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Resumo

Introducdo: O mecanismo fisiopatolégico da narcolepsia ainda € pouco
conhecido. Os marcadores genéticos do alelo do complexo de
histocompatibilidade, assim como a reducdo da Hipocretina-1 desafiam uma
confirmagéo da teoria imunoldgica. Poucos trabalhos na literatura estudam as
provaveis diferencas imunoldgicas com presenca ou nao do alelo HLA-
DQB1*0602 e nem compararam 0S subgrupos dos pacientes com a
Hipocretina-1 baixa e normal.

Objetivos: Quantificar as populagfes dos linfécitos Totais, CD2, CD3, T
(CD4 e CD8), B (CD19) e Natural Killer (CD56), além dos niveis séricos da
Interleucina-6, do Fator de Necrose Tumoral e do CD40L sérico, em pacientes
com narcolepsia, sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1* 0602, e em
grupos em que a Hipocretina-1 era menor e maior do que os 110 pg/ml do
liquido cefalorraquidiano. Método: Os pacientes com narcolepsia, apos coleta
do liquido cefalorraquidiano e a andlise da Hipocretina-1, assim como 0s
voluntarios sadios, foram avaliados quanto ao sono e a sonoléncia excessiva
diurna por meio de uma polissonografia (PSG) e do teste das multiplas
laténcias do sono (TMLS). Todos foram pesados e medidos, além de terem
sido avaliados clinicamente por meio da Escala de Sonoléncia de Epworth, do
indice de Massa Corpoéreo (IMC), dos Questionarios de Beck e de Idate.
Colheram-se amostras sanguineas e foram analisados os linfocitos Totais, os
CD2, os CD3, 0os TCD4, os TCD8, os CD56 e os CD19; a interleucina-6, o fator

de necrose tumoral, o CD40L sérico e a presenca do alelo HLA-DB1*0602.

15



Resultados: A média das ESE foi maior nos pacientes com narcolepsia (17,7 +
0,7) do que no grupo controle (7,7 + 0,7) p<0,0001; como também nos
individuos com a presenca do alelo HLA-DQB1* 0602 (14,2 + 1,1) comparados
com aqueles sem o alelo (9,1 = 1,1) (p=0,006). A laténcia do sono nos
pacientes com narcolepsia foi menor do que no grupo controle, bem como a
média das laténcias do TLMS e a quantidade do SOREM (que é a quantidade
de sonos tipo REM (Rapid Eyes Moviments) nos cochilos do TMLS) maior nos
com a narcolepsia Os mesmos achados acima da polissonografia e do TLMS
foram observados nos individuos com a presenca do alelo HLA-DQB1* 0602 e
niveis de Hipocretina-1 menor que 110pg/ml. As quantidades dos linfocitos
totais (2446 + 123,2 vs 2000,3 + 513,7; p=0,01), CD2 (2028 + 106,5 vs 1612,1
+ 431,6 p=0,006), CD3 (1892 + 102,1 vs 1485,5 + 425,8; p=0,005) e TCD4
(1238 £ 85,9 vs 945 + 247,1; p=0,007) dos pacientes com narcolepsia foram
menores do que as dos voluntarios. Os niveis séricos do CD40L sérico no
grupo controle (0,19 + 0,08 ng/ml) foram maiores do que no dos pacientes com
narcolepsia (0,003 + 0,0003 ng/ml); p=0,04. Nao houve diferencas entre os
linfécitos e as citocinas entre os outros grupos dividos segundo a presenca do
HLA e nivel de Hipocretina-1. Conclusdes: A linfopenia T e a TCD4 relativa
observada nos pacientes com narcolepsia pode ter sido causada pela baixa
producdo nos 6rgaos linféides, pelo aumento da destruicdo periférica ou pela
diminuicdo da ativacdo do sistema imunologico pelas células apresentadoras
dos antigenos. As linfopenias T e TCD4 observadas nos pacientes com
narcolepsia, associadas a uma diminuicdo do CD40L sérico, podem direcionar

para uma disfuncdo da célula apresentadora dos antigenos. Uma menor
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producdo do CD40L sérico diminuiria a ampliacdo da reagdo imunoldgica, a

gual ja foi estudada em outros modelos auto-imunes.

Abstract

Introduction: The pathophysiology of narcolepsy is still unknown. The genetic
markers of histocompatibility complex, as well as, the decreasing of Hypocretin-
1 propose a confirmation of immunological theory. There are few studies
considering the differences between immunological presence and absence of
allele HLA-DQB1*0602, as well comparing the groups of patients with
Hypocretin-1 levels. Objectives: To measure the subpopulations of the Total,
CD2, CD3, T (CD4 and CD8), B (CD19) and Natural Killer (CD56), beyond the
serum levels of the IL-6, TNF and CD40L, with and without the presence of the
HLA-DBQ1*0602 allele and in the groups with above and below 110pg/ml of
Hipocretina-1 in the spinal fluid.

Methodology: After obtaining a sample of cerebral spinal fluid for Hipocretina-1
analysis, the narcoleptic patients and healthy volunteers were evaluated
concerning the sleep and the daytime sleepiness by a polysomnography and
the Multiple Sleepiness Latency Test (MSLT). Epworth Sleepiness Scale (ESS),
Beck Depressions Inventory, Anxiety-State Questionnaire (Idate) and Body
Mass Index (BMI) were applied as well. Blood samples were collected and
analyzed for Total, CD2, CD3, TCD4, TCD8, CD56 and CD19 lymphocytes;

Interleukin -6; Tumoral Necrosis Factor, CD40L and HLA-DB1* 0602 allele.
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Results: The average of the ESS was higher in the patients with narcolepsy
(17.7 £0.7 vs7.7 £ 0.7, p<0.0001). The sleep latency of the narcoleptic patients
was shorter than in the control group. The average of the latencies of the MSLT
was smaller and the amount of the SOREM was higher in the narcoleptic
patients group. In these patients the counting of total lymphocytes (2446 +
123.2 vs 2000.3 + 513.7; p=0.01), CD2 (2028 * 106.5 vs 1612.1 + 431.6
p=.006), CD3 (1892 + 102.1 vs 1485.5 + 425.8; p=0.005) and TCD4 (1238 +
85,9 vs 945 + 247.1; p=0.007) were decreased in comparison to the control
group. There were no differences among the other groups. Conclusions: The T
and TCD4 lymphopenia observed in the narcoleptic patients could have been
caused by the low production by the lymphoid organs, the increase of the
peripheral destruction or lower activation by the antigen presenting cells. The T
and TCD4 lymphopenia associated to the reduction of the CDL40 observed in
the narcoleptic patients could promote to the dysfunction of the antigen
presenting cell. A decreased production of the CD40L could reduce the
amplification of the immunological reaction already studied in others self

immunes models.
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Introducéo

1.1 Definicao de Narcolepsia

A narcolepsia é uma doenca que se caracterizada pela sonoléncia
excessiva diurna, pela cataplexia e\ou outras manifestacbes do sono REM
(Rapid Eyes Moviments) como as alucinages hipnagogicas e a paralisia do

sono (Gélineau, 1880).

1.2 Historico

A narcolepsia foi descrita, inicialmente, por Westphal e colaboradores
em 1877, Fisher e colaboradores em 1878 e, posteriormente, por Gelineau e
colaboradores em 1889, como sendo uma doencga caracterizada por ataques
de sono incontrolaveis. A sua associacdo com a fraqueza muscular e a
sonoléncia também foi, a época, reportada tanto na mde como na irma de
Westphal, as quais eram suas pacientes. Em 1877, Westphal, Zastrow e
colaboradores, pela primeira vez na literatura mundial, descreveram as
caracteristicas clinicas da narcolepsia e a possibilidade da existéncia do fator
familiar.

Gélineau e colaboradores, em 1880 e em 1889, publicaram, na “La
Gazette des Hopitaux de Paris”, a descricdo da narcolepsia como sendo uma
sindrome clinica caracterizada como a tétrade de Gélineau (sonoléncia

excessiva, cataplexia, paralisia do sono e alucina¢des hipnagogicas), tendo
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sido ele o primeiro autor a relacionar a fraqueza muscular com a sonoléncia
excessiva. Ja Loéwenfeld e colaboradores, em 1902, foram os primeiros que
relacionaram a cataplexia aos episodios de forte emocdao.

Na Austria, foram observados por Von Economo no inicio do século
passado, em pacientes com encefalite alguns sintomas muito semelhantes aos
da narcolepsia, como a sonoléncia excessiva diurna, nos pacientes que sofriam
daquela doenca. Von Economo, em 1930, descreveu a existéncia da
sonoléncia excessiva e a paralisia do nervo oculomotor em pacientes com
encefalite letargica, direcionando pela primeira vez a fisiopatologia para o
hipotdlamo posterior. Aquele pesquisador, nesse mesmo ano, escreveu que
era muito provavel, embora nao tivesse sido ainda provado, que a narcolepsia
de Gelineau, Westphal e Redlich, possuisse, na regido hipotdlamo, uma causa
nao conhecida.

Vogel, em 1960, foi o primeiro a relatar a associacdo do sono REM com
a cataplexia, as alucina¢bes hipnagodgicas e a paralisia do sono, fazendo a
ligacéo da narcolepsia com essa fase do sono, o que foi confirmado em 1968
por Rechschaffen e Kales. Estes, um ano depois, estudaram o
eletroencefalograma (EEG) durante as alucinagbes hipnagdgicas, o que
contribuiram para confirmar a hipétese da narcolepsia associada ao sono REM
(Rechschaffen, Dement, 1967).

Os primeiros estudos epidemiolégicos foram realizados por Dement e
colaboradores, em 1973, e por Roth e colaboradores em 1980, os quais
observaram que a prevaléncia de pacientes com narcolepsia-cataplexia se
situava entre os 0,02 e os 0,05%, sem preferéncia entre os sexos. Richardson

e colaboradores, em 1978, estabeleceram que os critérios eletrofisiol6gicos
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para diagnosticar a narcolepsia seriam por meio do estudo de cinco cochilos
diurnos por 20 minutos, denominados de teste de multiplas laténcias do sono
(TMLS). Mais tarde, em 1986, estes critérios foram complementados por
Carskadon e colaboradores.

A primeira proposta de tratamento para a narcolepsia foi a epinefrina, a
gual foi usada com pouco sucesso até que Prinzmetal e Bloomberg, em 1935,
introduziram o tratamento com anfetaminas. O metilfenidato foi introduzido em
1959 por Yoss and Daly, tendo sido a principal droga para o tratamento da
sonoléncia excessiva diurna por quase 40 anos. Em 1960, Akimoto, Honda e
Takahashi iniciaram o tratamento da cataplexia com a imipramina e, na década
de 90, iniciou-se o0 uso de um estimulante atipico conhecido como Modafinil.
Este possui um mecanismo de agao ainda ndo totalmente conhecido, sendo o
provavel mecanismo de acdo um aumento da ativagdo pré-singptica da
transmissao dopaminérgica em algumas regides do encéfalo (Mignot et al.,
1994; Nishino et al., 1998). Além dos antidepressivos triciclicos, outros, como o
citalopram e a venlafaxina, comegcaram a ser usados com sucesso para o
tratamento da cataplexia (Coelho et al., 2007a e Coelho et al., 2007b). Um
outro farmaco utilizado nos pacientes com narcolepsia € o Oxibato de Sédio ou
Acido Hidroxibutirico (GHB), o qual age no sistema nervoso central, tendo uma

boa acao para o tratamento da cataplexia (Lemon et al., 2006).

1.3 Diagnastico e classificacdo

A narcolepsia, segundo a Classificacdo Internacional dos Disturbios do

Sono (ICSD) de 2005 (American Academy of Sleep Medicine, 2005) é dividida

21



em narcolepsia com cataplexia, sem cataplexia, devida a outras condi¢des
médicas e nao especifica.
Os critérios diagndsticos para cada um dos tipos mencionados séo

descritos a seguir.

1.3.1 Narcolepsia com cataplexia

a. Queixa de sonoléncia excessiva diurna, ocorrendo quase diariamente ha
mais de 3 meses;

b. Histdria definida de cataplexia, que € a perda subita e transitoria do tdnus
muscular precedido de um evento de emocao (riso, por exemplo) de curta
duracdo (menos de 2 minutos), podendo ser generalizada e bilateral ou
segmentar,

c. Diagnéstico de narcolepsia com cataplexia deve, quando possivel, ser
confirmado por uma polissonografia (PSG) noturna, seguida pelo TMLS em que
a média das laténcias para o sono neste teste seja menor ou igual a 8 minutos
e com 2 ou mais SOREM (“sleep onset REM"). Alternativamente pode-se
considerar que o nivel da Hipdcretina-1 no liquido cefalorraquidiano fique
abaixo dos 110 pg/ml ou em 1/3 do valor normal dos controles sadios;

d. Sonoléncia excessiva diurna que nao seja explicada por outra doenca do
sono, doenga médica, doenca mental, doenga neuroldgica, uso de medicacao

ou de drogas de abuso.

1.3.2 Narcolepsia sem cataplexia:

a. Queixa de sonoléncia excessiva diurna, ocorrendo quase diariamente ha

mais de 3 meses;
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b. Historia definida de cataplexia ausente, embora possam ser relatados
episédios de cataplexia atipica ou duvidosa;

c. Diagnéstico da narcolepsia sem cataplexia deve ser confirmado por uma
PSG noturna, seguida pelo TMLS, em que a média das laténcias para o sono
neste teste seja menor ou igual a 8 minutos e com 2 ou mais SOREM,;

d. Sonoléncia excessiva diurna que nédo seja explicada por outra doenca do
sono, doencga meédica, doenca mental, doenga neuroldgica, uso de medicacao

ou de drogas de abuso.

1.3.3 Narcolepsia devida a uma condicdo médica
a. Queixa de sonoléncia excessiva diurna, ocorrendo quase diariamente ha
mais de 3 meses;
b. Um dos seguintes critérios:

bl. Histdria definida de cataplexia, que € a perda subita e transitoria do
tbnus muscular precedido de um evento de emocao de curta duragcdo (menos
de 2 minutos), podendo ser generalizada ou segmentar;
i. Se a cataplexia esta ausente ou atipica — PSG seguida pelo TMLS, em que a
média deste teste seja menor ou igual a 8 minutos e com 2 ou mais SOREM,;
il. Alternativamente pode-se considerar que, caso 0 paciente ndo esteja em
coma, o nivel da Hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano fiqgue abaixo dos
110 pg/ml ou em 1/3 do valor normal dos controles sadios.
c. Uma significativa condigdo médica ou neurologica que explique a sonoléncia
excessiva diurna.
d. Sonoléncia excessiva diurna que nao seja explicada por outro distarbio do

sono, doenga mental, uso de medicag&o ou de substancias de abuso.
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Subdiviséo fisiopatologica da narcolepsia relacionada a uma condicdo médica:
Narcolepsia secundaria & Doenca de Parkinson;

Narcolepsia secundaria a um traumatismo cranio-encefalico;

Narcolepsia com cataplexia secundaria devido a um fator genético;

Narcolepsia e Disturbio Comportamental do Sono REM secundéria relacionada
a um fator genético;

Narcolepsia secundaria devido a tumores cerebrais, infeccbes ou outra

alteracao do sistema nervoso central.

1.3.4 Narcolepsia ndo especifica
Esta terminologia € usada quando o paciente evidencia que sofre de

narcolepsia, embora a etiologia ainda nao tenha sido definida.

1.4 Genética e narcolepsia nos caes

Em 1984, em um estudo com pacientes japoneses que sofriam de
narcolepsia, observou-se que havia uma aumentada prevaléncia do alelo HLA
DR2 (Strohmaier et al., 1988). Um estudo posterior demonstrou existir, na
populacdo dos caucasianos norte-americanos com a narcolepsia, um aumento
do alelo HLA-DQB1*0602, variante do gene HLA-DQB1, localizado no brago
curto do cromossomo 6 (Mignot, 1998).

O estudo com cées narcolépticos foi fundamental para o melhor
esclarecimento da fisiopatologia da doenca, tendo sido a narcolepsia canina
descrita, em 1973, por Knecht. Alguns cées da raca Doberman, em 1975,

foram cruzados entre eles, o que levou a caracterizar a existéncia de um
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padrdo genético de transmissdo. Outros estudos, realizados com caes da raca
Labrador, observaram existir um padrdo de transmissao autossémica recessiva
(Baker et al., 1982; Foutz et al., 1979). Em 1999, em caes das racas
Dobermann e Labrador afetados clinicamente, observou-se a auséncia dos
receptores da Hipocretina-2, assim como a existéncia de um padrdo genético
mendeliano do tipo autossdmico recessivo para a doenca (Lin et al., 1999). A
narcolepsia humana difere da canina, uma vez que ndo ha essa caracteristica
genética nos humanos e, ao que parece, a narcolepsia observada nos
pacientes deste estudo se deveu a uma diminui¢do da Hipocretina-1 pela perda
das células hipocretinérgicas no hipotalamo e a nao-alteracdo dos receptores

(Mignot et al., 2002 e Peyron et al., 2000).

1.5 Hipocretina nos Humanos

Sakurai e colaboradores, em 1998, descreveram um novo
neuropeptideo: a Hipocretina/Orexina. A Orexina e a Hipocretina-1 sdo nomes
dados ao mesmo neuropeptideo por ter sido descrito quase que
simultaneamente por grupos distintos. O grupo de Sakurai e colaboradores o
denominam de Orexina e o grupo de Mignot e colaboradores o descrevem
como Hipocretina-1.

De Lecea e colaboradores, no mesmo ano, identificaram a pré-
hipocretina usando a técnica da PCR. Estes pesquisadores notaram que, o
local da sintese da hipocretina no encéfalo, era o hipotalamo lateral com dois
peptideos homélogos: as Hipocretinas 1 e 2, tendo a Hipocretina-2 também
uma acao na regulacdo do apetite. Sakurai e colaboradores identificaram dois

receptores (Hcrtrl e Hcrtr2) no Sistema Nervoso Central (SNC), em que um, a
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gque se chamou de receptor de orexin-A (Sakurai et al.,, 1998), tinha 33
aminoacidos, e o0 outro, a que se chamou de receptor de orexin-B (Siegel et al.,
1999) tinha 28.

A localizacéo dos receptores no hipotadlamo lateral indica parecer haver
uma relacdo entre a modulacdo do apetite e a homeostase energética (Sakurai
et al., 1998). Na pesquisa realizada por Nishino e colaboradores, em 2000, a
Hipocretina-1, nos pacientes com narcolepsia com cataplexia, estava diminuida
no Liquor. A pequena populagédo de células (50.000 a 100.000) que produz a
Hipocretina no hipotdlamo lateral pode ser reduzida pela acdo fisica auto-
imunoldgica ou degenerativa, levando a perda da capacidade de producéo por
morte celular (Figura-1). Um estudo posterior, post-mortem, mostrou haver uma
perda celular das células produtoras da Hipocretina nos pacientes com
narcolepsia/cataplexia (Billiard, Seignalet, 1985; Boehme et al., 1984).

Figura 1: Hipocretina-1 no LCR nos narcolépticos e controles. Hipotadlamo

lateral com diminuicAo da populagcdo celular nos pac ientes com

narcolepsia.
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Adaptado de Peyron C et al. A mutation in a case of early onset narcolepsy and
a generalized absence of hypocretin peptides in human narcoleptic brains. Nat
Med 2000;6:991-997

1.6 Hipoteses fisiopatoldgicas para a narcolepsia

O mecanismo fisiopatoldgico da narcolepsia ainda é desconhecido,
embora tenham sido postuladas teorias como a degenerativa, a genética, a da

doenca associada ao sono REM, a ambiental e a imunoldgica (Nishino, 2007).

1 .6.1 Hip6tese degenerativa

A teoria degenerativa ganha forca junto a comunidade cientifica, uma
vez que ndo se consegue relacionar a doenca a uma outra descoberta
fisiopatoldgica. Acredita-se que com desenvolvimento da doencga, assim como
em outras doencgas do Sistema Nervoso Central, ha uma morte celular precoce
da populacao das células do hipotdlamo produtoras da Hipocretina (Dauvilliers,

2003).

1.6.2 Hipoétese genética

Ha uma tendéncia aumentada para o desenvolvimento da narcolepsia
entre os familiares dos pacientes que sofrem desta doenca, de 4,4% até aos
10%, dependendo da regido estudada, (Nishino, 2007). Esses familiares, em
relagédo ao restante da populacdo geral, possuem um risco de 10 a 40 vezes
maior de desenvolverem a narcolepsia (Mignot et al., 1994). Cada vez mais, na
literatura, se descreve a existéncia de padrdes de narcolepsia nos pacientes

mais jovens. Estes perfis podem se dever as mutacdes dos genes com doenca
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muito similar a observada, porém com padrdo mais grave e mais precoce

(Peyron et al., 2000).

1.6.3 Hipdtese relacionada ao sono REM

A similaridade da cataplexia observada nos pacientes com narcolepsia,
bem como a paralisia do sono e as alucinagfes hipnagdgicas com eventos do
sono REM, como a atonia e os sonhos, sugere que a narcolepsia é uma
doenca do sono REM. (Dement et al., 1973) Como hipotese, pode haver uma
disfuncdo do ciclo sono-vigilia que, durante o sono normal ou a vigilia, permite

a intrusao precoce do sono REM (Broughton et al., 1986).

1.6.4 Hipbtese ambiental

Alguns trabalhos com gémeos homozigoticos evidenciaram existir uma
concomitancia para o desenvolvimento da narcolepsia em apenas 40% deles
(Mignot et al., 1998), o que fortalece a hipotese da existéncia de outros fatores
associados ao genético. A teoria ambiental esta correlacionada com as outras
hipéteses, sendo o resultado de uma provavel interagdo de algum agente do
meio, microorganismo ou outro agente fisico ou quimico, que interage e destroi
a populacéo celular produtora da Hipocretina no Hipotalamo. Os fatores como o
trauma cranio-encefélico, as infeccbes virais e outros, podem ter uma co-

participacao na génese da doenca (Lankford et al., 1994; Orellana et al., 1994).

1.6.5 Hipd6tese imunolégica
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Algumas descobertas relacionadas a narcolepsia, como aumento da

incidéncia do alelo HLA-DQB1*0602 (Figura 2) e a diminuicdo da populagéo

das células hipocretinérgicas no hipotalamo, levam a supor que algum

mecanismo imunolégico pode estar

implicado no surgimento daquela

enfermidade (Coelho et al., 2007a Coelho et al., 2007b). Os resultados

positivos da aplicagdo da imunoglobulina, na fase inicial da doenca, em alguns

pacientes, assim como a melhora, mesmo que momentanea, pelo uso da

prednisona, contribui para a referida hipétese (Dauvilliers, 2003; Coelho et al.,

2007a e Coelho et al., 2007Db).

Figura 2: Cromossomo 6 com divisbes da representaca

histocompatibilidade no seu brago curto.
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Para o funcionamento do sistema imunolégico é necessaria uma perfeita
integracdo das substancias ou dos agentes a serem combatidos (antigenos),
assim como dos sinais de identificagcdo (anticorpos ou imunoglobulinas). Os
anticorpos produzidos pelo linfécito, seguido pela sua interagdo com o0s
antigenos, formam o chamado complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) (Abbas et
al., 2008).

O reconhecimento dos antigenos para formacédo do Ag-Ac depende do
grupo dos linfocitos T com variabilidade individual, sendo esta definida pela
transmissdo génica localizada no brago curto do cromossoma 6, cuja
expressdo € denominada de complexo de histocompatibilidade (CHC). O CHC
se expressa por glicoproteinas nas superficies das células do sistema de
defesa e do organismo, com a consequente funcdo de identificacdo do normal,
e quando acoplado a um antigeno define o estranho com a conseqlente
mobiliza¢édo do sistema imunoldgico (Abbas et al., 2008).

A variacdo de parte desse grupo de genes do CHC, que formam os
chamados alelos, pode modificar a expressao das glicoproteinas de superficie
das células de defesa, com o consequente direcionamento para a auto-
agressao (Peakman, Vergani, 1999).

As respostas imunolégicas podem se tornar patoldégicas em algumas
circunstancias, como nas reac¢fes do sistema imunoldgico contra as células e
os tecidos do préprio organismo, pelo mau reconhecimento dos antigenos.
Outro exemplo é a exacerbada reacdo do sistema imunolégico a um agente
microbiano, com a produgcdo em excesso de anticorpos e de complexos auto-

imunes. Estes podem se depositar em algumas partes do organismo, causando
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lesdo. Mais raras sdo as situagfes em que h&d uma resposta imunoldgica aos
antigenos ditos ambientais. Cerca de 20% da populagédo pode, com uma leséo
celular associada, desenvolver esta resposta aos agentes comuns e
inofensivos. Pode-se observar que existem dois tipos de mecanismos que nas
doencgas auto-imunes estdo intimamente relacionados: o celular e o humoral.
Ndo é possivel separar completamente os dois mecanismos, porém ha
doencas em que o predominio de cada um é mais expressivo (Abbas et al.,
2008).

As doencas em que predominam as respostas celulares,
especificamente causadas pelos linfécitos T, podem ocorrer por um
desequilibrio entre os linfécitos TCD4 e os TCD8. Ha uma grande influéncia
das citocinas que fazem a regulagédo desse mecanismo imunoldgico, resultando
no direcionamento para a agressao celular ou tecidual. Pode haver, ainda, uma
agressao direta dos linfécitos TCD8 as células infectadas por algum
microorganismo, como um virus, que resulta em morte celular (Peakman,
Vergani, 1999).

Um outro grupo das doencas auto-imunes é representado pelo ataque
dos anticorpos e pelo depdsito dos imunocomplexos. Neste caso, a
identificagdo sérica nos liquidos organicos ou nos tecidos dos anticorpos
documenta a acdo dos anticorpos contra as diversas partes do organismo. S&o
exemplos deste mecanismo, entre outros, as doengas como a miastenia gravis,
o diabete tipo I, a febre reumatica e a anemia perniciosa. O depdésito dos
imunocomplexos € outro tipo de doenga auto-imune em que a lesdo pode
acontecer longe de onde se iniciou a auto-agressao. Estes complexos sao

formados na circulagdo e acabam causando lesdo nas regides de alta
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circulagdo como as dos rins, das articulagdes, do sistema nervoso central, da
pele e outras. Pode-se citar como exemplos deste tipo de mecanismo o Lupus
Eritematoso Sistémico, a Poliarterite Nodosa, a Glomerulonefrite Poés-
Estreptococcica e a Doenca do Soro (Peakman, Vergani, 1999).

As reconhecidas alteracbes do padrdo genético da regido Il da
histocompatibilidade, como os alelos HLA-DQB1*0602 e HLA DR2, estéo
associadas as respostas imunologicas do tipo auto-agressao como, por
exemplo, no caso da esclerose multipla e da febre reumética. Existem varias
teorias sobre 0 mecanismo das doengas auto-imunes que direcionam para a
existéncia de mudancgas no perfil do funcionamento imunolégico, seja pelo
descontrole do mecanismo da homeostase por uma excessiva reatividade dos
linfocitos, seja pela perda da tolerancia natural aos antigenos, ou ainda pela
apresentacdo de antigenos levemente modificados apds uma infec¢ao viral ou
bacteriana (Abbas et al., 2008).

As alteracdes nas subpopulacdes dos linfocitos T e B foram descritas
nas doengas auto-imunes como a esclerose mdltipla, a artrite reumatoide e a
sindrome de Sharp. O entendimento da relagdo dos linfocitos T(CD4 e CD8), B
e Natural Killer com as moléculas de apresentacdo do antigeno do tipo HLA, é
de primordial importancia para a compreensdo da fisiopatologia destas
doencas (Abbas et al., 2008).

Os recentes trabalhos realizados na UNIFESP mostraram existir uma
diminuicdo das populacdes dos linfocitos TCD4 nos pacientes com narcolepsia
com cataplexia em relagdo aos sem cataplexia (Coelho et al. 2007a). A
diminuicdo do fator da necrose tumoral (TNF) também foi observada entre os

grupos de pacientes com narcolepsia sem cataplexia em relagdo aos com

32



cataplexia frequente (Coelho et al.,, 2006). Uma conclusdo semelhante em
relacdo as citocinas, ja havia sido mostrada, em 2003, por Overeem e
colaboradores.

Embora essas conclusdes tenham contribuido para o estudo da
fisiopatologia da narcolepsia, algumas criticas aos trabalhos podem ser feitas,
uma vez que, o pequeno numero de pacientes com narcolepsia e a divisdo dos
grupos pelas suas caracteristicas clinicas e pelos seus padrdes
eletrofisiolégicos sem uma dosagem da Hipocretina-1, podem prejudicar a
replicabilidade das conclusées.

O aumento do numero de pacientes com narcolepsia dos subgrupos
estudados e a divisdo segundo o nivel da Hipocretina-1 tornaria as conclusées
mais confiaveis. Assim, acredita-se que entre 0s grupos dos pacientes com
narcolepsia (nivel da Hipocretina-1 acima e abaixo dos 110 pg/ml) e os
controles, com documentadas auséncia de doencas do sono e de sonoléncia
excessiva diurna, a dosagem das diferentes populacdes dos linfocitos e das
citocinas, possa contribuir para o conhecimento das caracteristicas

imunolégicas dos referidos pacientes.
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2. Justificativa

A ndo caracterizacdo do exato mecanismo fisiopatologico da narcolepsia
€ um fator desafiador para todos os pesquisadores desta doenca. Os
marcadores genéticos do alelo do CHC, assim como a redugéo da Hipocretina-
1 pela perda celular do hipotdlamo lateral, desafiam uma confirmacéo da teoria
imunolégica. Os poucos trabalhos que na literatura estudam as provaveis
correlagbes imunoldgicas, e que foram realizados em poucos centros de
pesquisa, ndo abordaram os subgrupos de pacientes com narcolepsia e as
suas provaveis diferencas imunolégicas com presenca ou ndo da cataplexia, do
alelo HLA-DQB1*0602 e, finalmente, ndo estudaram nem compararam 0S
subgrupos dos pacientes com a Hipocretina-1 baixa e normal. Em face disto,
alguns pontos devem ser mais estudados na tentativa de melhor se

compreender a fisiopatologia da doenca.



3. Objetivos

3.1 — Objetivos Principais

3.1.1 - Quantificar as subpopula¢fes dos linfécitos Totais, CD2, CD3, T (CD4 e
CD8), B (CD19) e Natural Killer (CD56), nos pacientes com narcolepsia, nos
individuos sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602, e nos grupos com

a Hipocretina-1 menor e maior do que 110 pg/ml no liquido cefalorraquidiano.

3.1.2 - Quantificar os niveis séricos da IL-6, do TNF e do CD40L, nos pacientes
com narcolepsia, nos individuos sem e com a presenca do alelo HLA-
DQB1*0602, e nos grupos com a Hipocretina-1 menor e maior do que 110

pg/ml no liquido cefalorraquidiano.

3.2 — Objetivos secundarios

3.2.1 — Quantificar o indice de massa corpdrea de voluntarios e de pacientes
com narcolepsia.

3.2.2 — Quantificar ansiedade e depressao através de escalas de voluntarios e
de pacientes com narcolepsia.

3.2.3 — Descrever caracteristicas clinicas dos pacientes com narcolepsia.

3.2.4 — Descrever achados de PSG e TMLS de voluntarios e de pacientes com

narcolepsia.
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4 . Casuistica e Métodos

4.1. Comité de Etica

O estudo foi do tipo transversal que foi realizado entre novembro/2007 e
novembro/2008, apds a aprovacdo pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Sao Paulo - UNIFESP com o niumero 1802/07.

Todos os controles e pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2. Casuistica

4.2.1. Grupo controle

Critérios de inclusdo: voluntarios sadios, de ambos os géneros, com
idade entre os 25 e os 45 anos, nao familiares, provenientes do ambiente de
trabalho ou de estudo dos préprios pacientes, sem queixas de sono ou
sonoléncia excessiva diurna, e que aceitassem participar do estudo apds o seu
consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusdo: uso de élcool ou de drogas ilicitas, uso de
psicotrépicos, doenca conhecida do tipo auto-imune ou neoplésica ou AIDS,
outras doencas relacionadas ao sono ou & hipersonoléncia diurna evidenciadas

no seu histérico clinico ou, respectivamente, durante a realizagdo da
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Polissonografia (PSG) e do Teste das Mdltiplas Laténcias do Sono (TMLS), e

agueles que nao aceitaram assinar o consentimento livre e esclarecido.

4.2.2. Pacientes com narcolepsia

Critérios de inclusdo: pacientes com diagndstico de narcolepsia com e
sem cataplexia (American Academy of Sleep Medicine, 2005), em
acompanhamento e em tratamento regular (estimulamtes e antidepressivos
triciclicos ou duais ou de inibicdo de recaptagdo de serotonina) por mais de
seis meses no Ambulatério de Sonoléncia Excessiva da UNIFESP, de ambos
0s géneros, com idade entre os 25 e 0s 45 anos, que aceitassem participar do
estudo apo6s o0 seu consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusdo: uso de élcool ou de drogas ilicitas, uso de
psicotrépicos, doenca conhecida do tipo auto-imune ou neoplésica ou AIDS,
outras doencas relacionadas ao sono ou & hipersonoléncia diurna evidenciadas
no seu histérico clinico ou, respectivamente, durante a realizacdo da PSG e do
TMLS, pacientes com contra indicacdo para a coleta do liquido
cefalorraquidiano (discrasias sanguineas, processos expansivos intracranianos
e infecgdo cutanea no local da puncgéo), usando drogas imunossupressoras, e

gue ndo aceitaram assinar o consentimento livre e esclarecido.

4.3. Desenho experimental

Os participantes foram divididos nos grupos abaixo discriminados.

4.3.1. Grupo controle VS pacientes com narcolepsia
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Apds a analise inicial com uma avaliagdo clinica realizada por meio de
guestionarios, pela Polissonografia e pelo Teste das Multiplas Laténcias do
Sono, os participantes foram divididos em um grupo controle e um outro de

pacientes, tendo sido ambos submetidos a:

1 - Avaliacdo a respeito das queixas relacionadas ao sono incluindo as de
narcolepsia (presenca e frequéncia de sintomas como a cataplexia, a paralisia
do sono e as alucinagfes hipnagdgicas);
2 - Histérico de uso de medicagcbes que interferissem na contagem dos
linfécitos ou nos niveis séricos das citocinas;
3 - Quantificagéo da sonoléncia diurna (Escala de Sonoléncia de Epworth);
4 — Histérico familiar;
5- Polissonografia (PSG) e Teste das Multiplas Laténcias do Sono (TMLS);
8- Deteccao da presenca do alelo HLA-DQB1*0602;
9- Coleta de sangue venoso na veia periférica para a quantificacdo dos
linfécitos e do nivel sérico das citocinas.

Somente o grupo dos pacientes foi avaliado por meio da coleta do

liquido cefalorraquidiano e pela quantificacdo da Hipocretina-1

4.3.2. Pacientes com alelo HLA-DQB1*0602 ausente VS alelo HLA-DQB1*0602
presente

Apds a analise da presenca do alelo HLA-DQB1*0602, os voluntérios
sadios e pacientes foram agrupados nos grupos alelo HLA-DQB1*0602

ausente e alelo HLA-DQB1*0602 presente.
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4.3.3. Pacientes com Hipocretina-1 < 110 pg/ml VS Pacientes com Hipocretina-
1>110 pg/mi

Apds a analise da Hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano dos
pacientes com narcolepsia, eles foram divididos considerando se o seu nivel da
Hipocretina-1 era menor ou maior do que 110 pg/ml.

Desenho do estudo:

E Voluntarios j [ Pacientes ]

Avaliacéo clinica

Escaka de Sonoléncia de Epworth

Escalas de IDATE e BECK

Polissonografia completa

Teste das multiplas laténcias do sono

Presenca de HLADQ B 1 0602

Coletade sangue periférico aparadosagem de linfécitos e citocinas

A 4 v
€ Voluntarios ) [ P acientes ]
A A

Andlise dos dados
Divisdo em subgrupos

Coleta de Liquido Céfalorraquidiano
D osagem de Hipocretina-1

v

Andlise dos dados
Divisdo em subgrupos
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4.4. Descricao dos protocolos experimentais

4.4.1. Ficha clinica
Na noite que antecedeu a PSG, todos os participantes foram avaliados
clinicamente durante uma consulta médica, por meio de uma anamnese

dirigida e de um exame fisico (ANEXO 1).

4.4.2. Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE)

A Escala de Sonoléncia de Epworth avalia oito situacdes do cotidiano
gue requerem desde pouca atencdo a um elevado grau de atencéo, as quais
sdo pontuadas como 0, 1, 2 e 3, que correspondem, respectivamente, a
nenhuma, pequena, moderada e grande possibilidade de adormecer. Os
valores acima ou iguais a dez sédo considerados como sendo de sonoléncia

excessiva (Johns, 1991, ANEXO 2).

4.4.3. Inventério de depressao de Beck (“Depression Inventory”, BDI)

A escala original consiste de vinte e um itens, incluindo os sintomas e as
atitudes, cuja intensidade varia de 0 a 3 (Beck et al.,, 1988); Gorenstein,
Andrade, 1996). Os itens referem-se a tristeza, ao pessimismo, a sensa¢ao de
fracasso, a falta de satisfacdo, as sensacbes de culpa e de punicdo, a
depreciacdo, as auto-acusacfes, as idéias suicidas, as crises de choro, a
irritabilidade, a retracdo social, a indeciséo, a distor¢do da imagem corporal, a

inibicdo para o trabalho, ao distirbio do sono, a fadiga, as perdas de apetite e
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de peso, a preocupacdo somatica e a diminuicdo da libido (Beck et al., 1988).
De acordo com Beck e colaboradores (1988), a escolha do ponto de corte
adequado depende da natureza da amostra e dos objetivos do estudo. No
Brasil, os valores indicativos de depressao minima (disforia) sdo maiores do
gue 10 (Gorenstein, Andrade 1996). Somente foram utilizados nesta analise os
controles e 0s pacientes que preencheram os questionarios no momento da

Polissonografia. (ANEXO 3).

4.4 .4 Inventario da Ansiedade Traco-Estado: IDATE

O inventadrio da Ansiedade Traco-Estado €, provavelmente, o
instrumento mais utilizado para medir a ansiedade nas pesquisas sobre o tema.
Desenvolvido por Spielberger em 1970, ele foi traduzido e adaptado para o
Brasil por Biaggio em 1977. O IDATE € uma escala de auto-relato que depende
da reflexdo consciente do sujeito no processo da avaliacdo do seu estado de
ansiedade, assim como das caracteristicas da sua personalidade. Assim, a
escala mede os dois elementos que compdem a ansiedade: a Ansiedade-
Estado, que se refere a um estado emocional transitério caracterizado por
sentimentos subjetivos de tensdo e que podem variar de intensidade de acordo
com o contexto; e a Ansiedade-Traco, que se refere as diferencas individuais
relativamente estaveis na tendéncia a reagir a situagfes percebidas como
ameacadoras, com elevagdes na intensidade do estado de ansiedade. O teste
consta de uma escala de traco de ansiedade com 20 itens, em que 0S sujeitos
descrevem como geralmente se sentem. A escala de estado ansiedade do

IDATE consiste também de 20 afirmagdes, impressas em um caderno

separado, em que 0s sujeitos sao instruidos a indicar como se sentem naquele
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determinado momento. Somente foram utilizados nesta andlise os controles e
0S pacientes que preencheram 0s questionarios no momento da

Polissonografia. (ANEXO 4).

4.4.5 indice da Massa Corpérea (IMC)

O IMC foi obtido ap6s a pesagem e a afericdo da altura do participante
ao acordar, depois de ele ter ido ao banheiro e antes do café da manha, na
mesma balanga Filizzola® localizada no andar onde foi realizada a

Polissonografia e o TMLS.

4.4.6. Polissonografia (PSG) e Teste das Mdltiplas Laténcias do Sono (TMLS)
4.4.6.1. Exame de Polissonografia

Inicialmente foram realizadas PSG de uma noite inteira. O aparelho de
PSG consistiu de um sistema computadorizado “Alice 3”, composto por uma
unidade central de processamento central, um amplificador acoplado aos
periféricos (eletrodos de superficie e transdutores) que foram ligados ao
paciente e interligados por cabos. Um computador foi utilizado para o
processamento dos dados, a coleta, a andlise e a compilacdo das informacdes
necessarias para um estudo polissonografico. Foram utilizadas quatro
derivacOes para a eletroencefalografia (EEG): C3-A2, C4-Al, O2-Al, O1-A2),
dois canais para a eletromiografia submentoniana e tibial (EMG), dois canais
para o eletrooculograma direito e esquerdo (EOG), e um canal para o
eletrocardiograma (ECG). O fluxo aéreo foi monitorado por meio de uma canula
nasal com a mensuracao do fluxo por transdutor de pressao, e monitorizagéo

do fluxo bucal por meio de um sensor térmico. Dois canais com sensores do
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tipo piezelétrico respiratério foram utilizados para o registro dos movimentos
tordcicos e abdominais. Um sensor da posicdo corpOrea para o registro do
decubito foi usado, assim como o sensor infravermelho do oximetro de pulso
Nellcor® para o registro da saturacdo da oxi-hemoglobina, o qual foi acoplado a
uma das falanges distais do paciente. Também se utilizou um microfone para
registrar o ronco.

A PSG foi realizada a noite, em um quarto escuro e silencioso,
especialmente designado para esse procedimento. Os pacientes foram
orientados a chegarem ao laboratério cerca de duas horas antes do seu horério
habitual de sono, para realizarem o0 reconhecimento do espaco e se
prepararem para dormir. A seguir foi feita a montagem da PSG, tendo o exame,
sido iniciado entre as 22 h e Oh (dependendo do horario habitual de cada
voluntario e de cada paciente) e terminado as 6 h.

Para o estagiamento do sono foram utilizados os critérios indicados por
Rechtschafen & Kales (1968). Os eventos respiratérios foram avaliados
segundo os critérios internacionais da forca tarefa da Academia Americana de
Medicina do Sono (American Academy of Sleep Medicine, 1999). Assim, 0s
episédios foram caracterizados inicialmente como sendo apnéia quando
ocorreu a cessacao completa do fluxo aéreo, ou como sendo hipopnéia quando
houve uma reducéo superior a 50% do basal da amplitude da medida validada
para a respiracdo. Caso esta reducéo parcial da respiragao nao fosse superior
a 50%, ela deveria estar associada a uma dessaturacdo da oxi-hemoglobina
maior do que 3% ou a um despertar. Além disso, para caracterizar esses
eventos, estabeleceu-se que deveriam ter duracdo equivalente ou superior a

dez segundos. Os despertares e 0os movimentos periédicos de membros
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inferiores foram descritos segundo os critérios adotados internacionalmente
(American Sleep Disorders Association, 1992; American Sleep Disorders
Association, 1993).

Considerando os dados polissonogréaficos, os parametros avaliados
foram:
1-Laténcia para 0 Sono em minutos ;
2-Laténcia para o REM em minutos;
3-Tempo Total de Registro em minutos (TTR);
4-Tempo Total de Sono em minutos (TTS);
5-Eficiéncia do Sono em porcentagem;
6-Estagios do Sono (0,1,2,3,4 e REM) calculados em percentagem do TTS;
7-Numero de microdespertares por hora de sono;
8-Eventos Respiratorios (Apnéias e Hipopnéias) por hora de sono
denominados de indices de apnéia e de hipopnéia (IAH).

9-Saturacdo minima da oxi-hemoglobina em percentagem (SpO2 minima)

4.4.6.2. Teste das Mdltiplas Laténcias do Sono (TMLS)

Sempre na manha seguinte a PSG, o paciente era acordado as 06
horas, sendo retirados todos os eletrodos da noite anterior exceto os do EEG,
do EOG e da EMG. O horario do final da PSG e a manuten¢éo dos eletrodos
fazem parte da rotina do servico.

Durante o dia, com intervalos de 2 horas, o paciente era posicionado em
um quarto escuro, deitado e orientado para tentar dormir, realizando-se um
registro de 20 minutos ap6s o inicio do cochilo em cada uma das cinco

ocasioes.



O objetivo deste teste foi o de quantificar e de realizar a média das
laténcias do sono durante os cinco registros e o de avaliar a presen¢a do sono
REM.

Foi considerado como sendo um indicio de diagndstico da narcolepsia a
existéncia de dois ou mais SOREM (inicio do sono em REM) durante os cincos
cochilos. Se a média das laténcias do sono for menor do que 10 minutos
significa que ha sonoléncia diurna, se for menor do que 5 que ha sonoléncia

excessiva diurna (Carskadon et. al., 1986).

4.4.7. Exames Laboratoriais

Pela manha e em jejum, logo apds a PSG e antes da primeira laténcia
do TMLS, em todos os pacientes e voluntarios foram colhidas amostras de
sangue por meio de uma puncdo da veia periférica. Nao foi utilizado nos
voluntarios ou nos pacientes com narcolepsia qualquer produto quimico para
facilitar a retirada dos eletrodos para evitar que, pelo contato ou pelo odor das
substancias, esses desenvolvessem alergias ou reagoes.

Nessa ocasido foi realizada a anamnese de cada participante para se

descartar a existéncia de um quadro infeccioso vigente.

4.4.7.1. Pesquisa do alelo HLA-DQB1* 0602

A presenca do alelo HLA-DQB1* 0602, que se realizou no Laboratorio
de Genética do Instituto do Sono - UNIFESP, foi determinada pela extracdo do
DNA gendmico extraido das células brancas do sangue, amplificando-se a
regido onde se encontra o alelo HLA-DQB1* 0602, pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), usando-se 0s primers DQBF (5'-
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CCCGCAGAGGATTTCGTGTT - 3') e DQBR (5'- AACTCCGCCCGGGTCCC -
3'). Estes primers amplificam o alelo HLA-DQB1* 0602, e também os raros
alelos DQB1*0610, DQB1*0613 e DQB1*0614, como um produto dos 218
pares da base. Como um controle interno para certificagdo da amplificacéo
foram utilizados na mesma reacdo do PCR os primers EX3f (5'-
TGCCAAGTGGAGCACCCAA - 3') EX3r (5- GCATCTTGCTCTGTGCAGAT -
3'), os quais amplificam somente o exon 3 do gene DRBI. Para o PCR foram

usados 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 63°C por 30 seg e 72°C por 60 seg.

4.4.7.2 Linfécitos CD2, CD3, CD4, CD8, CD19 e CD56

O equipamento utilizado foi o Citbmetro de Fluxo — Beckman Coulter
Epics XI-MCL. Aos 50 ul de sangue periférico foram adicionados o0s
marcadores de superficie (todos os fluorocromos sdo monoclonais e da marca
Beckman Coulter: CD3- Pc5 e CD3FITC; CD4-Rd1; CD8 — ECD; CD45-FITC e
CD45Pc5; CD19FITC e CD2Rd1). Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 15 minutos, apds o qual foram adicionados 500ul de solucdo de
lise, tendo sido toda a solu¢do incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, as células foram transferidas para o tubo do FACS. A andlise do
Gate foi no linfécito se utilizando CD45 x SSC. Foram utilizados como
compensacdo os linfocitos periféricos. O numero de eventos foi de 5000 em
cada Gate. Os resultados liberados foram em CD3+/CD4+; CD3+/CD8+; CD3-

/CD56+CD16+; e consideramos a % que sao CD3 negativo.

4.4.7.3 Quantificagao pelo ELISA do TNF, da IL-6 e do CD40L
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A placa de 96 pocos foi coberta com 50 ul de anticorpo primério (4ug/ml-
RD Systems) diluido em um tampéo fosfato (PBS) por 18 horas a 4°C, tendo a
mesma sido lavada por 3 vezes com PBS Tween 0,05%. Em seguida, por 1
hora a temperatura ambiente, foram acrescentados 200 pul/poco de PBS/BSA
1% para o bloqueio dos sitios desocupados. Apds a incubacéo as placas foram
novamente lavadas. As amostras e as citocinas recombinantes, em diluicdes
de concentragcdes conhecidas, foram colocadas na placa em 100ul/poco e
incubadas por 2 horas a 37°C. Apos a lavagem das placas, 50 ul de anticorpo
de deteccao biotinilado para cada mediador inflamatorio (4ug/ml— RD Systems)
foram acrescentados por 1 hora a 37°C. Apds a lavagem e por 30 minutos a
temperatura ambiente, as placas foram incubadas com um conjugado de
streptoavidina peroxidase diluida em PBS 1:200 (50ul). As placas foram
lavadas e incubadas com uma solugcéo de tetrametilbenzidina (TMB — RD
Systems) durante tempo suficiente para a ocorréncia da reacdo. O bloqueio da
reacao ocorreu com o acréscimo de 25 ml/poco de acido sulfurico 2N.

A densidade Optica das amostras foi determinada em um leitor de ELISA

(Genius Plus — TECAN) com um filtro de 450nm.

4.4.8 Coleta do liquido cefalorraquidiano e dosagem da Hipocretina-1
4.4.8.1 Coleta do liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano (LCR) foi colhido por meio de uma puncao
entre a terceira e quarta vértebra lombar, ou entre a quarta e quinta, com o
paciente em decubito lateral direito com assepsia local e sem anestesia. Foram

tomadas todas as precaucdes de posicionamento e de assepsia. As amostras
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foram colhidas em 2 tubos estéreis, marcados 1 e 2, pela ordem em que foram
obtidas. O tubo 1 foi usado para analises e 0 2 congelado logo apds a coleta a
—80° Celsius.

A coleta foi realizada tendo o Liquor sido analisado por médicos que
trabalham no Laboratério do Hospital Israelita Albert Einstein, os quais séo

especialistas em Liquido Cefalorraquidiano.

4.4.8.2 Dosagem da Hipocretina-1

A dosagem da Hipocretina-1 no LCR foi realizada por meio da técnica de
Radioimuno -ensaio (RIE), pelo grupo do laboratério de sono da Universidade
de Stanford - Palo Alto (EUA), tendo sido utilizado o kit comercial para a
dosagem da Hipocretina-1 da Phoenix Pharmaceuticals Inc., lido num contador

de cintilagdes beta 36.

4.5. Andlise Estatistica

Os dados analisados foram expressos em média e desvio-padrdo ou em
mediana e quartis.

A distribuicdo das variaveis quanto ao padrdo de normalidade ou nao foi
realizada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. A apresentacdo dos dados, a
partir dessa analise, foi expressa em média e desvio padrdo, ou mediana e
guartis se necessario.

A comparagdo entre os grupos foi feita para variaveis numéricas com o
teste t de Student para amostras independentes ou Mann-Whitney se
apropriado. Para as variaveis qualitativas foi utilizado o teste do Qui-quadrado

e Fisher se necessario (Rosner et al., 1994).
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A significancia estatistica atribuida foi de p <0,05.

5. Resultados

5.1 Controles vs Pacientes com narcolepsia

Dos 28 voluntarios escolhidos para o estudo somente 24 participaram.
Dos quatro que nao fizeram parte do estudo, o primeiro ndo realizou a PSG e o
TLMS; o segundo confirmou ter Tireoidite de Hashimoto; o terceiro disse tomar
prednisona para uma glomerulonefrite; e o ultimo informou tomar um anti-
histaminico para alergia aguda.

Dos 36 pacientes com narcolepsia convidados para participar do
trabalho, somente 21 pacientes foram selecionados, pois 13 estavam fora da
faixa etaria dos 25 aos 45 anos e dois desistiram da participa¢do do estudo no
dia da coleta do liquido cefalorraquidiano.

Os grupos dos voluntarios e 0os pacientes com narcolepsia eram similares na
idade, no sexo, na escolaridade e na presenca de hipertenséo arterial e de
diabete melito. O IMC do grupo dos controles foi menor do que o dos pacientes

(Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas dos controles e dos pacie

Variavel Controles
N=24
Idade (anos) 32,7+1,3

Escolaridade 1° grau- 1 (4%)

2° grau- 8 (33,5%)
3° grau- 11 (46%)
PG- 4 (16,5%)
Comorbidades Ausente20 (83%)

Presente 4 (17%)
Sexo Masculino 11

IMC 25,2+0,6

Pacientes com narcolepsia
N=21
33,1+14
1° grau- 4 (19%)
2° grau- 6 (28,6%)
3° grau- 10 (47,6%)
PG- 1 (4,8%)
Ausente 16 (76%)
Presente 5 (24%)
10

27,4+0,8

5.1.1 Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE)

ntes com narcolepsia.

0,22

0,28

0,36

0,78

0,04

A média das ESE foi maior nos pacientes com narcolepsia (17,7 = 0,7);

do que no grupo controle (7,7 £0,7) p<0,0001.
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5.1.2 Escalas de Idate e Beck

A comparagéo das escalas de Idate e Beck entre os controles e os pacientes
com narcolepsia esta na Tabela 2, demonstrando resultados maiores do Idate

Trago e Beck nos pacientes.

Tabela 2: Comparacédo dos resultados da escala de Id  ate (Trago e Estado)

e Beck entre os controles e os pacientes com narcol epsia

Controles Pacientes com
Variavel p
(24) narcolepsia (14)
Idate Estado 37882 42,7 +8,3 0,1
Idate Trago 369+7,4 48,3 +6,8 <0,001
Beck 49+24 15,3 +10,3 0,02

5.1.3 Polissonografia e Teste das Mudltiplas Laténcias do Sono

(TMLS)

A laténcia para o inicio do sono, assim como, a média das laténcias do
TLMS foram menores no grupo dos pacientes com narcolepsia, e a quantidade

do SOREM maior nos com a narcolepsia (Tabela3).
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Tabela 3: Resultados da Polissonografia e do Teste

Laténcias do sono nos controles e nos pacientes com

Variavel

Eficiéncia do sono
Laténcia do sono (minutos)
Laténcia REM (minutos)
El

E2

SOL

REM

IAH

Laténcia TMLS (minutos)

SOREM

Controles (24)

78,8+1,8

458 +5,0

104,2 £10,7

40+04

575+17

19,0+1,7

195+0,9

25+11

11,6+1,0

0,1 +0,07

narcolepsia
Pacientes com

narcolepsia (21)

80,9 +3,2

17,2+55

121,2+18

54=+1

59,3+1,6

166 £1,3

193+1

3,7+0,9

5,7+0,6

2,7%+0,2

das Multiplas

0,56

<0,001

0,40

0,18

0,46

0,29

0,89

0,45

<0,01

<0,01

E1- Estagio 1 do sono; E2 - Estagio 2 do sono , SOL - Estagios 3 e 4 do sono, REM — Estagio 5

do sono ; IAH — indice da apnéia e da hipopnéia ; TMLS — Teste das Mdltiplas Laténcias do

Sono ; SOREM - Inicio do sono em REM durante um cochilo de 20 minutos.

5.1.4 Pesquisa do alelo HLA-DQB1*0602

O grupo dos voluntarios apresentou menor prevaléncia do alelo HLA-

DQB1*0602 (10) (41,67%) do que o com a narcolepsia (19) (90,47%); p<0,001.
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5.1.5 Dosagem dos Linfocitos no sangue periférico

Nos pacientes com narcolepsia as quantidades dos linfocitos totais;

CD2; CD3 e TCD4 foram menores do que as dos controles (Tabela 4).

Tabela 4: Comparagdo das quantidades dos linfocitos no sangue
periférico entre os controles e 0s pacientes com na rcolepsia

Variavel Controles (24) Narcolépticos (21) p
LinfOcitos Totais 2446,0 £123,2 20004 + 513,7 0,01*
Linfocitos CD2 2028,0 £106,5 1612,1 + 431,6 0,006*
Linfocitos CD3 1892,0 £102,1 1485,4 + 425,8 0,005*
Linfocitos TCD4 1238,0 +£85,9 9450+ 247,1 0,007*
Linf6citos TCD8 556,0 + 31,0 462,7 £ 221,6 0,10
Linfocitos CD19 312,11 +24,3 2959+ 116,8 0,65
Linfocitos CD 56 207,4 £23,8 188,7 £ 20,9 0,58
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5.1.6 Niveis do TNF no sangue periférico
N&o houve diferenca dos niveis séricos do TNF entre o grupo dos

voluntarios e o dos pacientes com narcolepsia (Figura 3).

Figura 3. Comparacdo dos niveis do TNF no sangue pe riférico entre os

controles e os pacientes com narcolepsia.

10.04

TNF pg/ml

5.0
— ==

2.5

0.0
Controles Pacientes

p=0,12

5.1.7 Niveis da IL-6 no sangue periférico
N&o houve diferenca nos niveis séricos da IL-6 entre o grupo dos

controles e o dos pacientes com narcolepsia (Figura 4).

Figura 4. Comparacdo dos niveis da IL-6 no sangue p eriférico entre os

controles e os pacientes com narcolepsia.



5.1.8 Niveis do CD40L no sangue periférico

Foram maiores o0s niveis séricos do CD40L sérico no grupo dos

controles do que no dos pacientes com narcolepsia (Figura 5).

Figura 5. Comparacgéo dos niveis do CD40L no sangue  periférico entre os

controles e os pacientes com narcolepsia.

5.2 Alelo HLA-DQB1*0602 ausente vs Alelo HLA-DQB1*0602

presente
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Os grupos dos individuos (incluindo os controles e os pacientes) sem e

com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 foram comparados quanto a idade,

ao sexo, ao IMC, a escolaridade e a presenca das comorbidades.

Tabela 5. Caracteristicas dos individuos sem e com

HLA-DQB1*0602.
Variavel Auséncia do alelo
HLA-DQB1*0602
(14- voluntérios e
2- pacientes)
Idade (anos) 312+1,2
Escolaridade 1° grau- 0 (0%)
2° grau- 4 (25%)
3°grau 11 (68,7%)
PG 1 (6,3%)
Comorbidades

Ausente 12 (75%)

Presente 4 (25%)
Sexo Masculino 7

IMC 254 +0,7

Presenca do alelo
HLA-DQB1*0602
(10- voluntérios e

19- pacientes)
33,7+1.3
1° grau- 5 (17%)
2° grau- 10 (34%)
3°grau 11 (38%)
PG 3 (11%)
Ausente 24 (82,7%)
Presente 5 (17,3%)
16

26,7+0,7

5.2.1 Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE)

a presenca do

alelo

0,22

0,4

0,4

0,5

0,27
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A média das ESE foi maior nos individuos com a presen¢a do alelo HLA-
DQB1*0602 (14,2 £ 1,1) do que nos com a auséncia do mesmo alelo (9,1 *

1,1); p=0,006.

5.2.2 Escalas de Idate e Beck

Os resultados das escalas de Beck e Idate sdo mostrados na Tabela 6, ndo

demonstrando diferencgas entre 0s grupos quanto a presencga ou nao do alelo.

Tabela 6: Comparacdo dos resultados das escalas de Idate e de Beck

entre os individuos sem e com a presengcado aleloH LA-DQB1*0602

Variavel Auséncia do alelo HLA- Presenca do alelo HLA- p
DQB1*0602 (17) DQB1*0602 (11)
Idate Estado 37,0+8,8 42,4 £8,4 0,11
Idate Traco 37,0+8,1 46,2 +8,0 0,07
Beck 51422 13,3+£10,3 0,05

5.2.3 Polissonografia e Teste das Mudltiplas Laténcias do Sono

(TMLS)

A média das laténcias do sono no TMLS dos pacientes com a presenca
do alelo HLA-DQB1*0602 foi menor e a quantidade do SOREM foi maior no

grupo com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados da Polissonografia e do Teste

Laténcias do Sono dos individuos sem e com a presen

DQB1*0602.

Variavel

Eficiéncia do sono
Laténcia do sono (minutos)
Laténcia REM (minutos)
El

E2

SOL

REM

IAH

Laténcia TMLS (minutos)

SOREM

Auséncia do alelo
HLA-DQB1*0602 (16)
76,1+ 2,2
420+7,4
129,0 £ 13,5
5,0+0,6
544+19
20,1 +2,0
205+1,0
40+1,6
11,0+1,3

0,3%+0,1

Presenca do alelo
HLA-DQB1*0602 (29)
81,7+2,.3
27,0+£5,0
103,0 + 13,6
45+0,7
60,5+1,3
16,6 +1,2
18,9+0,9
2,6+0,7
7,6+0,8

1,9+£0,3

das Multiplas

¢a do alelo HLA-

p

0,1

0,1

0,2

0,6

0,01

0,1

0,2

0,3

0,03

0,001

E1- Estagio 1 do sono; E2 - Estagio 2 do sono , SOL - Estagios 3 e 4 do sono, REM — Estagio 5

do sono ; IAH — indice da apnéia e da hipopnéia ; TMLS — Teste das Mdltiplas Laténcias do

Sono ; SOREM - Estagio 5 do sono durante um cochilo de 20 minutos.
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5.2.4 Dosagem dos Linfocitos no sangue periférico

N&o houve diferenca entre o grupo sem e com a presenca do alelo HLA-

DQB1*0602 na quantidade dos linfécitos Totais;, CD2; CD3; TCD4; TCDS;

CD19 e CD56 (Tabela 8).

Tabela 8: Comparagdo das quantidades dos linfocitos no sangue
periférico entre os pacientes e os controles sem e com a presenca do
alelo HLA-DQB1*0602.

Variavel Auséncia do alelo Presenca do alelo p

HLA-DQB1*0602 (16) HLA-DQB1*0602 (29)

Linfécitos Totais

Linfécitos CD2

Linfécitos CD3

Linfécitos TCD4

Linfécitos TCD8

Linfécitos CD19

Linfocitos CD56

2326,0 +157,5

1929,0 £141,5

1805,0 +135,8

1154,0 £107,1

558,6 +42,8

288,5+245

194,6 £32,1

2189,0 +109,5 0,4
1781,0£92,1 0,3
1645,0 £ 89,7 0,3
1072,0 £65,0 0,4
487,0+ 37,0 0,2
313,4+£23,5 0,5
2016 +17,6 0,8
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5.2.5 Niveis do TNF no sangue periférico
N&o houve diferenca entre o nivel do TNF no sangue periférico entre os

individuos sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 (Figura 6).

Figura 6. Comparacdo dos niveis do TNF no sangue pe riférico entre os
pacientes e 0s controles sem e com a presengcado al elo HLA-DQB1*0602.

10.04

7.5+

£
i)
= 50
n —
= - —|—

2.5

0.0

HLA - HLA +
p=0,53

5.2.6 Niveis da IL-6 no sangue periférico
N&o houve diferenca entre o nivel da IL-6 no sangue periférico entre os

individuos sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 (Figura 7).

Figura 7. Comparacdo dos niveis da IL-6 no sangue p eriférico entre os

pacientes e 0s controles sem e com a presengcado al elo HLA-DQB1*0602.
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5.2.7 Niveis do CD40L no sangue periférico

N&o houve diferenca entre o nivel do CD40L no sangue periférico entre

os individuos sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 (Figura 8).

Figura 8. Comparacdo dos niveis do TNF no sangue pe riférico entre os

pacientes e 0s controles sem e com a presengcado al elo HLA-DQB1*0602.

0.307
0.25+
0.20+

0.15+

CDA40L ng/ml

0.10+

0.05+ A

AA

0.00
HLA - HLA +

5.3 Pacientes com a Hipocretina-1 < 110 pg/ml vs pacientes com a

Hipocretina-1 > 110 pg/ml
Os pacientes com narcolepsia tiveram os seus niveis de Hipocretina-1

dosados no LCR, com uma variacdo de ndo detectavel (<40 pg/ml) até 669
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pg/ml com média de 353,3 pg/ml, tendo sido divididos em dois grupos conforme
o0 seu nivel de Hipocretina-1no LCR estivesse acima ou abaixo dos 110 pg/ml.
Nos pacientes com o nivel da Hipocretina-1 no LCR abaixo dos 110
pg/ml predominaram os do sexo masculino (p=0,01). O IMC foi maior nos com
a Hipocretina-1 < 110 pg/ml do que no grupo dos com a narcolepsia e a

Hipocretina-1 > 110 pg/ml (Tabela 9).

Tabela 9: Caracteristicas dos individuos com a Hipo

cretina-1 < 110 pg/mli

e > 110 pg/ml
Variavel Hipocretina < 110 Hipocretina > 110 pg/ml p
pg/ml (11) (20)
Idade (anos) 34,3+2 31,8+2,1 0,38
Escolaridade 1° grau- 3 (27,6%) 1° grau- 1 (10%)
2° grau- 4 (36,2%) 2° grau- 2 (20%)
3° grau 4 (36,2%) 3° grau 6 (60%) 0,09
PG 0 (0%) PG 1 (10%)
Comorbidades Ausente 12 (75%) Ausente 24 (82,7%) 0,9
Presente 4 (25%) Presente 5 (17,3%)
Sexo Masculino 8 3 0,01
IMC 294 £1.2 25,1+0,6 0,007

5.3.1 Comparacao da Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE)

N&o houve diferenca de valores na Escala de Sonoléncia de Epworth

entre os pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml (16,6 +0,8) e

> 110 pg/ml (18,9 £0,9); p=0,09.
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5.3.2 Escalas de Idate e Beck

A comparacdo dos resultados das escalas de Idate (traco e estado)
entre 0s pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml e > 110
pg/ml estdo na Tabela 10, demonstrando valores maiores nos resultados do

Idate Estado e Trago e do Beck nos pacientes com Hipocretina-1 > 110 pg/ml.

Tabela 10: Comparacédo dos resultados das escalas de Idate (Traco e

Estado) entre os pacientes com narcolepsia e a Hipo  cretina-1 < 110 e >

110 pg/ml.

Variavel Hipocretina-1 Hipocretina-1 p
<110 pg/ml (8) > 110 pg/ml (6)

Idate Estado 38,2+6,1 48,6 £6,1 0,01

Idate traco 43,6 +4,5 546 +45 0,001

Beck 11,5+9,6 20,5+8,6 0,01

5.3.3 Polissonografia e Teste das Mudltiplas Laténcias do Sono
(TMLS)

As médias do TLMS nos pacientes com a Hipocretina-1 < 110 pg/ml
foram menores do que nos com a Hipocretina-1 > 110 pg/ml. Assim como
também foram maiores os numeros do SOREM do TMLS no grupo dos
pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml do que nos com a

narcolepsia e a Hipocretina-1 >110 pg/ml <0, 001 (Tabela 11).
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Tabela 11: Comparacdo das meédias das laténcias e da guantidade do

SOREM entre os pacientes com narcolepsia e a Hipocr  etina-1 < 110 pg/ml

e > 110 pg/ml.

Variavel Hipocretina-1 Hipocretina-1
<110 pg/ml (11) >110 pg/ml (10)

Média das laténcias (min.) 1,71 3,3t1,4

SOREM

2 0 (0%) 6 (60%)

3 1 (9,9%) 1 (10%)

4 7 (63,64% 0 (0%)

5 3 (27,27%) 3 (30%)

5.3.4 Pesquisa do alelo HLA-DQB1*0602
N&o houve diferenca na prevaléncia do alelo HLA-DQB1*0602 entre o
grupo dos pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml (100%) e

0s com a Hipocretina-1 > 110 pg/ml (80%) (p=0,21).

0, 009

<0, 001



5.3.5 Sinais e sintomas dos pacientes com narcolepsia e a

Hipocretina-1 < 110 pg/ml e > 110 pg/ml.

N&o houve diferencas na prevaléncia da cataplexia, das alucinagdes
hipnagdgicas e da paralisia do sono, entre 0s pacientes com narcolepsia e a
Hipocretina-1 < 110 pg/ml e os com a narcolepsia e a Hipocretina-1 > 110
pg/ml (Tabela 12).

Tabela 12: Comparagéo dos sinais e dos sintomas ent  re 0s pacientes com

narcolepsia e a Hipocretina-1 <110 pg/mle > 110 p g/ml.

Variavel Hipocretina-1 Hipocretina-1 p
<110 pg/ml (11) >110 pg/ml (10)

Cataplexia (9) 81,82% (5) 50% 0,18

Alucinagdes hipnagodgicas (9) 81,82% (5) 50% 0,18

Paralisia do Sono (9) 81,82% (8) 80% 1

5.3.6 Dosagem dos Linfocitos no sangue periférico

Nao houve diferenca na quantidade dos linfocitos entre os pacientes
com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml e os com a narcolepsia e a

Hipocretina-1 > 110 pg/ml (Tabela 13).
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Tabela 13: Comparacdo das quantidades dos linfocito s no sangue
periférico entre os pacientes com narcolepsia e a H  ipocretina-1 < 110
pg/ml e > 110 pg/ml.

Variavel Hipocretina-1

Hipocretina-1 >

<110 pg/ml (11) 110 pg/ml (10)

Linfécitos Totais

Linfécitos CD2

Linfécitos CD3

Linfécitos TCD4

Linfécitos TCD8

Linfécitos CD19

Linfécitos CD56

5.3.7 Niveis de TNF no sangue periférico

1921,5+471,7
1562,9 £444,3
1417,5+£424,2
917,3 £251
429,3+221,1
278,3+73,7

200,0 £28,0

2087,1 +568,6
1666,2 +433,9
1560,2 £437,1
975,4 £252,5
499,4 + 2279
315,3 +153,3

178,3+32,4

0,4
0,5
0,4
0,6
0,4
0,4

0,6

N&o houve diferenca no nivel do TNF entre o grupo dos pacientes com

narcolepsia e Hipocretina-1 < 110 pg/ml e os com Hipocretina-1 > 110 pg/mi

(Figura 9).
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Figura 9. Comparacdo dos niveis do TNF no sangue pe riférico entre os
pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 <110p g/mle > 110 pg/ml.

7.57

5.01

TNF pg/ml

Hipocretina-1 < 110 Hipocretina-1 >110
p=0,91

5.3.8 Niveis da IL-6 no sangue periférico
Houve uma tendéncia dos niveis séricos da IL-6 serem maiores no grupo
dos pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml do que dos
pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 > 110 pg/ml (Figura 10).
Figura 10. Comparacéo dos niveis da IL-6 no sangue  periférico entre os
pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 <110p g/mle > 110 pg/ml.

207

==

Hipocretina-1 < 110 Hipocretina-1 >110
p=0,064

5.3.9 Niveis do CD40L sérico no sangue periférico
N&o foi observada diferenca nos niveis séricos do CD40L sérico entre o
grupo dos pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 < 110 pg/ml e o com a

narcolepsia e a Hipocretina-1 > 110 pg/ml (Figura 11).
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Figura 11. Comparagdo dos niveis do CD40L no sangue periférico entre
0s pacientes com narcolepsia e a Hipocretina-1 <11 0 pg/ml e > 110 pg/ml.
0.0100-
0.0075-

0.0050 A

CD40L ng/ml

0.0025+

0.0000

Hipocretina-1 <110 Hipocretina-1 >110
p=0,68

6. Discussao

Todos os grupos foram semelhantes quanto a idade, ao sexo, as
comorbidades e a escolaridade. Houve um predominio do sexo masculino no
grupo dos pacientes com a Hipocretina-1 < 110 pg/ml. O pequeno numero de
pacientes nos grupos da Hipocretina-1 para as andlises imunologicas, causado
pela restricdo da idade (25 a 45 anos), pode ter influenciado a diferenga entre
eles.

O IMC foi maior nos pacientes com narcolepsia do que nos controles,
assim como foi maior no grupo com Hipocretina-1 < 110 pg/ml. As conclusdes
em relagdo ao IMC estdo compativeis com o afirmado pela literatura, em que o
aumento deste indice é confirmado nos pacientes mais graves cujos niveis da
Hipocretina-1 sdo menores do que os 110 pg/ml (Chabas et al., 2007). O IMC
vem sendo estudado nos pacientes com doengas do sono e, em particular,
naqueles que sofrem da narcolepsia (Schuld et al., 2002). Muitas podem ser as

causas do aumento do IMC nos pacientes que padecem desta doenca, embora
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a mais citada seja 0 uso de antidepressivos triciclicos para o controle da
cataplexia, assim como a realizacdo de menor atividade fisica, por parte
desses pacientes (Kotagal et al., 2004). Outra importante contribuicdo para
explicar o aumento do IMC nos pacientes com narcolepsia foi dada por Chabas
e colaboradores em 2007, e por Fortuyn e colaboradores em 2008, os quais
fizeram, em séries de pacientes com narcolepsia, uma descricdo dos distarbios
alimentares. Alguns autores sinalizaram existir uma provavel reducdo do
metabolismo nos pacientes com narcolepsia, assim como uma diminui¢do dos
niveis da Hipocretina-l com o0 seu consequente aumento ponderal.
Recentemente, varios autores indicaram a importancia da acao da leptina para
0s pacientes que sofrem da narcolepsia (Fortuyn et al., 2008).

Os sintomas relacionados a narcolepsia, consoante a dosagem da
Hipocretina-1, ndo foram diferentes entre os subgrupos dos pacientes. De
acordo com o descrito pela literatura, a cataplexia e 0s outros sintomas
relacionados ao sono REM nédo foram mais prevalentes nos pacientes com 0s
niveis da Hipocretina-1 < 110 pg/ml. (Frederickson et al., 1990; Heier et al.,
2007). Este resultado pode se ter sido devido a criteriosa escolha dos
pacientes para o estudo. A coleta do liquor para analise da Hipocretina-1, e o
convite para participacdo do estudo, foram endossados aos pacientes mais
sintomaticos do ambulatério da UNIFESP.

A ESE teve resultados maiores nos pacientes com narcolepsia do que
nos controles, tendo sido também maiores os resultados nos grupos dos
individuos com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602. ESE € um método muito
utilizado para a identificagdo da existéncia da sonoléncia excessiva diurna

(Carskadon et. al., 1986). O resultado aumentado da ESE nos individuos com a
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presenca do alelo HLA-DQB1*0602 pode estar relacionado com a alta
prevaléncia deste nos pacientes com narcolepsia, 0 que justificaria a o
resultado alcangado. N&o ha relato da existéncia de sonoléncia excessiva nos
pacientes com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602, sem que eles sofram de
outros sintomas da narcolepsia (Martinez-Rodriguez et al., 2007).

As escalas de Idate Trago e Beck apresentaram resultados maiores nos
pacientes com narcolepsia do que nos controles. Também ndo foram
observadas diferencas entre os resultados das escalas de ldate e Beck entre
os individuos sem e com a presenca do alelo HLA-DQB1*0602, embora
tenham sido menores os resultados da escala de Idate, do tipo Estado e do tipo
Traco, nos pacientes com a Hipocretina-1 < 110 pg/ml.

A ansiedade € mais prevalente nos pacientes com doencas crbnicas
(Maurer et al., 2008), sendo esta caracteristica muito prevalente nos com a
narcolepsia (Coelho et al., 2007a). Aqueles que, desde muito novos, sofrem
com a sonoléncia, sado taxados pela familia como sendo preguicosos e
dificimente possuem um bom desempenho escolar (Coelho et al.,, 2007b).
Somem-se a isto 0s riscos inerentes a doenca, como a maior probabilidade de
sofrerem acidentes automobilisticos ou, ainda, de causarem um incéndio, em
particular na cozinha. O medo das fortes emocdes, e 0s consequentes ataques
de cataplexia, limitam o comportamento destes pacientes para enfrentar as
situacgdes rotineiras do cotidiano, criando-lhes uma ansiedade constante que
também lhes dificulta a continuidade em um emprego (Douglas, 1998).

Apdés o diagnostico os pacientes melhoram da sonoléncia, mas
comegam a conviver com os efeitos indesejados dos medicamentos, como a

perda da libido e dificuldades na vida sexual. (Douglas et al., 1998). Um estudo
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gue comparou um grupo de pacientes que sofria de narcolepsia com um outro
gue sofria de epilepsia, notou a similaridade de comportamento entre ambos, 0
gue demonstra que o comportamento e os distlirbios de humor nos pacientes
com narcolepsia podem ser comparaveis aos daqueles que sofrem de outras
doencas neuroldgicas crbnicas (Wilson et al., 2007).

No presente estudo, a depressao foi mais prevalente nos pacientes com
narcolepsia e ndo houve diferenca nos individuos com presenca do alelo HLA-
DQB1*0602. A prevaléncia de depressdo nos pacientes com narcolepsia,
dependendo do estudo, varia dos 28 aos 57 na Escala de Beck (Vandeputte,
de Weerd, 2003). Nesses pacientes isso pode ser mascarado pelo tratamento
com antidepressivos. Os alelos do tipo HLA sao associados ao aumento dos
distlrbios do humor como a depresséao (Schleifer et al., 2002).

A PSG dos pacientes com narcolepsia, em relacdo aos controles,
apresentou menor laténcia do sono, e o TMLS mostrou menor média das
laténcias e maior numero do SOREM nos pacientes com narcolepsia do que
nos controles. Houve aumento do estagio 2 no sono dos individuos com a
presenca do alelo HLA-DQB1*0602, bem como diminuicdo da meédia nas
laténcias e aumento do SOREM no TMLS nesse mesmo grupo. O grupo dos
pacientes com a Hipocretina-1 < 110 pg/ml apresentou uma média menor nas
laténcias do sono no TMLS, e um maior nimero de SOREM. Os resultados da
PSG e dos TMLS foram compativeis com outras descrigbes da literatura, uma
vez que fazem parte do diagndstico pela ISDC-2 de 2005 (American Academy
of Sleep Medicine, 2005). Um resultado interessante foi 0 maior numero de
SOREM e a menor média das laténcias do sono no TMLS observadas no grupo

dos pacientes com a Hipocretina-1 <110 pg/ml, o que corroborou com 0s
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relatos da existéncia de uma maior intensidade nos sintomas relacionados ao
sono REM nestes pacientes (Jeong et al., 2007).

A presenga do alelo HLA-DQB1*0602 foi maior nos pacientes com
narcolepsia do que nos controles, ndo tendo havido diferencas nos demais
subgrupos. Conforme descrito na literatura, a presenca do alelo HLA-
DQB1*0602 foi maior nos pacientes com narcolepsia, tendo sido observada em
aproximadamente 40% dos controles. Esta prevaléncia elevada do alelo HLA-
DQB1*0602 nos controles pode se dever ao fato da propor¢cdo miscigenada
desta populacdo ser maior do que outras nos estudos existentes (Guindalini et
al., 2007). Nos pacientes com Hipocretina-1 > 110 pg/ml ndo houve uma
prevaléncia maior do alelo HLA-DQB1*0602do que a normalmente descrita
(Jeong et al., 2007) o que pode ser explicado pela selecdo para o projeto dos
pacientes mais sintomaticos.

Foi observada uma linfopenia relativa total e dos linfécitos CD2, CD3 e
TCD4, nos pacientes com narcolepsia, a qual ndo havia sido notada nas
demais analises nem nas comparagfes entre 0S outros grupos. S80 poucos, e
com resultados diversos, os estudos sobre a populacdo celular dos linfocitos no
sangue periférico dos pacientes com narcolepsia, variando as descricfes
desde nenhuma diferengca nas subpopulacdes dos linfécitos até a linfopenia
TCD4 (Hinze-Selch et al., 1998; Coelho et al., 2007a). Outras conclusfes se
relacionam com a prevaléncia do alelo HLA-DQB1*0602 e ndo com o0s
pacientes com narcolepsia (Tanaka et al., 2008). A grande falha que poderia
ser apontada em todos esses estudos é a escolha do grupo controle. Nenhum
trabalho publicado teve o cuidado de descartar a sonoléncia excessiva do

grupo controle, o que pode ter sido um viés importante. Sabe-se que existem 3
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subpopulac¢des de linfocitos TCD4: o subgrupo Thl, responsavel pela reagédo a
hipersensibilidade tardia; o Th2, responsavel pela interacdo com as células
apresentadoras dos antigenos e a amplificagdo da resposta imunoldgica; e o
Th17 que estd implicado nas doengas imunoldgicas como esclerose multipla,
via a interleucina 17 (Abbas et. al. 2008). No presente estudo, as linfopenias T
e TCD4 relativa, observadas nos pacientes com narcolepsia, podem ter sido
causadas pela baixa na producdo de qualquer dos subgrupos nos 0rgaos
linféides, pelo aumento da destruigdo periférica ou pela diminuicdo da ativacdo
pelas células apresentadoras dos antigenos. A presenca do alelo HLA-
DQB1*0602 pode ser um fator que confunde, ja que pode alterar as
caracteristicas imunoldgicas sem obrigatoriamente estar relacionado a
narcolepsia (Tanaka et al., 2008). Neste projeto, a separacdo de um grupo com
a presenca do alelo HLA-DQB1*0602 independente de serem voluntérios ou
pacientes com narcolepsia, fortalece os achados serem relacionados a
presenca da narcolepsia. A conclusdo sobre a existéncia da linfopenia
somente nos pacientes, e ndo nos individuos com a presenca do alelo HLA-
DQB1*0602, fortaleceu a teoria da associagdo de algum outro fator, além do
genético, relacionado a fisiopatologia. A auséncia na diferenca dos linfocitos
entre 0s pacientes com 0s niveis da Hipocretina-1 abaixo e acima dos 110
pg/ml, pode ter sido devida ao pequeno numero de pacientes ou a algum outro
fator ainda desconhecido na fisiopatologia da narcolepsia.

Nao houve diferenca nos niveis séricos do TNF e da IL-6 entre os
grupos, tendo-se observado menor nivel sérico do CD40L nos pacientes com
narcolepsia, do que nos controles. Nao houve diferencas nos niveis do CD40L

sérico entre 0s outros grupos. As citocinas inflamatérias como a TNF-a e a IL-6

73



foram estudas no sangue periférico dos pacientes com narcolepsia. Nos
primeiros trabalhos publicados sobre as citocinas acima citadas, mencionou-se
haver o seu aumento sérico nos pacientes com narcolepsia (Vgontzas et al.,
1997; Okun et al., 2004), embora trabalhos posteriores nao tenham confirmado
tal resultado (Coelho et al, 2007a; Himmerich et al, 2006). As conclusdes dos
primeiros estudos sobre as citocinas poderiam ser explicadas pelo perfil
heterogéneo dos pacientes com narcolepsia, sem a dosagem da Hipocretina-1
no liquido cefalorraquidiano, e sem grupos controles com TMLS.

O CD40L sérico esta aumentado na doenca ateromatosa dos grandes
vasos, sendo por isso usado como marcador do progndstico cardiovascular
(Ferroni et al., 2008), mas também possui uma fungdo importante no sistema
imunolégico da interacdo entre a célula apresentadora dos antigenos e 0s
linfocitos, especialmente o TCD4. O CD40L sérico é produzido e liberado pela
célula apresentadora dos antigenos nas situacfes de ativacdo, podendo
licenciar os linfocitos TCD4 a produzir e a liberar outras citocinas sem ter
contato com o antigeno, fenbmeno que aumenta o namero dos linfécitos TCD4
e amplifica a resposta imunoldgica. (Abbas et al. 2008)

As vias da célula apresentadora dos antigenos e da ativagdo dos
linfécitos TCD4, nas doengas imunologicas, sdo cada vez mais estudadas no
Lapus Eritematoso Sistémico (Koshy et al., 1996) e na Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna (Terrazzano et al., 2005).

O conhecimento do CD40L sérico vem crescendo com o0 uso dos
medicamentos bloqueadores a sua acdo para o tratamento das doencas

ovarianas (Sharp et al.,, 2003), para manejo da rejeicdo dos transplantes
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cardiacos (Fischbein et al.,, 2000) e para o tratamento dos linfomas
(Vonderheide et al., 2001).

Algumas limitagcdes do presente estudo podem ser apontadas como o
pegueno numero de pacientes, que se deveu ao rigor da idade entre 25 e 45
anos e a dificuldade de puncao de LCR. Outra dificuldade encontrada foi a
rotina de acordar todos os participantes as 6 horas na manha para o TMLS, o
gue pode ter interferido na média das laténcias e nos SOREM em voluntérios e
pacientes.

Apesar dessas criticas, a associacdo das linfopenias T e TCD4 com a
diminuicdo do CD40L sérico, encontradas neste estudo, podem direcionar para
uma disfuncdo da célula apresentadora dos antigenos. Uma menor producao
do CD40L diminuiria a ampliacdo da reacdo imunoldgica, a qual foi estudada
em outros modelos auto-imunes (Kasprowicz et al., 2003).

O conhecimento atual a respeito do sistema imunoldgico e,
consequentemente, das doengas auto-imunes, ainda esta longe de ser o ideal.
A alteragdo indireta do sistema imunolégico no grupo dos pacientes com
narcolepsia, observada neste estudo, direciona, ainda que sem muita
especificidade, para a possibilidade da existéncia de uma fisiopatologia auto-
imune. Varios estudos com um maior nimero de pacientes e de controles, que
de fato ndo sofram de sonoléncia diurna, necessitam ser realizados para

confirmar, desenvolver e progredir, as conclusdes observadas neste trabalho.
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7. Conclusodes

N&o foram observadas diferencas nos niveis do TNF e da IL-6
nos pacientes com narcolepsia, como sucedeu em alguns
trabalhos anteriores;

Houve uma linfopenia relativa TCD4 associado a baixos niveis
do CD40L sérico nos pacientes com narcolepsia.

A alteracdo indireta do sistema imunoldégico no grupo dos
pacientes com narcolepsia, observada neste estudo, direciona,
ainda que sem muita especificidade, para a possibilidade da
existéncia de uma fisiopatologia auto-imune.

O IMC foi maior nos pacientes com narcolepsia do que nos
voluntérios.

Os pacientes com narcolepsia apresentaram maiores escores
de ansiedade e depressao do que os voluntarios.

Nao houve diferengas nos sintomas clinicos da narcolepsia

entre os pacientes com Hipocretina-1 maior e menor que 110

pg/ml.
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7- Os pacientes com narcolepsia apresentaram menor laténcia de
sono; menor média de sono durante o TMLS e maior nimero

de SOREM do que os voluntarios.
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9. Anexos

ANEXO 1. FICHA DE ATENDIMENTO — SONOLENCIA
EXCESSIVA E NARCOLEPSIA

DATA DE ATENDIMENTO: / /

NOME:

IDENTIFICACAO:(RG):

CPF:

N°do RH Hosp. S.P .

DATA DE NASCIMENTO: / / IDADE:

ESTADO CIVIL:
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ESCOLARIDADE:

NOME DO MAE:

NOME DO PAI:

ENDERECO:

BAIRRO: CEP:
CIDADE: ESTADO:
TELEFONE:

CONVENIO: () sim () ndo Qual:

AMBULATORIO DE SONOLENCIA EXCESSIVA — NARCOLEPSIA

NOME:

DATA DE NASCIMENTO:
PESO E ALTURA:

SEXO:

QP:

RS:

CATAPLEXIA: S N INICIO: FREQUENCIA
PARTE
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ALUCINACOES HIPNAGOGICAS: S N INiCIO:

FREQUENCIA:

PARALISIADO SONO: S N INICIO

SONO:
HORA DE DEITAR:

HORA DE LEVANTAR:

SONECAS:
MANHA:

TARDE:

RONCO S N PLMS S N
EPILEPSIA: S N

MEDICAMENTOS E COMOBIDADES:

ETILISMO E TABAGISMO:

HF:
PAI:
MAE:
FILHOS:

IRMAOS:

EX. FISICO:
GERAL
P. CERVICAL:

NEURO:

FREQUENCIA:

PARASSONIAS S N

94



COMENTARIOS:

POLISSONOGRAEFIA

PSG BASAL : DATA:
EF. SONO

E1 E2 E3,4
IAH

MICRODESPERTARES:

LAT. SONO:

DESSATURACOES

PLMS

TLMS: DATA

LAT. DO SONO (MEDIA)

SOREM EM 5 REGISTROS

HLA DQ 602 COLETA / /

EXAMES DE IMAGEM:

IMPRESSAO DIAGNOSTICA:

CONDUTA:

REM

LAT. SONO REM

RESULTADOS:

Medicacdes e consultas

Receita
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ANEXO 2. Escala de Sonoléncia de Epworth

Com que freqUéncia vocé pode chegar a cochilar, ou até adormecer, nas
seguintes situacbes, em comparacdo com a diferenca de estar simplesmente
cansado? Isto se refere ao seu estilo de vida recente. Se nao tiver realizado
recentemente alguma das atividades mencionadas a seguir, por favor, imagine
em que medida elas poderiam afeta-lo. Use a escala seguinte para escolher o

valor mais adequado a cada situacéo:

0 = ndo adormeceria

1 = pouca possibilidade de adormecer
2 = possibilidade moderada de
adormecer

3 = grande possibilidade de

adormecer

SITUACAO
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Sentado lendo

Vendo TV

Sentado inativo em um lugar publico
(por ex. em um teatro ou em uma

reuniao)

Como passageiro em um carro,

durante uma hora, sem pausas

Deitado durante a tarde para
descansar quando as circunstancias

permitem

Sentado conversando com alguém

Sentado tranquilamente depois de

uma refeicdo, sem ter bebido alcool

Em um carro, parado no transito por

alguns minutos
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ANEXO 3. Inventario de Depresséao de Beck

("Beck Depression Inventory"; Beck et al., 1961; BD 1)

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagBes. Depois de ler
cuidadosamente cada grupo, faca um circulo em torno do namero (0, 1, 2 ou 3)
diante da afirmacdo, em cada grupo, que descreve melhor a maneira como
vocé tem se sentido nesta semana, incluindo hoje. Se varias afirmagfes num
grupo parecerem se aplicar igualmente bem, faca um circulo em cada uma.
Tome o cuidado de ler todas as afirmagdes, em cada grupo, antes de fazer a
sua escolha.

1. 0 Nao me sinto triste.
1 Eu me sinto triste.
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disso.
3 Estou téo triste ou infeliz que n&o consigo suportar.

2. 0 Nao estou especialmente desanimado quanto ao futuro.

1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro.

2 Acho que nada tenho a esperar.

3 Acho o futuro sem esperancga e tenho a impressao de que as coisas nao
podem melhorar.
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3. 0 Nao me sinto um fracasso.

1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum.

2 Quando olho para tras, na minha vida, tudo o que posso ver é um monte
de fracassos.

3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso.

4. 0 Tenho tanto prazer em tudo como antes.
1 N&o sinto mais prazer nas coisas como antes.
2 Nao encontro um prazer real em mais nada.

3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo.

5. 0 Nao me sinto especialmente culpado.
1 Eu me sinto culpado as vezes.
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo.
3 Eu me sinto sempre culpado.

6. 0 Nao acho que esteja sendo punido.
1 Acho que posso ser punido.
2 Creio que vou ser punido.
3 Acho que estou sendo punido.

7. 0 Nao me sinto decepcionado comigo mesmo.
1 Estou decepcionado comigo mesmo.
2 Estou enojado de mim.
3 Eu me odeio.

8. 0 Nao me sinto de qualquer modo pior que 0s outros.
1 Sou critico em relagdo a mim devido a minhas fraquezas ou meus erros.
2 Eu me culpo sempre por minhas falhas.

3 Eu me culpo por tudo de mal que acontece.
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9. 0 N&o tenho quaisquer idéias de me matar.

10.

1 Tenho idéias de me matar, mas nao as executaria.
2 Gostaria de me matar.
3 Eu me mataria se tivesse oportunidade.

0 N&o choro mais que o habitual.
1 Choro mais agora do que costumava.
2 Agora, choro o tempo todo.

3 Costumava ser capaz de chorar, mas agora ndo consigo mesmo que o

gueira.

11.

12.

13.

14.

0 Nao sou mais irritado agora do que ja fui.
1 Fico molestado ou irritado mais facilmente do que costumava.
2 Atualmente me sinto irritado o tempo todo.

3 Absolutamente ndo me irrito com as coisas que costumavam irritar-me.

0 N&o perdi o interesse nas outras pessoas.

1 Interesso-me menos do que costumava pelas outras pessoas.
2 Perdi a maior parte do meu interesse nas outras pessoas.

3 Perdi todo 0 meu interesse nas outras pessoas.

0 Tomo decisbes mais ou menos tdo bem como em outra época.
1 Adio minhas decisdes mais do que costumava.

2 Tenho maior dificuldade em tomar decisdes do que antes.

3 N&o consigo mais tomar decisoes.

0 N&o sinto que minha aparéncia seja pior do que costumava ser.
1 Preocupo-me por estar parecendo velho ou sem atrativos.

2 Sinto que ha mudancas permanentes em minha aparéncia que me fazem

parecer sem atrativos.

3 Considero-me feio.
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15. 0 Posso trabalhar mais ou menos tdo bem quanto antes.
1 Preciso de um esfor¢o extra para comecgar qualquer coisa.
2 Tenho de me esforcar muito até fazer qualquer coisa.
3 Nao consigo fazer nenhum trabalho.

16. 0 Durmo tdo bem quanto de habito.

1 Nao durmo tdo bem quanto costumava.

2 Acordo uma ou duas horas mais cedo do que de habito e tenho dificuldade para
voltar a dormir.

3 Acordo varias horas mais cedo do que costumava e tenho dificuldade para voltar

a dormir.

17. 0 Nao fico mais cansado que de habito.
1 Fico cansado com mais facilidade do que costumava.
2 Sinto-me cansado ao fazer quase qualquer coisa.
3 Estou cansado demais para fazer qualquer coisa.

18. 0 Meu apetite ndo esta pior do que de habito.
1 Meu apetite ndo € tdo bom quanto costumava ser.
2 Meu apetite esta muito pior agora.
3 Nao tenho mais nenhum apetite.

19. 0 Nao perdi muito peso, se é que perdi algum ultimamente.

1 Perdi mais de 2,5 Kg.

2 Perdi mais de 5,0 Kg.

3 Perdi mais de 7,5 Kg.

Estou deliberadamente tentando perder peso, comendo menos: SIM ()
NAO()

20. 0 Nao me preocupo mais que o de habito com minha saude.
1 Preocupo-me com problemas fisicos como dores e aflicbes ou perturbacdes
no estdbmago ou prisao de ventre.

2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e é dificil pensar em outra

101



coisa que nao isso.

3 Estou tdo preocupado com meus problemas fisicos que ndo consigo pensar

em outra coisa.

21. 0 Nao tenho observado qualquer mudanca recente em meu interesse

sexual.

1 Estou menos interessado por sexo que costumava.

2 Estou bem menos interessado em sexo atualmente.

3 Perdi completamente o interesse por sexo.

ANEXO 4. IDATE ESTADO

Leia e circule ao redor o numero da afirmacao que melhor indica como vocé

Se sente nesse momento .

| E

Absolutamente ndo
Bastante

Avaliacao
1 Um pouco
3 Muitissimo

[ —
1

Sinto-me calmo (a)

2- Sinto-me seguro (a)

w
1

Estou tenso (a)

P

Estou arrependido (a)

5- Sinto-me a vontade(a)

6- Sinto-me perturbado (a)

7- Estou preocupada com possiveis infortinios

8- Sinto-me perturbado (a)
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9- Sinto-me ansioso

10- Sinto-me em casa

11- Sinto-me confiante

12- Sinto-me nervoso (a)

13- Estou agitado (a)

14- Sinto-me uma pilha de nervos
15- Estou descontraido

16- Sinto-me satisfeito (a)

17- Estou preocupado (a)

18- Sinto-me superexcitado (a) e confuso (a)
19- Sinto-me alegre

20- Sinto-me bem

IDATE TRACO

Leia e circule ao redor o numero da afirmacao que melhor indica como vocé
se sente geralmente .

1T
Avaliacao
Absolutamente nao 1 Um pouco
Bastante 3 Muitissimo

1- Sinto-me bem

2- Canso-me facilmente

3- Tenho vontade de chorar

4-Gostaria de ser tao feliz quanto os outros parecem ser

5-Perco oportunidades porque nao consigo tomar decisdes rapidamente
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6- Sinto-me descansado (a)
7- Sou calmo (a) ponderado(a) e senhor de mim mesmo(a)

8- Sinto que as dificuldades estdo se acumulando de tal forma que nao
consigo resolver

9- Preocupo-me demais com coisas sem importancia
10- Sou feliz

11- Deixo-me afetar muito pelas coisas

12- N&o tenho nenhuma confian¢ga em mim mesmo (a)
13-Sinto-me seguro (a)

14- Evito ter que enfrentar crises ou problemas

15- Sinto-me deprimido

16- Estou satisfeito (a)

17- As vezes idéias sem importancia me entram na cabeca e ficam-me
preocupando

18-levo os desapontamentos tao a serio que ndo consigo tird-los da cabeca
19- Sou uma pessoa estavel

20- Fico tenso (a) e perturbado (a) quando em meus problemas do
momento
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