hs.
3[122:30-00:30hs.
20100:30-1:30hs.
101:30-3:00hs.

Até que ponto vocé depende do despertador para acordar de manha?

4[1Nada dependente

3[1Nao muito dependente
2[1Razoavelmente dependente
1 [JMuito dependente

Vocé acha facil acordar de manha?

10Nada facil.
2[JN3o muito facil.
3[00Razoavelmente facil.
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4[]Muito facil.

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

10Nada alerta.

2[INao muito alerta.
3[0Razoavelmente alerta.
40Muito alerta.

6. Como ¢ seu apetite durante a primeira meia hora depois de acordar?

1 0Muito ruim.

20N4do muito ruim.
30Razoavelmente bom.
4[1Muito bom.

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

1 0Muito cansado.

200N4do muito cansado.
3[JRazoavelmente em forma.
4[JEm plena forma.

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

40Nunca mais tarde.

30Menos de 1 hora mais tarde.
200Entre 1 a 2 horas mais tarde.
1[JMais do que 2 horas mais tarde.

9. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 7:00 as 8:00 horas
da manha, duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, o que

vocé acha de fazer exercicios nesse horario?

40Estaria em boa forma.

3JEstaria razoavelmente em forma.
20Acharia isso dificil.

1 0Acharia muito dificil.

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

50120:00-21:00hs.
4[121:00-22:30hs.
3[122:30-00:30hs.



11.

12.

13.

14.

15.

16.
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201:00-2:00hs.
102:00-3:00hs.

Vocé quer estar no maximo de sua forma para fazer um teste que dura duas horas e que
voce sabe que ¢ mentalmente cansativo. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal,
qual desses horarios vocé escolheria para fazer o teste?

60Das 8:00 as 10:00hs.

41Das 11:00 as 13:00hs.
20Das 15:00 as 17:00hs.
10Das 19:00 as 21:00hs.

Se vocé fosse deitar as 23:00 horas, em que nivel de cansaco voce se sentiria?

0[JNada cansado.

2[0Um pouco cansado.
30Razoavelmente cansado.
5[0Muito cansado.

Por alguma razdo vocé foi dormir vérias horas mais tarde do que ¢ de seu costume. Se
no dia seguinte vocé ndo tiver hora certa para acordar, o que aconteceria com vocé?

4[] Acordaria na hora normal, sem sono
300Acordaria na hora normal, com sono.
20Acordaria na hora normal e dormiria novamente.
1JAcordaria mais tarde do que o costume.

Se vocé tiver que ficar acordado das 4:00 as 6:00 horas da manha para realizar uma
tarefa e ndo tiver compromissos no dia seguinte, o que vocé faria?

1S6 dormiria depois de fazer a tarefa.

2[]Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois.
3[1Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois.
4[1S6 dormiria antes de fazer a tarefa.

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

4 [ Das 8:00 as 10:00hs.
3 ] Das 11:00 as 13:00hs.
2 [ Das 15:00 as 17:00hs.

1 ' Das 19:00 as 21:00hs.
Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 22:00 as 23:00
horas, duas vezes por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, o que vocé

acha de fazer exercicios nesse horario?

10 Estaria em boa forma.
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2 Estaria razoavelmente em forma.
300 Acharia isso dificil.
4[] Acharia isso muito dificil.

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

consecutivas.

1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0

Considere o quadrante marcado mais a direita para escolher entre as seguintes opcdes:

1 0Entre 0:00-3:00hs.
S50OEntre 3:00-7:00hs
4117:00hs.

3[Entre 8:00-13:00hs.
20Ente 13:00-17:00hs.
1 0Entre 17:00-0:00.

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

10Entre 0:00 e 4:00hs.
50Entre 4:00 e 7:00hs.
40Entre 7:00 ¢ 9:00hs.
30Entre 9:00 ¢ 16:00hs.
20Entre 16:00 e 21:00hs.
10Entre 21:00hs e 0:00hs.

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

identifica?

61 Tipo matutino.

4[Mais matutino que vespertino.
2[JMais vespertino que matutino.
0 Tipo vespertino.

20.  Marque o seu periodo habitual de trabalho ou estudo.

1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0
ANEXO E

Classificacao Internacional dos Disturbios do Sono — Segunda edi¢éo (CIDS-2)
(AASS, 2005)
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InsOnias

Ins6nia de Ajuste (InsOnia aguda)

Ins6nia Psicofisiologica

Insdnia Psicofisioldgica

Insdnia Paradoxal

Insdnia Idiopética

Ins6nia causada por Doenca Mental

Higiene Inadequada do Sono

Ins6nia Comportamental da Infancia

Insbnia causada por Drogas ou Substancias

Insdnia causada por Condi¢des Médicas

Insbnia ndo causada por Substancias ou Condi¢do Fisioldgica conhecida; inespecifica
(Insdnia ndo-organica; ndo especificada de outra forma)
Ins6nia Fisioldgica (organica); inespecifica

Disturbios Respiratérios Relacionados ao Sono

Sindromes da Apnéia Central do Sono

o Apnéia Central do Sono: Primaria
Apnéia Central do Sono causada pelo Padréo de Respiragdo de Cheyne-Stokes
Apnéia Central do Sono causada pela Respira¢do Periddica da Alta Altitude
Apnéia Central do Sono causada por Condi¢des Médicas que ndo Cheyne-Stokes
Apnéia Central do Sono causada por Drogas ou Substancias
Apnéia do Sono Priméria da Infancia (do recém-nascido)

o o0 O O O

Sindromes da Apnéia Obstrutiva do Sono
o Apnéia Obstrutiva do Sono, adulto
o Apnéia Obstrutiva do Sono, pediatrica

Sindromes da Hipoventilagdo/Hipoxemia relacionadas ao Sono
o Hipoventilagdo Alveolar ndo-obstrutiva relacionada ao sono, idiopatica
o Sindrome da Hipoventilagdo Alveolar Central Congénita

Sindromes da Hipoventilagdo/Hipoxemia relacionadas ao Sono causadas por Condigdes
Meédicas
o Sindromes da Hipoventilacdo/Hipoxemia relacionadas ao Sono causadas doencas do
parénquima e vasculatura pulmonar
o Sindromes da Hipoventilagdo/Hipoxemia relacionadas ao Sono causadas por obstrucdo das
vias aéreas inferiores
o Sindromes da Hipoventilagdo/Hipoxemia relacionadas ao Sono causadas por doengas
neuromusculares e da caixa toracica
o Outros Disturbios Respiratorios relacionados ao Sono
o Apnéia do Sono/ Distlrbios Respiratorios relacionados ao Sono, inespecificos

NN

Hipersonias de Origem Central ndo causadas pelos Distarbios do Ritmo
Circadiano do Sono, Disturbios Respiratorios relacionados ao Sono, ou outras
causas de sono noturno interrompido

Narcolepsia com cataplexia
Narcolepsia sem cataplexia
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v Narcolepsia causada por Condi¢es Médicas
v" Narcolepsia, inespecifica
v" Hipersonia Recorrente
v Sindrome de Kleine-Levin
v" Hipersonia relacionada a menstruagao
v Hipersonia Idiopatica com tempo de sono prolongado
v’ Hipersonia Idiopatica sem tempo de sono prolongado
v Sindrome do Sono Insuficiente induzido comportamentalmente
v Hipersonia causada por Condicoes Médicas
v Hipersonia causada por Drogas ou Substancias
v Hipersonia ndo causada por Substancias ou Condicdo Fisioldgica conhecida (Hipersonia
ndo-organica; ndo especificada de outra forma)
v' Hipersonia Fisioldgica (organica), inespecifica (Hipersonia Organica, ndo especificada de
outra forma)
IV. Distarbios do Ritmo Circadiano do Sono
v Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo fase do sono atrasada (Distdrbio da Fase do
Sono Atrasada)
v Distarbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo fase do sono avangada (Disturbio da Fase do
Sono Avangada)
v Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo sono-vigilia irregular (Ritmo Irregular do
Sono-Vigilia)
v Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo livre-curso (Tipo ndo sincronizado)
v’ Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo Jet Lag (Distarbio de Jet Lag)
v Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono, tipo trabalho de turno (Distlrbio do Trabalho de
Turno)
v’ Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono causado por condi¢des médicas
v" Qutros Disturbios do Ritmo Circadiano do Sono (Disttrbios do Ritmo Circadiano, ndo
especificado de outra forma)
v' Outros Distlrbios do Ritmo Circadiano do Sono causado por drogas ou substancias
V. Parassonias
v Disturbios do Despertar (do sono NREM)
o Despertar confusional
o  Sonambulismo
o Terror Noturno
v’ Parassonias usualmente relacionadas ao sono REM
o Distarbio Comportamental do sono REM
o Paralisia do sono isolada e recorrente
o Distarbios de pesadelos
v Outras Parassonias

o Distlrbios dissociativo relacionado ao sono
Enurese do sono

Gemido relacionado ao sono

Sindrome da explosédo da cabeca
Alucinac@es relacionadas ao sono
Distlrbio do comer relacionado ao sono

o 0O 0 OO
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o Parassonias, inespecificas
o Parassonias causadas por drogas ou substancias
o Parassonias por condi¢des médicas

VI.

AN N N

Disturbios do Movimento relacionados ao sono

Sindrome das Pernas Inquietas

Disturbio dos Movimentos Periédicos dos Membros

Céimbras de pernas relacionadas ao sono

Bruxismo relacionado ao sono

Disturbio de Movimentos ritmicos relacionados ao sono

Disturbio de Movimento relacionado ao sono inespecifico

Distlrbio de Movimento relacionado ao sono causado por drogas ou substancias
Distlrbio de Movimento relacionado ao sono causado por condi¢cdes médicas

VIL.

AN NANA Y N NN

AN

Sintomas isolados, variantes aparentemente normais e de importancia nao
resolvida

Dormidor longo

Dormidor curto

Ronco

Soniléquio

Mioclonias do inicio do sono

Mioclonia benigna do sono da infancia

Tremor dos pés hipnagdgicos e alternancia de ativacdo dos musculos das pernas durante o
sono

Mioclonia proprioespinal no inicio do sono

Mioclonia fragmentéria excessiva

VIII.

ANANEN

Outros Distlrbios do Sono

Outros distarbios do sono fisiol6gicos (organicos)
Outros disturbios do sono ndo causados por substancia ou condigdo fisioldgica conhecida
Distarbios do sono ambientais






