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Resumo

Introdugao: A Doenca de Fabry é causada por mutagdo no gene GLA, cuja
consequéncia € o acumulo de glicoesfingolipidos no interior dos lisossomos. A
sintomatologia classica da doenga se desenvolve nas primeiras décadas de vida e
abrange manifestacées dermatolégicas, neuroldgicas, oculares, cardiacas e renais.
Ja a manifestagédo nao classica é mais tardia e se restringe ao comprometimento do
coracdo e dos rins. Além dos sintomas, os pacientes apresentam alteracoes
comportamentais do ciclo sono/vigilia, como sonoléncia diurna excessiva, disturbios
respiratorios do sono e movimento peridédico de membros inferiores. A propensao ao
sono é regulada por um componente homeostatico e um componente circadiano, que
€ ritmico, oscila com uma periodicidade de aproximadamente 24 horas, sincronizado
por pistas ambientais, e é orquestrado pelo sistema de temporizacao. Esse sistema
pode ser avaliado por marcadores de ritmicidade biolégica, como o ritmo de atividade
e repouso e variagao de temperatura corporal, assim como pelo ritmo enddégeno de
cronobidticos, como a biossintese de melatonina. As alteragdes do ciclo sono/vigilia
observadas nos pacientes diagnosticados com Doenga de Fabry podem estar
relacionadas com uma modificagdo da ordem temporal interna e consequente
modificagdo no padréo diario de melatonina, e talvez, na manifestacdo de outros
ritmos. Objetivo: Avaliar o efeito da disfungao lisossdbmica na Doenca de Fabry sobre
os ritmos de atividade e repouso e de melatonina. Métodos:. Estudo do tipo caso-
controle conduzido na cidade de Sdo Paulo, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo. Foram recrutados 16 pacientes com
variante classica (11 em terapia de reposi¢ao enzimatica, 10 mulheres) e 7 pacientes
com variante nao classica (4 em terapia de reposicao enzimatica, 6 mulheres) com
média de idade de 36,4 + 3,0 anos e de 44,0 + 4,6 anos, respectivamente. O grupo
controle foi pareado por género e idade, sendo composto por 14 individuos (10
mulheres), com média de idade de 42,4 + 3,2 anos. Foi feita uma avaliagdo por meio
de trés questionarios (escala de sonoléncia diurna, identificacdo de cronotipo de
Horne e indice de qualidade de sono), atividade e temperatura corporal periférica
foram determinados por no minimo 10 dias de uso do actigrafo e dosagem de 6-
sulfatoximelatonina (segunda urina da manha até 19:00 — Dia; 19:00 até a primeira
urina da manha do dia seguinte - Noite) e melatonina (19:00 as 21:30), na urina e
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saliva respectivamente. Resultados: O grupo controle apresentou porcentagem de
carga excretada de 6-sulfatoximelatonina maior durante a noite que durante o dia. O
grupo Fabry com a variante n&o classica apresentou um aumento de excregao deste
metabdlito durante o dia quando comparado com grupo controle, enquanto no grupo
Fabry com a variante classica a oscilagdo observada no grupo controle estava
ausente. Foi encontrado um aumento de periodo de temperatura corporal periférica
entre o grupo Fabry com a variante classica e o grupo controle. Nao foram
encontradas diferengcas entre os grupos para os outros parametros avaliados.
Conclusao: Esses resultados mostram que ha uma alteragao ritmica no perfil de 6-
sulfatoximelatonina na Doenga de Fabry, evidenciada pelas modificagdes de carga

excretada deste metabdlito observada nos pacientes.
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Abstract

Introduction: Fabry’s disease is caused by a mutation in GLA gene, whose
consequence is the accumulation of glycosphingolipids within the lysosomes. The
classic symptomatology of the disease develops in the first decades of life and includes
dermatological, neurological, ocular, cardiac and renal manifestations. Non-classical
manifestation occurs later in life and is restricted to involvement of heart and kidneys.
Besides these symptoms, the patients present behavioral changes in sleep/wake cycle
such as excessive daytime sleepiness, sleep-disordered breathing and abnormal
periodic leg movements. Sleep propensity is regulated by a homeostatic and a
circadian component, that is rhythmic, oscillates with a periodicity of approximately, 24
hours, synchronized by environmental cues, and orchestrated by a biological clock.
The clock can be assessed by markers of biological rhythmicity, as the rhythm of
activity and rest and variation of body temperature, and by endogenous rhythm of
chronobiotics, as melatonin biosynthesis. Behavioral manifestations of sleep/wake
cycle in Fabry disease could be related to modifications in the internal temporal order,
and, as a consequence, an alteration in melatonin daily profile and, maybe, in orders
rhythmic manifestations. Objective: To assess the effect of lysosomal dysfunction in
Fabry disease patients on activity, rest and melatonin rhythms. Methods: The
investigation followed a case-control design and was approved by Institution's Ethics
Committee (Universidade Federal de Sao Paulo). Sixteen patients with classic variant
(11 on enzyme replacement therapy, 10 women) with a mean age of 36.4 £ 3.0 years
and seven patients with non-classic variant (4 on enzyme replacement therapy, 6
women) with a mean age 44.0 £ 4.6 year were recruited. Control group was matched
by age and gender, consisting on fourteen volunteers (10 women), with mean age of
42.4 + 3.2 years. The volunteers answered three questionnaires (Epworth Sleepiness
Scale, Morningness-eveningness questionnaire and Pittsburgh Sleep Quality Index),
activity, rest and peripheral body temperature values were determined for at least ten
days by actigraphy. The 6-sulfatoxymelatonin dosage in urine (second urine in the
morning until 7 p.m. — Day; 7.p.m. until first urine in the next morning - Night) and
melatonin on saliva (7 p.m. to 9:30 p.m.) were also performed. Results: Control group
presented 6-sulfatoxymelatonin excretion load higher during the night than day. Fabry

disease with non-classic variant group presented higher levels of 6-sulfatoxymelatonin
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during the day compared with control group, while Fabry disease with classic variant
had no oscillatory pattern, which was observed for control group. Also, was found an
increase in peripheral body temperature period between Fabry with classic variant and
control group. No differences were found between the groups for other parameters
evaluated. Conclusion: These results show a rhythm disruption on 6-
sulfatoxymelatonin profile in Fabry disease patients, emphasized by differences in

excretion load of this metabolite observed in patients.
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1 INTRODUCAO




1 INTRODUGAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

O termo Erros Inatos do Metabolismo foi utilizado pela primeira vez pelo médico
inglés Archibald E. Garrod em 1902, ao estudar a alcaptonuria, também conhecida
como ocronose, uma doenga genética com padrao de heranga autossémico recessivo
que afeta o metabolismo do aminoacido tirosina. Devido a esse defeito metabdlico, a
urina apresenta uma coloragdo mais escura, também conhecida como “urina negra”.
Anos mais tarde, Garrod descreveu outros quatro Erros Inatos do Metabolismo, o
albinismo, a cistinuria, a porfiria e a pentosuria (Garrod, 1902; Garrod e Clarke, 1907;
Martins, 1999).

Para Garrod, um organismo saudavel € aquele em que ha uma homeostase
entre anabolismo e catabolismo, ou seja, um equilibrio entre as reagdes enzimaticas
€, no caso destes erros inatos, a doencga era causada por um desequilibrio entre essas
reagcoes. Dessa forma, ele descreveu a relagdo entre genética e bioquimica e a
contribuicdo destes fatores na etiologia dos Erros Inatos do Metabolismo (Garrod,
1902; Piro et al., 2010).

Atualmente, os Erros Inatos do Metabolismo englobam um grupo de doencgas
hereditarias caracterizadas por uma deficiéncia de uma ou mais enzimas ou de
defeitos no transporte de proteinas, que tem como consequéncia a geragcdo de
produtos finais ou intermediarios defeituosos, levando a uma desregulagao
metabdlica, como descrito por Garrod (Waber, 1990; Martins, 1999; Lanpher et al.,
2006).

1.1.1 Bases moleculares

Os EIM sao causados por mutagdes em genes que afetam enzimas, ativadores
ou cofatores enzimaticos, transportadores ou marcadores de proteinas. A maioria das
doencas que compde este grupo apresenta padrdo de heranga autossdmico
recessivo, algumas sao ligadas ao cromossomo X ou mitocondriais (Waber, 1990;
Martins, 1999).



Alguns estudos mostram que ha uma interagdo complexa dessas doengas com
o ambiente, mais especificamente uma relagdo denominada gene-nutriente, que
podem modificar esse padrao de heranga classico (Dipple e Mccabe, 2000a; Dipple e
Mccabe, 2000b; Lanpher et al., 2006).

1.1.2 Epidemiologia

EIM sdo doencas raras, com incidéncia que varia nos diferentes paises. Na
Columbia Britéanica, essa incidéncia € de cerca de 40 casos a cada 100.000 nascidos
vivos (Applegarth et al., 2000).

No Brasil, a investigacdo bioquimica de 17.822 casos suspeitos de EIM
detectou 1.460 casos, ou seja, uma prevaléncia igual a 8,5% (Burin et al., 2001).
Quando considerados pacientes atendidos pelo Sistema Unico de Salude essa

prevaléncia é de cerca de 3,5% (Giugliani et al., 2016).

1.1.3 Classificagao

Desde a descoberta inicial de Garrod, outros Erros Inatos do Metabolismo
foram descritos (Ellaway et al., 2002).

Segundo a ultima classificagéo realizada pela Society for the Study of Inborn
Errors of Metabolism (Zschocke, 2014) essas doencgas podem ser classificadas de

acordo com o tipo de metabolismo envolvido nas seguintes categorias:

Disturbios do metabolismo de aminoacidos e peptideos.
Disturbios do metabolismo de carboidratos.

Disturbios de acidos graxos e corpos ceténicos.
Disturbios do metabolismo energético.

Disturbios do metabolismo de purinas, pirimidinas e nucleotideos.
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Disturbios do metabolismo de esterais.

g. Disturbios do metabolismo das porfirinas e do grupo heme
(hemoglobina).

h. Disturbios do metabolismo lipidico e lipoproteico.



i Disturbios congénitos da glicosilagao e outros disturbios de modificagao
proteica pos-traducional.

j- Disturbios de depdsito lisossémico.

k. Disturbios do peroxissomo.

l. Disturbios do metabolismo de neurotransmissores.

m. Disturbios do metabolismo de oligoelementos e metais.

n. Disturbios e variantes no metabolismo dos xenobidticos.

1.1.4 Doencgas de Depésito Lisossémico (DDL)

As Doengas de Depésito LisossOmico se encaixam na categoria descrita acima
como Disturbios de Depdsito LisossOmico. Esse conceito foi descrito pela primeira vez
por Hers, em 1965, e atualmente, engloba cerca de 50 doengas (Hers, 1965; Futerman
e Van Meer, 2004).

As DDL sao causadas por mutagbes em genes que codificam para sintese de
proteinas essenciais para o funcionamento do lisossomo, como proteinas integrais de
membrana e hidrolases (Braulke e Bonifacino, 2009). Como consequéncia da
mutacao observa-se uma deficiéncia enzimatica e posterior acumulo de substrato no
interior dos lisossomos (Futerman e Van Meer, 2004).

As DDL podem ser classificadas de acordo com o substrato acumulado nas

seguintes categorias (Vellodi, 2005):

Mucopolissacaridoses (MPS’s);
Glicoproteinoses;
Esfingolipidoses;
Outras lipidoses;

Glicogenoses;
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Deficiéncias enzimaticas multiplas;

Defeitos no transporte de enzimas lisossOmicas;

= @

Outros disturbios causados por defeitos em proteinas lisossdmicas.

Essas doengas podem apresentar o padrdao de heranga autossémico (como
Doenca de Pompe e Gaucher) ou ligado do cromossomo X (como Doenga de Fabry,
MPS Il e Danon).



As DDL s&o progressivas, ou seja, a maioria dos individuos nascem com
condi¢des aparentemente normais e a doenga progride com o passar dos anos, com
excegao das doengas de depdsito cujo acumulo ocorre em 0ssos ou cartilagens — por
exemplo, algumas mucopolissacaridoses (Wraith, 2002, 2004).

A sintomatologia varia de acordo com o tipo de DDL, todavia, alguns érgéos
s&o mais afetados, onde o catabolismo do substrato € mais acentuado, como sistema
nervoso central, medula 6ssea, olhos, coragao, rins, pulmdes, bago, pele e figado
(Wappner, 1993; Martins, 1999; Mehta e Widmer, 2006).

A neurodegeneracao também é uma manifestacédo clinica importante e as
regides cerebrais mais afetadas pelo acumulo sdo talamo, cértex, hipocampo e
cerebelo (Jesionek-Kupnicka et al., 1997; Farfel-Becker et al., 2011, Pressey et al.;
2012).

1.2 Doenca de Fabry (DF)

No inicio da década de 60, de Duve caracterizou o lisossomo como a organela
responsavel pela digestao intracelular e reciclagem de macromoléculas. Lisossomos
sdo organelas com pH acido e contém enzimas capazes de realizar a degradagao de
macromoléculas e permeases (de Duve, 1959, 1983; Metha et al., 2006; Platt et al.,
2012).

A deficiéncia lisossbmica tem como consequéncia o acumulo de
macromoléculas ndo degradas ou de produtos do catabolismo celular, o que interfere
no funcionamento de outras proteinas, cujo resultaldo € um acumulo secundario.
Ambos acumulos disparam uma cascata de eventos que impactam o funcionamento
celular do lisossomo e de outras organelas, como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico e Golgi (Platt et al., 2012).

Com o desenvolvimento da microscopia eletrénica, foi possivel descrever e
entender as bases fisiologicas das DDL. A Doenga de Pompe foi a primeira a ser
classificada nessa categoria, seguida de outras doengas como as MPS’s e a Doenca
de Fabry (Hers, 1963, Baudhuin et al., 1964; Hashimoto et al., 1965; Metha et al.,
2006).



A DF é uma doenga progressiva causada pela deficiéncia na atividade
enzimatica da alfa galactosidase acida (a-Gal A) e o posterior acumulo de
glicoesfingolipidos, principalmente globotriaosilceramideo (Gb3), no interior dos
lisossomos. O acumulo afeta diversos tecidos e 6érgaos como endotélio, pele, coragao

e rins (Desnick et al., 2001), exemplificado na Figura 1.

Figura 1. Endotélio de capilar (setas) de células do rim de individuo controle (a esquerda) e com
Doenca de Fabry (a direita). C = capilar; E = endotélio celular; PC = podécito. Fonte: Najafian et
al., 2001.

Também conhecida como Doenca de Anderson-Fabry, foi descrita pela
primeira vez em 1898 pelos médicos dermatologistas William Anderson e Johannes
Fabry (Anderson, 1898; Fabry, 1898). Salvo a descricdo da doenga no mesmo ano,
ambos trabalharam independentemente em dois casos diferentes de
angioqueratomas corporis diffusum, uma das manifestagdes dermatoldgicas mais

classicas da doenca (Metha et al., 2006).



1.2.1 Epidemiologia

Devido a progressdo da doenga, a expectativa de vida dos pacientes é
reduzida. Os homens apresentam uma redug¢ao na expectativa de vida de 16 anos
quando comparados com populagdo em geral - média de idade dos pacientes cerca
de 58,2 anos — e as mulheres, reducéo de 4 anos - média de idade dos pacientes de
75,4 anos (Waldek et al., 2009).

A incidéncia da Doenga de Fabry é estimada em 1 a cada 40.000 em homens
e 1 a 117.000 nascimentos no geral (Meikle, 1999; Desnick et al., 2001). Porém, ela
varia de acordo com a regido estudada.

Até o ultimo estudo demografico realizado no Brasil, 126 pacientes (61 homens
e 65 mulheres) estavam cadastrados no Fabry Registry. A idade média de inicio dos
sintomas em homens é de 9,8 anos e nas mulheres, 11,4 anos. O diagnéstico em
ambos os géneros € realizado muito mais tarde do que o inicio dos sintomas, o que
prejudica seu tratamento (Martins et al., 2013).

Estudos recentes de triagens neonatais mostram que essa incidéncia pode ser
maior do que o esperado. Cerca de 1 em 3.100 homens no noroeste da Italia, 1 em
7.800 homens em Washington nos Estados Unidos e 1 a cada 1.500 homens no
Missouri nos Estados Unidos (Spada, et al., 2006; Schiffmann et al., 2017).

Para Doencga de Fabry, as triagens sao feitas dosando a atividade enzimatica
de a-Gal A em leucdcitos e também em amostras eluidas de gotas de sangue secas
em papel filtro (Chamoles et al., 2001; Miller et al., 2010).

Esse ensaio possibilita a identificacdo de homens hemizigotos e mulheres
heterozigotas, porém, alguns individuos com atividade residual da enzima ndo sao
identificados e por isso sua interpretagdo deve ser realizada juntamente com
resultados moleculares, afim de evitar falsos negativos (Sunder-Plassmann e
Fodinger, 2006; Caudron et al., 2010).



1.2.2 Diagnéstico

A primeira relagdo descrita entre a deficiéncia de a-Gal A e DF foi feita em 1967
por Brady et al. (1967).

Desde entdo, o diagndstico bioquimico € realizado por meio da dosagem da
atividade enzimatica de a-Gal A no plasma sanguineo, em leucdcitos, na urina, em
amostras de sangue total secas em papel de filtro e amostras de bidpsias teciduais. A
comprovacéao e feita pelo diagndstico molecular, que consiste na busca por mutagoes
no gene GLA (Desnick et al., 1973; Desnick et al., 1987; Winchester e Young, 2006).

Além do diagndstico bioquimico e molecular € possivel realizar a pesquisa de
biomarcadores em tecidos, no plasma e na urina (Mills et al., 2005; Young et al., 2005;
Winchester e Young, 2006).

1.2.3 Bases moleculares

A deficiéncia enzimatica de a-Gal A caracteristica da DF é causada por uma
mutacao no gene GLA, localizado no cromossomo X na regido Xq22.1 (Desnick et al.,
2001).

Ja foram descritas mais de 400 mutagcbes no gene GLA, a maioria do tipo
sentido trocado (missense), mas também existem mutagdes do tipo sem sentido
(nonsense), delegbes e insergdes de um unico nucleotideo. A maioria dessas
mutacdes foram identificadas em familias, porém, ja é descrito na literatura eventos
independentes, causadas por mutagdes localizadas em dinucleotideos CpG (Germain
e Poenaru, 1999; Shabbeer et al., 2002; Garman e Garboczi, 2004; Schaefer et al.,
2005; Turaca et al., 2012).

O tipo de mutacdo no gene GLA ira determinar se a alteragdo sera na
quantidade de proteina disponivel, na atividade enzimatica ou em ambos. Em algumas
mutagdes que resultam em RNAm instavel, por exemplo, tanto a quantidade da
enzima, quanto sua atividade estdo ausentes. Em contrapartida, mutagdes que
envolvem o sitio catalitico da enzima n&o alteram a quantidade, somente a atividade
enzimatica. Por fim, mutacbes envolvidas no enovelamento proteico, ligacdo ao
substrato ou com a rotatividade da proteina estdo relacionadas com atividade

enzimatica residual (Pastores e Lien, 2002).



A correlagado gendtipo-fendtipo ainda € controversa na literatura devido a
variagdo fenotipica observada nos pacientes. Cerca de 93% dos genotipos sé&o
associados com a variante classica da doenca — mutacdes do tipo sentido trocado
(missense), do tipo sem sentido (nonsense) e com alteragdo do quadro de leitura
(frame-shift) - enquanto nos individuos com a variante ndo classica, a maioria das
mutacdes € do tipo sentido trocado (missense) (Desnick et al., 2001; Pastores e Lien,
2002).

Estudos também mostram uma correlagcdo entre o tipo de mutacdo e a
gravidade da doenga: quanto mais cedo os sintomas se manifestam, mais 6rgaos sao
afetados (Schaefer et al., 2005).

Como é uma doenga cujo padrao de heranga € ligado ao cromossomo X,
mulheres heterozigotas seriam portadoras do gene, ou seja, ndo manifestariam o
fendtipo. Porém, mutagdes em heterozigose em mulheres podem levar a fenétipos tao

graves quanto o de homens (Whybra, 2001; Wang et al., 2007).

1.2.4 Caracteristicas clinicas

A Doenga de Fabry, assim como os outros tipos de DDL, exibe uma progressao,
com alteragbes no quadro clinico a medida que a idade do paciente avanga (Mehta et
al., 2006).

Dependendo da idade de inicio do aparecimento dos sintomas, os pacientes
podem ser classificados em dois fendtipos distintos: uma variante classica (ou tipo 1)
e uma variante nao classica (ou later-onset ou tipo 2) (Mehta e Widmer. 2006).

De acordo com classificacdo do Fabry Outcome Survey, individuos com a
variante classica manifestam os sintomas ainda durante a infancia e adolescéncia,
devido a atividade reduzida de a-Gal A, menos que 1%. Em contrapartida, a variante
nao classica da doenca apresenta atividade de a-Gal A maior que 1% e,
consequentemente, uma manifestacdo mais tardia dos sinais e sintomas, comumente
durante a vida adulta (Mehta et al., 2006; Eng et al., 2007; Biegstraaten et al., 2015).

Os sintomas classicos iniciais, que surgem entre a primeira e segunda década
de vida, compreendem o aparecimento de angioqueratomas, acroparestesias,

infiltracdo de glandulas sudoriparas e cornea verticillata (Mehta et al., 2006).
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Angioqueratomas s&o lesdes vasculares da pele, causadas por uma
vasodilatagdo, que aparecem geralmente nos quadris, costas, coxas, nadegas, pénis
e escroto, como € possivel observar na Figura 2. Tanto os homens quanto as mulheres
apresentam esse sintoma, que esta presente em cerca de 80% dos pacientes. As
lesbes podem ser isoladas ou aparecerem agrupadas, 0 sangramento € raro, porém
pode ocorrer, principalmente se estiverem localizadas na mucosa genital (Larralde et
al., 2004; Lidove et al., 2006).

Figura 2. Angioqueratoma em paciente com Doenga de
Fabry. Fonte: Lidove et al., 2006.

Acroparestesias sao alteracdes de fibras do sistema nervoso periférico que
acarretam em episodios de dor agonizante, principalmente nas extremidades do corpo
cujos gatilhos sado exercicio fisico, fadiga, estresse, mudangas de temperatura e
umidade (Morgan et al., 1990; Birklein, 2002; Lidove et al., 2006).

As infiltracdes de glandulas sudoriparas levam a quadros de modificagdes na
sudorese, conhecidos como hipoidrose, ou até mesmo a auséncia de suor, chamada
de anidrose. A hiperidrose, excesso de suor, também ocorre na Doenga de Fabry,

porém nao é tdo comum quanto os dois quadros anteriores (Lidove et al., 2006).



11

A cornea verticillata € uma lesao ocular caracteristica da doenca, descrita pela
primeira vez em 1910. Ela é caracterizada por uma opacidade que se distribui de
forma radial pela cérnea, do centro a periferia (Fleischer, 1910), como é possivel
observar na Figura 3. Esse sintoma esta presente em cerca de 70% dos pacientes,
contudo, outras manifestacdes oculares também sdo observadas na DF, como
tortuosidade dos vasos da retina e catarata (Sodi et al., 2006, 2007).

Perda de audicado e tinnitus (zumbido) também sao sintomas ja descritos em

criangas com DF (Hegemann et al., 2006; Keilmann et al., 2009).

Figura 3. Cornea verticillata em paciente com Doenca de Fabry. As setas indicam o padrao radial
caracteristico da doenca. Fonte: Sodi et al., 2006.

Da terceira a quinta década de vida surgem as complicagdes renais, cardiacas
e neuroldgicas, que sao as principais causas de morte prematura entre os pacientes
(Mehta et al., 2006).

As manifestagdes renais sdo mais comuns em homens que em mulheres, que
manifestam os sintomas mais tardiamente. A nefropatia na Doenca de Fabry é
caracterizada pela proteinuria, microalbuminuria, e por alteragdes estruturais como
esclerose glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial. Devido as alteracoes renais,
a hipertensdao é um sintoma que se desenvolve a medida que a doenga progride.
Dependendo da extensdo das lesbes renais, os pacientes se submetem a hemodialise
ou ao transplante renal (Sunder-Plassmann, 2006; Torra, 2008).
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As complicagdes cardiacas sao presentes tanto em homens quanto em
mulheres, porém se manifestam mais tardiamente no sexo feminino. S&o
caracterizadas por hipertrofia cardiaca, principalmente hipertrofia ventricular
esquerda, insuficiéncia coronaria, alteracbes na conducgao atrioventricular, arritmias,
dentre outros. Eventos isquémicos e infartos do miocardio também sao observados,
porém em uma incidéncia menor, acometendo cerca de 2% dos pacientes (Linhart,
2006).

As vezes, associados ao envolvimento cardiaco, sdo observados sintomas
como dispneias, obstrucdo das vias aéreas e tosse seca (Magage et al., 2007;
Svensson et al., 2015).

As alteragdes neurologicas na DF envolvem o sistema nervoso central e o
periférico, com depésito de glicoesfingolipideos em células de Schwann, em ganglios
das raizes dorsais e em neurdnios (Schiffman e Moore, 2006).

As modificagdes no sistema nervoso central se manifestam como complicacdes
cerebrovasculares, hemiparesias, tonturas, nauseas, nistagmo, dores de cabecga,
perda de memoria e de consciéncia. Também ¢é descrito o risco aumentado de
acidentes vasculares encefalicos, predominantemente devido a arteriopatia da
circulagao vertebrobasilar (Mitsias e Levine, 1996; Schiffman e Moore, 2006; Moore et
al., 2007; Tuttolomondo, et al., 2013).

Ja a neuropatia periférica, se manifesta como acroparestesias, redugao na
sensagao de calor e frio, e até mesmo alteragdes gastrointestinais, como diarreia, dor
abdominal, nausea, constipacédo, dentre outros (Tuttolomondo, et al., 2013; Zar-
Kessler et al., 2016).

Pacientes com a variante nao classica da doenga permanecem assintomaticos,
no geral, até a vida adulta, sendo também conhecidos como variante cardiaca e
variante renal, manifestando a sintomatologia descrita anteriormente para estes
sistemas (Nakao et al., 1995, 2003; Mehta e Widmer, 2006).
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1.2.5 Tratamento

Desde 2001, o tratamento padrdo para Doenca de Fabry é a terapia de
reposicao enzimatica (TRE), que consiste na infusado intravenosa quinzenal da enzima
recombinante nos pacientes. Existem duas preparagdes da enzima recombinante
disponiveis no mercado: agalsidase alfa, administrada a uma dosagem de 0,2 mg/kg,
e agalsidase beta, administrada a uma dosagem de 1 mg/kg. No Brasil, as duas
preparagdes de enzima recombinante sdo autorizadas para comercializagcao
(Schiffmann et al., 2001; Alegra et al., 2012).

Estudos mostram que o uso da terapia por seis meses é capaz de reduzir os
niveis de Gb3 no plasma, urina e no endotélio capilar, melhorando a estrutura e fungao
de 6rgaos como coragao, pele e rins, reduzindo episédios de dor e melhorando a
qualidade de vida do paciente no geral (Eng et al., 2001; Wilcox et al., 2004; Metha et
al., 2009a; Schiffmann et al., 2000, 2017).

Entretanto, ndo se sabe ao certo os efeitos a longo prazo da TRE e alguns
individuos desenvolvem respostas imunes e efeitos colaterais como febres e rigores.
Como as enzimas recombinantes apresentam meia vida curta, € necessario que a
infusdo seja realizada periodicamente, o que torna o tratamento exaustivo para o
paciente (Wilcox et al., 2004, Motabar et al., 2010; Alegra et al., 2012).

Também nao ha evidéncias da idade ideal para inicio da terapia, que difere de
pais para pais. Em geral, o desenvolvimento dos sinais e sintomas s&o indicativos, de
forma que os beneficios devem ser contrabalanceados com a carga exaustiva do
tratamento (Schiffman et al., 2017).

Juntamente com a TRE, alguns pacientes realizam o tratamento das
comorbidades, visando controle dos sintomas dermatoldgicos, cardiacos, renais e
neurologicos, principalmente.

Sao ministrados farmacos como carbamazepina e gabapentina para o
tratamento das neuropatias, visando a reducdo dos episédios de dor. Alguns
pacientes também fazem uso de medicamentos para controle gastrointestinal e dos
angioqueratomas, por meio de terapias a laser ou com nitrogénio liquido, porém a
eficacia desses métodos nao é muito bem descrita (Lenoir et al., 1977; Argoff et al.,
1998; Mohrenschlager et al., 2003; Eng et al., 2006; Motabar et al., 2010).
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Todavia, o foco principal € o controle das alteragdes cardiovasculares e renais
ja que estas sdo as principais causas de morte prematura entre os pacientes.
Inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), bloqueadores de canais de
calcio, estatinas e betabloqueadores sdo exemplos de farmacos utilizados para esta
finalidade. Quando o paciente atinge estagios finais da faléncia renal, a hemodialise e
o transplante sio alternativas habitualmente utilizadas, porém, estudos mostram que
mesmo apods o transplante bem-sucedido, os prejuizos em érgédos como coragao e
cérebro perduram (Kramer et al., 1985; Eng et al., 2006; Metha et al., 2009b; Motabar
et al, 2010).

1.2.6 Alteragoes comportamentais

Como descrito anteriormente, as DDL apresentam um componente
neurodegenerativo importante, que nos pacientes com DF se manifestam como as
neuropatias, risco aumentado de acidentes vasculares encefalicos e lesbes da
substancia branca do cérebro (Wraith, 2004; Fellgiebel et al., 2005; Moore et al., 2007;
Sigmundsdottir et al., 2014).

O acumulo no Sistema Nervoso Central também exibe componente
neuropsicoldgico importante, que se manifesta como alteragdes de comportamento,
prejuizos cognitivos e transtornos de humor, como ansiedade e depressao (Laney et
al., 2010, Bolsover et al., 2014; Sigmundsdottir et al., 2014).

A depressao € um sinal frequente nos pacientes, no entanto, ndo é
diagnosticado de forma adequada. De 15% a 60% dos pacientes com DF exibem esse
transtorno de humor e, ao contrario do observado na populagéo saudavel, a incidéncia
de depressao na Doenca de Fabry € maior nos homens do que nas mulheres (Grewal,
1973; Cole et al., 2007).

Os prejuizos cognitivos também seguem este padrao: os homens apresentam
menor velocidade no processamento da informacao e desempenho reduzido em
medidas de fungbes executivas como verbalizacao e raciocinio, enquanto as mulheres
apresentam um desempenho semelhante ao de pessoas sem a doenga (Segal et al.,
2010, Sigmundsdottir et al., 2014).
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Além dos transtornos de humor, os pacientes com DF apresentam
comprometimento do ciclo sonol/vigilia.

Talbot et al. (2017) demonstraram por meio de analise polissonografica, que
cerca de 50% dos pacientes com Doenga de Fabry apresentam disturbios
respiratorios do sono e mais de 90% possuem movimento peridodico de membros
inferiores durante o sono.

A sonoléncia diurna excessiva € outra alteragao relatada por cerca de 68% dos
pacientes, superando a incidéncia de outros sintomas classicos da doenca, como
angioqueratomas e acroparestesias (Duning et al., 2009). No cenario clinico, as
causas de sonoléncia diurna sao a apneia obstrutiva do sono e movimento periédico
de membros inferiores durante o sono. Porém, existem outros fatores de risco
associados a esta condicdo como obesidade, depressao, idade, transtornos do sono
relacionados ao ritmo circadiano, uso de medicamentos como benzodiazepinicos,
dentre outros (Slater e Steier, 2012).

Frazen et al. (2015) sugerem que a sonoléncia diurna excessiva na Doenga de
Fabry pode ser consequéncia de uma apneia obstrutiva do sono, devido ao depdsito
de esfingolipidios na musculatura lisa das vias aéreas.

Outros pressupde o desenvolvimento de uma apneia central, causada por uma
perda de substancia branca no cérebro (Robbins et al., 2005; Duning et al., 2013).
Também existe a hipotese de que a sonoléncia diurna excessiva tem relagéao maior
com a depressdo do que com apneia (Frazen et al., 2015). Todavia, a real causa
permanece desconhecida.

O ciclo sonol/vigilia € uma manifestacdo comportamental que apresenta um
forte componente ritmico. A regulagao do sono foi descrita por Borbély, em 1962, pelo
modelo de dois processos. Segundo este modelo, a propensao ao sono depende de
um componente homeostatico (processo S) e de um componente circadiano
(processo C), controlado pelo sistema de temporizagdo — conhecido por “reldgio
biolégico” (Borbély, 1982).

O processo homeostatico é resultado do débito de sono, que aumenta durante
a vigilia e diminui durante o sono, e oscila com uma periodicidade de
aproximadamente 24 horas, apresentando assim, um ritmo circadiano de propensao

ao sono, como esta exemplificado na Figura 4 (Borbély e Achermann, 1999).
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Figura 4. Esquema representativo do modelo de dois processos para
propensao ao sono, processo S (processo homeostatico) e processo C
(processo circadiano). Fonte: Borbély e Achermann, 1999.

1.3 Cronobiologia e ritmos biolégicos

Cronobiologia € a ciéncia que estuda fendmenos temporais na matéria-viva, na
qual esta incluso o estudo dos ritmos bioldgicos.

Ritmos biolégicos sdo fendmenos adaptativos e antecipatérios a mudancgas
periddicas do meio ambiente, resultado da rotagao da Terra ao redor do seu proprio
eixo e do Sol.

Porém, a manifestacdo desses ritmos ndo é somente uma resposta a
mudangas ambientais. Essas oscilagbes sao autossustentadas por um sistema de
temporizagdo enddgeno, de forma que os ritmos biolégicos sao produtos da interagao
entre osciladores endogenos, geneticamente determinados, e pistas ambientais,
chamadas de sincronizadores ou Zeitgebers (Arendt et al., 1989; Reinberg e
Ashkenaz, 2003).

O principal Zeitgeber para os mamiferos € o sinal fético, a variagao entre a
presenca e auséncia de luz, porém outros sinais nao féticos sao capazes de
sincronizar os osciladores endégenos como a alimentagao, sons, odores e até mesmo
o toque (Turek, 1983; Reinberg e Ashkenaz, 2003; Schibler et al., 2003).

Ha mais de 40 anos foi descrita pela primeira vez a estrutura do cérebro
responsavel por interpretar o sinal fético e envia-lo aos outros osciladores enddégenos
do corpo. Essa estrutura é o nucleo supraquiasmatico (SCN), presente no hipotalamo
e, devido ao papel que desempenha, é conhecido também como sincronizador central

ou “marca-passo” (Moore e Eichler, 1972; Dijk e Archer, 2009).
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O SCN recebe projegdes, via trato retino-hipotalamico, de células ganglionares
presentes na retina, que tem a funcdo de captar o sinal luminoso. Uma vez captado
este sinal, as células ganglionares metabolizam um pigmento fotossensivel chamado
de melanopsina, que excita neurénios do trato retino-hipotalamico, cujas eferéncias
vertem ao sincronizador central (Berson et al., 2002; Dijk e Archer, 2009).

Tecidos e o6rgdos periféricos sédo sincronizados por intermédio de sinais
elétricos, neuroquimicos, enddcrinos ou metabdlicos enviados pelo SCN informando
assim, sobre a fase do dia, clara ou escura (Dibner et al., 2010).

Na Figura 5 esta representado este processo de sincronizagao pelo sinal fético

em humanos e roedores, assim como as consequentes manifestacdes ritmicas

derivadas deste sinal.
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Figura 5. Esquema representativo dos efeitos da variagao claro e escuro sobre a retina e
posterior agao na periferia, via nicleo supraquiasmatico. Fonte: Dijk e Archer, 2009.

A oscilagao enddgena responsavel por gerar os ritmos biologicos esta presente
em todas as células nucleadas do organismo e é arquitetada por uma maquinaria
molecular chamada de “genes-reldgio”, composta por algas de feedback positivo e

negativo, que Ihe conferem a caracteristica oscilatéria (Ko e Takahashi, 2006).
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Contudo, somente as células do nucleo supraquiasmatico exibem uma
oscilagdo autossustentada, que se manifesta mesmo isolada do organismo, ao
contrario de células de osciladores periféricos, cujo ritmo é amortecido apds alguns
ciclos (Yamazaki, 2000).

Por isso, a acdo do SCN é imprescindivel para a manutencdo da ordem
temporal interna - sequéncia temporal entre os ritmos biolégicos - que garante a
coordenacao dos processos através do seu papel como sincronizador central.

Os ritmos biologicos sao ubiquos na natureza, sendo observados em
organismos unicelulares e multicelulares e quando apresentam um periodo de 24 + 4
horas sdo chamados ritmos circadianos.

Um exemplo de ritmo circadiano é o de atividade e repouso, do ciclo
sono/vigilia. Apesar do ritmo do ciclo sono/vigilia ser o ritmo circadiano mais evidente
outros como variagao da temperatura corporal, secregao hormonal, performance
cognitiva, fungdo cardiometabdlica e humor também s&o descritos na literatura
(Pittendrigh, 1960, Arendt et al., 1989).

Dependendo da forma como o organismo do individuo se adapta ao periodo de
24 * 4 horas aliado a maquinaria molecular responsavel pela geragao oscilatéria, séo
observados fendtipos circadianos distintos, chamados de cronotipos (Kerkhof, 1985;
Roenneberg, 2015; Fischer et al., 2017).

Os ritmos circadianos estdo submetidos as preferéncias individuais
determinadas pelos cronotipos, ou seja, os seus valores de maximo € minimo diferem
de acordo essas preferéncias (Kerkhof, 1985; Fischer et al., 2017). Por exemplo, perfis
mais tardios, conhecidos como vespertinos, vao dormir mais tarde que perfis menos
tardios, conhecidos como matutinos.

Os cronotipos sao determinados geneticamente por uma rede de genes, porém
outros fatores como género e idade sao capazes de influenciar na sua manifestacéao
(Duarte et al., 2014; Fischer et al., 2017; Kalmbach et al., 2017).

A manifestacao diferenciada dos perfis circadianos € refletida no horario de
dormir e também em outros ritmos como a variagao da temperatura corporal e a
biossintese de melatonina, conhecidos como cronobidticos ou marcadores de
ritmicidade biolégica. Na espécie humana, a propensao ao sono é facilitada durante a
fase de sintese de melatonina e nos valores minimos da temperatura corporal (Borbély
e Achermann, 1999; Lewy, 1999; Arendt, 2006).
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1.3.1 Melatonina

A melatonina é um metoxiindol encontrado em diversos organismos na
natureza como bactérias, plantas, seres unicelulares, invertebrados e vertebrados
(Claustrat et al., 2005; Arendt, 2006; Cipolla-Neto et al., 2014).

Em mamiferos, a melatonina é sintetizada pela glandula pineal e também em
orgaos extra pineais, como retina e trato gastrointestinal. Em condigdes fisiologicas,
sua biossintese ocorre durante a noite, na fase escura do dia, e seu ritmo endégeno
de producgao é orquestrado pelo nucleo supraquiasmatico, sendo suprimido pela luz.
Dessa maneira, sua sintese expressa um ritmo circadiano que esta fortemente
sincronizado com a fase noturna e a auséncia de luz, desempenhando papel de
Zeitgeber endogeno na manifestagcdo de outros ritmos biolégicos, como da
temperatura corporal e do ritmo de atividade e repouso (Huether, 1993; Claustrat et
al., 2005; Cipolla-Neto et al., 2014).

Apos a captacdo do sinal fotico pelas células da retina, ha um aumento de
atividade dos neurbnios do nucleo supraquiasmatico, que liberam acido gama-
aminobutirico (GABA), inibindo a via de comunicagao entre o sincronizador central e
a glandula pineal. Com a reduc¢ao do sinal luminoso, na fase escura do dia, a atividade
dos neurdnios do SCN também diminui, reduzindo a liberagdo de GABA e permitindo
a comunicagdo do sincronizador central com a glandula. Essa comunicagao é
realizada pelo neurotransmissor noradrenalina, cuja ligacéo aos receptores a1 e (31
adrenérgicos estimulam a biossintese de melatonina pela glandula pineal (Figura 6)
(Reiter et al., 1991; Wagner et al., 1997; Moore e Silver, 1998).

Noradrenaline
‘v Pineal

Figura 6. Neurotransmissdao envolvida na biossintese de melatonina em
roedores. Fonte: Richter et al., 2004.
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A biossintese de melatonina depende de seu precursor, 0 aminoacido
triptofano, que é convertido em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano hidroxilase.
Em seguida ha a conversao em serotonina por uma descarboxilase de aminoacidos
aromaticos. A partir da serotonina, a melatonina é formada por reacées catalisadas
por duas enzimas: uma acetiltransferase - AANAT, enzima passo limitante - e uma
metiltransferase — HIOMT (Figura 7) (Wurtman et al., 1963; Reiter et al., 1991). Apos
sua biossintese, a melatonina atinge a circulagdo sanguinea e outros fluidos como a
saliva; é metabolizada no figado e excretada, principalmente, como 6-

sulfatoximelatonina na urina (Reiter et al., 1991; Arendt, 2006; Cipolla-Neto et al.,

2014).
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Figura 7. Esquema representativo da biossintese de melatonina nas células
da glandula pineal apds estimulagao adrenérgica. Fonte: Jones et al., 2015.

A melatonina também desempenha papel antioxidante, sendo capaz de
neutralizar espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxila e o peréxido de
hidrogénio, e estimular a atividade de enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase. Também pode aumentar a
eficiéncia da fosforilagéo oxidativa na mitocondria, reduzindo o escape de elétrons e
ampliar a eficiéncia de outros agentes antioxidantes, como a das vitaminas E e C
(Reiter et al., 1997, 2003; Mayo et al., 2002).
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Além das suas agdes como organizador circadiano e modulador fisiolégico do
organismo, a melatonina possui efeito sobre transtornos de humor e performance
cognitiva.

Furio et al. (2007) demonstrou que administragdo de melatonina para pacientes
com doenga de Alzheimer foi capaz de promover uma melhora tanto na qualidade do
sono quanto no desempenho cognitivo dos pacientes (Furio et al., 2007).

Individuos que apresentam transtorno depressivo exibiram redugao nos niveis
séricos de melatonina e a administracdo de agonistas de melatonina aos pacientes
possuiu efeito antidepressivo (Brown et al., 1987; Dubovsky e Warren, 2009).

Esse resultado também é observado em modelos animais: animais knockout
para o receptor de melatonina apresentam caracteristicas de um comportamento tipo
depressivo e quando administrada melatonina para esses animais, observa-se uma
melhora no desempenho no teste de nado forcado, o que indica uma acgao

antidepressiva da melatonina (Overstreet et al., 1998; Weil et al., 2006).

1.4. Ritmos biolégicos e Doen¢a de Fabry

Em estudos realizados pelo nosso grupo foi observada auséncia de oscilagao
na expressdo de “genes-relégio”, componentes do sistema de temporizagdo de
fibroblastos em culturas de pacientes com DF. Nao obstante, a inibigao lisossémica
aguda e crénica, acarretou em avango de fase na expressdo de genes-reldégio em
cardiomiocitos, o que sugere um papel do lisossomo na regulagdo da maquinaria
molecular do sistema de temporizacédo (dados nao publicados).

A relagdo entre lisossomos e sistema de temporizacdo pode ir além da
maquinaria molecular, de forma que a alteragcdo metabdlica da Doenga de Fabry,
causada pela disfuncao lisossémica pode influenciar o funcionamento de estruturas
como o nucleo supraquiasmatico, impactando, dessa forma a ritmicidade biolégica dos
pacientes. Estas alteracbes poderiam se manifestar na forma de modificagdes
comportamentais do ritmo de atividade e repouso e nos ritmos dos cronobidticos,
melatonina e temperatura corporal.

Estudos realizados com pacientes com MPS, outro tipo de DDL, sugerem uma
alteracao ritmica nesses individuos, com inicio de atividade mais tardio acompanhado
de um aumento dos niveis de 6-sulfatoximelatonina durante o dia, o que indica uma

inversao de fase nesses pacientes (Guerrero et al., 2006).
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Modelos animais para MPS também apresentam uma inversédo de fase, com
aumento de atividade durante a fase clara do dia - fase de repouso para roedores -, 0
qgue corrobora a hipotese de alteracgao ritmica como consequéncia de uma disfungao
lisossdmica (Canal et al., 2010). Nesses modelos animais ha um comprometimento
na retina (Heldermon et al., 2007), que pode ser uma possivel explicagdo para a
inversao de fase observada.

As alteracbes observadas para as MPS’s podem estar relacionadas com
modificagdo da ordem temporal interna, dos ritmos biolégicos e consequente
modificagdo no padréo de biossintese da melatonina, e talvez, na manifestagao de
outros ritmos biolégicos como a variagao da temperatura corporal, o que pode explicar
o comprometimento do ciclo sonolvigilia na DF, representado pelos disturbios
respiratérios, movimentos durante a noite e sonoléncia diurna excessiva (Duning et
al., 2009; Talbot et al., 2017).

A alta incidéncia de depressao nos pacientes também corrobora essa hipotese.
Como descrito anteriormente, os niveis de séricos de melatonina estdo reduzidos em
sujeitos com depressao, o que sugere uma alteragao ritmica consequente do disturbio
de humor (Brown et al., 1987).

Além das alteracdes ritmicas mais evidentes, outras fungdes desempenhadas
pela melatonina podem estar prejudicadas na DF, como sua agdo antioxidante. E
descrito na literatura um aumento dos niveis de glutationa plasmatica e na atividade
da catalase em pacientes com DF, o pode estar relacionado com um desequilibrio da
acao antioxidante da melatonina (Mdller et al., 2012).

Considerando as alteragdes comportamentais, principalmente do ciclo
sono/vigilia na Doenca de Fabry e as relagdes descritas entre ciclo sono/vigilia, ritmos
biolégicos e melatonina, nesse trabalho, procuramos avaliar a ritmicidade biolégica de
pacientes com Doencga de Fabry, investigando ritmo de atividade e repouso e de

melatonina nestes individuos.
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2 OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi investigar se a disfungéo lisossémica
presente na Doenga de Fabry exerce algum efeito sobre o sistema de temporizacéo e

na manifestagao dos ritmos biolégicos nos pacientes.

2.1 Objetivos especificos

i. Avaliar parametros subjetivos de qualidade de sono e de cronotipo de
pacientes com Doenga de Fabry e compara-los com individuos
saudaveis, sem a doenca.

ii.  Avaliar o perfil ritmico de atividade e repouso de pacientes com Doenca
de Fabry e compara-los com individuos saudaveis, sem a doenca.

iii.  Avaliar o perfil diario de melatonina na Doenga de Fabry.



3 METODOS
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3 METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Sdo Paulo de acordo com a resolugcdo CNS 466/12
conforme parecer numero 0512/2016 (Anexo 2).

Todos os participantes maiores de 18 anos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3). Os participantes menores de
18 anos assinaram o Termo de Assentimento (Anexo 4) e 0s seus responsaveis, 0
TCLE.

3.1 Casuistica

Estudo analitico, do tipo caso-controle, no qual foram avaliados os ritmos de
atividade e repouso, temperatura corporal periférica e os perfis diarios de 6-
sulfatoximelatonina e de melatonina salivar como potenciais fatores associados a
possivel alteragao de ritmicidade bioldgica nos pacientes com Doencga de Fabry.

Os pacientes foram recrutados no Centro de Referéncia em Erros Inatos do
Metabolismo (CREIM), no setor de Genética e Erros Inatos do Metabolismo do
Departamento de Pediatria da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Nao foi realizado calculo de amostra devido a caracteristica da doenca —

doenca rara — e pela falta de literatura para ser tomada como base.

3.1.1 Delineamento experimental

Os voluntarios foram convidados a participar da pesquisa pela pesquisadora
responsavel e apos assinatura do TCLE ou do Termo de Assentimento, eram
solicitados a responder trés questionarios, usar o actigrafo e a coletar urina e saliva.
Essas etapas ndo eram dependentes, ou seja, o voluntario podia responder aos
questionarios e fazer as coletas, porém n&o aceitar usar o actigrafo, por exemplo.

Os individuos que aceitaram realizar todas as etapas do delineamento

experimental seguiram a sequéncia representada no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1. Esquema do delineamento experimental. Os questionarios foram aplicados no
dia imediato do inicio da actigrafia e as coletas de urina e saliva foram realizadas entre o inicio
e término do registro. No dia seguinte ao término das coletas de urina e saliva, as amostras
foram trazidas ao laboratério.

No dia do recrutamento, apds assinatura do TCLE, os voluntarios preencheram
uma ficha com dados pessoais e com algumas questdes referentes ao peso, altura,
uso de medicacao continua e da TRE (Anexo 5).

Entdo, responderam aos questionarios e deram inicio ao uso do actigrafo,
durante no minimo 10 dias. Durante o periodo de registro da actigrafia, realizaram a
coleta de urina e saliva e as amostras foram trazidas ao laboratério no dia seguinte ao
término dessas coletas. Para auxiliar no entendimento dos procedimentos, os
voluntarios receberam um folheto de instrucbes, elaborado pela pesquisadora
responsavel (Anexo 6).
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Todos voluntarios foram submetidos ao mesmo delineamento experimental. O
grupo caso nao foi recrutado concomitantemente com os controles e dois pacientes
se recusaram a participar do estudo. O recrutamento do grupo caso foi realizado entre
setembro de 2016 e maio de 2017 e do grupo controle entre dezembro de 2016 e maio
de 2017, de forma que este recrutamento ocorreu entre o inicio e término do horario
de verao (outubro de 2016 a fevereiro de 2017).

ApOs periodo de transigdo entre o inicio e término do horario de verédo as
coletas foram paralisadas e retomadas trés semanas pos-transicido afim de evitar
possiveis vieses, pois € descrito na literatura que sdo necessarios aproximadamente
14 dias para adaptagéo ao novo horario (Umemura, 2015).

Cinco individuos do grupo caso fizeram o registro da actigrafia na transigao
para o inicio de horario de verdo. Destes individuos, quatro realizaram as coletas de
urina e saliva um dia apds a transicao e, por esse motivo, iniciaram a coleta de urina
as 20:00 e terminaram as 20:00 do dia seguinte e realizaram a coleta de saliva as
20:00 e terminaram as 22:00.

O voluntario restante fez a coleta trés semanas ap6és a transicao.

3.1.2 Participantes

O grupo caso foi formado por pacientes maiores de 16 anos, do género
masculino ou feminino, com diagndstico bioquimico e molecular comprovados,
estando ou ndo submetidos a terapia de reposi¢cdo enzimatica.

O critério de classificagao do grupo caso em variante classica ou nao classica
foi realizado baseando-se na idade de inicio dos sintomas, informagao obtida do
prontuario dos pacientes. Caso essa informacao estivesse ausente, foi realizada uma
pesquisa pelo gendtipo no Fabry Database (http.//fabry-database.org/mutants).

No Anexo 7 consta a descricdo mais detalhada do grupo caso com a
classificacdo em variante classica ou nao classica, de acordo com os critérios

descritos anteriormente.
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O grupo controle foi formado por amostragem de conveniéncia, recrutado da
propria comunidade, também formado por maiores de 16 anos. Os controles foram
pareados individualmente com os casos que aceitaram realizar a actigrafia, ou seja,
um controle para cada paciente que usou o actigrafo. Os critérios de pareamento

foram género e idade, com variagdo maxima de trés anos para mais ou para menos.

3.1.2.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo foram: idade maior ou igual a 16 anos, ambos 0s

géneros e o diagndstico bioquimico e molecular de Doenga de Fabry.

3.1.2.2 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao desse estudo foram o uso prévio ou atual de analogos
de melatonina, de alcool ou outras drogas ilicitas, gestacao, diagndstico de doencgas
crbnicas sistémicas e idade menor que 16 anos. Voluntarios que solicitaram a retirada
do TCLE em qualquer fase ou que nao conseguiram entender as instrugées do
delineamento experimental foram retirados. Nenhum dos voluntarios realizou viagens
transmeridionais ou trabalho noturno no més que antecedeu sua entrada no estudo.

Para o grupo controle, também foram critérios de exclusao o diagnostico prévio
de transtornos de humor e uso atual de farmacos das classes dos betabloqueadores,
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), inibidores da ECA e
antagonistas do receptor de angiotensina (ARA), medicamentos que interferem na

biossintese de melatonina (Minneman e Wurtman, 1976; Campos et al., 2013).

3.2 Questionarios

Todos os questionarios foram aplicados uma unica vez, pela pesquisadora

principal, no dia imediato de inicio do uso do actigrafo.
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3.2.1 Escala de Sonoléncia Diurna Excessiva (Epworth Sleepiness Scale —
ESS)

Elaborada em 1991 por Johns, a escala ESS refere-se a possibilidade de
cochilar em oito situagdes cotidianas, sendo dessa forma, utilizada para mensurar
sonoléncia diurna (Anexo 8). Para este estudo, foi aplicado o questionario validado
para a lingua portuguesa (Johns, 1991; Bertolazi et al., 2009).

Os escores foram calculados de acordo com padronizagao descrita no método
original, de forma que resultados de escores globais menores ou iguais a 10 foram
considerados como sonoléncia diurna normal e entre 11 e 24, como sonoléncia diurna

patolégica (Johns, 1991).

3.2.2 Questionario de identificagado de individuos matutinos e vespertinos

(Morningness-eveningness questionnaire - MEQ)

O questionario MEQ foi descrito por Horne e Ostberg em 1976 e refere-se a
determinacao de diferencas individuais em fenétipos circadianos, denominados como
preferéncias diurnas ou cronotipos (Anexo 9). Para este estudo, foi aplicado o
questionario validado para lingua portuguesa (Horne e Ostberg, 1976; Silva et al.,
2002).

Os escores foram calculados de acordo com padronizagao descrita no método
original, de forma que resultados de escores globais entre 16 e 30 foram considerados
como vespertino extremo, entre 31 e 41 como vespertino, entre 42 e 58 como
intermediario, entre 59 e 69 como matutino e entre 70 e 86 como matutino extremo
(Horne e Ostberg, 1976).

3.2.3 indice de qualidade de sono (Pittsburgh Sleep Quality Index — PSQlI)

O indice de qualidade de sono refere-se a determinacdo da qualidade e de
transtornos do sono. O questionario € composto por componentes de qualidade
subjetiva, laténcia, duracao, eficiéncia, transtornos do sono, transtornos diurnos e uso
de medicacao para dormir (Anexo 10). Para este estudo, foi aplicado o questionario
validado para lingua portuguesa (Buysse et al., 1989; Bertolazi et al., 2010)
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Os escores foram calculados de acordo com padronizagao descrita no método
original, de forma que resultados de escores globais menores ou iguais a 5 foram
considerados como qualidade de sono boa e maiores que 5 como qualidade de sono
ruim, o que indica dificuldades maiores em pelo menos dois componentes do teste ou

dificuldades moderadas em mais de trés componentes (Buysse et al., 1989).

3.3 Diario de atividade

O diario de atividade foi preenchido pelo voluntario, uma vez ao dia durante os
dias de uso do actigrafo. As instru¢cdes quanto ao preenchimento foram realizadas no
dia imediato do inicio do uso do actigrafo e foi feito um acompanhamento via telefone
para sanar eventuais duvidas e dificuldades.

O diario de atividade era composto por duas secbes, uma secao de
preenchimento do horario de inicio e término de atividades cotidianas como trabalho
e atividade fisica e uma segunda segao com perguntas subjetivas referentes ao sono
da noite anterior e cansago no inicio e no fim do dia (Anexo 11).

Para analise das questdes foi feita um média por individuo dos dias de semana
e dos finais de semana e feriados. Para as questdes 1 e 2 foram considerados como
dias de semana as noites de domingo para segunda-feira até quinta-feira para sexta-
feira. Os finais de semana correspondem as noites de sexta-feira para sabado e de
sabado para domingo. Para os feriados, foi considerada a noite que antecedeu o dia
do feriado.

Para as questdes 3, 4 e 5 foram considerados como dias da semana de

segunda a sexta-feira e finais de semana sabado e domingo.

3.4 Registro actigrafia: atividade e repouso e temperatura corporal

periférica

Ap0s a aplicagao dos questionarios, os voluntarios foram convidados a realizar
o registro diario de atividade e repouso e de temperatura corporal periférica utilizando
o actigrafo de pulso.
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Nesse estudo foi padronizado o uso dos actigrafos ActTrust da marca Condor
Instruments (Figura 8) por no minimo, 10 dias, incluindo pelo menos um final de
semana. Os voluntarios foram acompanhados regularmente via telefone para
esclarecimento de eventuais duvidas e relato de queixas.

As instrucdes quanto ao uso do aparelho foram feitas pela pesquisadora
principal, no dia imediato de inicio da actigrafia. Os voluntarios foram instruidos a
utiliza-lo no pulso do brago contra dominante e exposto a luminosidade.

A retirada do aparelho para atividades corriqueiras do dia a dia n&o era
necessaria, porém os voluntarios foram alertados de remové-lo para banho, apesar
do dispositivo ser a prova d’agua. A retirada do actigrafo deveria ser registrada pelo
botdo de “evento” no aparelho e no diario de atividade. Em caso de alergia, a

pesquisadora principal foi notificada e o uso suspenso imediatamente.

Sensor de luz

Botao de evento
Sensor de

temperatura

Figura 8. Modelo de actigrafo utilizado neste estudo, no qual estido
representados os sensores de luz e temperatura e o botdao de evento. Fonte:
Condor Instruments.

Os actigrafos realizam o registro de atividade ou repouso por meio de um
sensor chamado de acelerdmetro, que € integrado a um processador de sinal. Esse
processador considera o grau e a intensidade de movimento para gerar uma corrente
elétrica, que o aparelho traduz como “Contagem”.

O registro de temperatura é realizado de forma semelhante por sensores
presentes na superficie interna do dispositivo, como € possivel observar na Figura 8.

Os dados de atividade e de temperatura obtidos a partir do registro de actigrafia
foram transferidos ao programa recomendado pelo fabricante, ActStudio por
intermédio de um adaptador USB, ActDock, ambos da marca Condor Instruments.
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3.4.1 Pré-analise dos dados: parametros ritmicos

Como descrito anteriormente, o dispositivo registra a atividade e repouso como
contagem de atividade por minuto. Esses valores foram convertidos para contagem
por hora, ou seja, os valores entre as 06:01 e 07:00 foram somados e esta soma
corresponde a contagem de atividade as 07:00 e assim por diante. Esse procedimento
foi repetido em todos os dias para todos os individuos. Para essa analise, foi
padronizado para todos os individuos o horario de inicio e de término de registo da
actigrafia as 6:00

Para os valores de temperatura periférica, o procedimento adotado foi o
mesmo, porém, foi feita a média dos registros por hora, e ndo a soma. Afim de evitar
dados espurios derivados da retirado do actigrafo, os valores nulos, de atividade e
temperatura, foram substituidos pela média dos outros dias correspondente ao
mesmo horario.

Os parametros ritmicos avaliados foram periodo, acrofase, mesor, amplitude e
porcentagem de variagao.

O periodo, calculado pelo método do Periodograma, refere-se ao tempo de
duracdo de um determinado fenébmeno ritmico. Acrofase, mesor e amplitude sao
parametros obtidos a partir de um ritmo que se ajusta a uma curva cosseno, obtidos
por meio do método Cosinor. A representacdo grafica desses parametros esta
exemplificada na Figura 9.

Nesse estudo foi padronizado o uso do programa El Temps para a analise pelo
método do Periodograma e do Cosinor. Os dados foram considerados apenas quando

o nivel de significancia era menor ou igual a 5% (Diez-Noguera, 2013).
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T Acrophase, ¢ : Period, T

Amplitude, A

MESOR, M
[Midline Estimating
Statistic Of Rhythm)

Time —

Reference time

Figura 9. Representacao grafica dos parametros ritmicos obtidos a partir da analise
pelo método do Cosinor. Fonte: Cornelissen, 2014.

Mesor (M) é acrénimo para Midline Estimating Statistic Of Rhythm e representa
o valor médio da variavel que esta sendo investigada. Amplitude representa a
distancia entre mesor e o valor maximo ou minimo, e, acrofase é a fase na qual
determinada variavel ritmica atinge o seu valor maximo em relagéo a uma referéncia
temporal fixa. A porcentagem de variagao (PV) é calculada também pelo método do
Periodograma, e indica a estabilidade e proeminéncia de um determinado ritmo
(Refinetti et al., 2007; Diez-Noguera, 2013; Moraes et al., 2013).

Também foram analisados os actogramas de atividade motora e temperatura
periférica de cada voluntario. Actogramas sao representacdes graficas do padrao de
atividade e inatividade de um individuo. Neste estudo, foi padronizado para
representacao grafica dos actogramas o nascer do sol as 07:00 e o p6r do sol as
19:00, como é possivel observar no Anexo 14. Porém, o registro médio de nascer e
por do sol no periodo de coleta foi as 05:53 e 18:19, respectivamente.

Afim de analisar quao homogéneas e estaveis eram as acrofases médias de
cada grupo, foi aplicado o teste de Rayleigh z, também do programa E/ Temps, que
quantifica a uniformidade da distribuigdo por intermédio de um vetor (r). Quanto mais
préximo de 1, maior coeréncia entre as acrofases dos individuos do grupo. Quanto
menor o valor de r, menos coerentes sdo essas fases. S6 foram considerados os

valores de r cuja significancia foi menor ou igual a 5% (Moraes et al., 2013).
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3.4.2 Pré-analise dos dados: meio periodo de sono

Outra forma de avaliacido da fase circadiana € pelo meio periodo de sono, que
corresponde ao horario da metade da duragao do sono naquela noite (Kantermann e
Burgess, 2017).

Para esse calculo foram avaliados o horario de inicio, de término do sono e
WASO (wake time after sleep onset), que corresponde ao tempo acordado apds o
inicio do sono. Essa etapa foi realizada para todos os individuos e em todos os dias
que eles permaneceram com o actigrafo.

Os dados utilizados para essa analise foram obtidos a partir do programa
ActStudio. Para os voluntarios que fizeram o registro durante a transi¢cdo do horario
de verao, foi adicionada uma hora ao horario do meio periodo de sono apés o inicio
do novo horario.

A analise do meio periodo de sono foi semelhante a feita para as questdes do
diario de atividade. Foi calculada uma média para o meio periodo de sono durante os
dias da semana e outra, para os finais de semana e feriados. As noites consideradas
como dias de semana e como finais de semana e feriados foram as mesmas do que

foi descrito anteriormente para as questdes 1 e 2 do diario de atividade.

3.5 Coleta de urina e dosagem de 6-sulfatoximelatonina

Como descrito anteriormente, a melatonina € conhecida como marcador de
ritmicidade biolégica, ja que sua biossintese apresenta um perfil caracteristico de pico
durante a fase escura do dia e auséncia de producéo na fase clara do dia.

Por ser um método nao invasivo e de facil acesso, neste estudo, foi padronizada
a dosagem do metabdlito da melatonina na urina, 6-sulfatoximelatonina, como forma
de aferir o perfil diario de biossintese de melatonina nos voluntarios (Lushington et al.,
1996).

No dia imediato de inicio da actigrafia, os voluntarios foram convidados a
realizar a coleta de urina para dosagem de 6-sulfatoximelatonina e receberam dois
coletores de urina 24 horas. As instrucdes quanto as coletas foram feitas nesse
mesmo dia e relembradas no dia da coleta, via telefone (Anexo 6).
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A coleta foi realizada pelo voluntario, na sua propria residéncia, durante 24
horas continuas em dois momentos: Dia e Noite. No coletor denominado Dia, o
voluntario foi instruido a coletar toda a urina produzida da segunda urina da manha
até as 19:00. Entdo, deveria trocar para o coletor Noite, no qual ele faria toda a urina
a partir das 19:00 até a primeira urina da manha do dia seguinte (Fluxograma 1).

Nao foi padronizado o dia de inicio da coleta, porém estes foram instruidos a
nao realizarem durante o final de semana, afim de evitar possivel viés. Ficou a critério
do voluntario o momento que daria inicio a coleta, Dia ou Noite, porém estes foram
instruidos que a partir do inicio, esta deveria ser feita durante 24 horas continuas sem
interrupgéo. Apds o término da coleta, os voluntarios foram orientados a armazenar
as amostras em geladeira comum, até o momento de a trazerem ao laboratdrio.

No dia seguinte ao término da coleta, os recipientes foram trazidos ao
laboratdrio, foi aferido o volume total de urina presente em cada um, feitas aliquotas
em tubos tipo falcon de 15 ml e armazenadas no freezer a -80°C para posterior
dosagem.

A dosagem de 6-sulfatoximelatonina foi realizada por meio do ensaio de
imunoabsorgdo enzimatico (ELISA) pelo método colorimétrico com kit da /BL
International. O ensaio foi feito em uniplicata e de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Afim de evitar possiveis vieses derivados de variagdes individuais na
biossintese de melatonina (Follenius et al., 1995), os dados obtidos a partir da
dosagem de 6-sulfatoximelatonina foram convertidos a porcentagem de carga
excretada durante o dia e durante a noite.

Também é descrito na literatura que o montante de 6-sulfatoximelatonina
excretada varia de acordo com idade e com o0 momento do dia em individuos
saudaveis. Por isso, foi calculada uma razdo de excrecédo de 6-sulfatoximelatonina
noite/dia e, controles com valores fora do intervalo correspondente a sua idade,
descrito por Mahlberg et al., foram excluidos da analise de 6-sulfatoximelatonina
(Mahlberg et al., 2006).
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3.6 Coleta de saliva e dosagem de melatonina salivar

A dosagem de melatonina salivar foi realizada com a finalidade de avaliar o
ponto de inflexdo na curva de secregcéo desta molécula - dim-light melatonin onset
(DLMO), importante marcador de fase para o sincronizador central.

Os voluntarios foram instruidos a coletar a saliva na mesma noite da coleta de
urina Noite, em intervalos regulares de 30 minutos, das 19:00 até as 21:30 em tubos
plasticos com algodao especificos para coleta de saliva (Salivette®). A orientagcao
sobre o procedimento foi realizada no dia imediato do inicio da actigrafia e relembrada
no dia da coleta, via telefone (Anexo 6).

Os voluntarios foram instruidos a colocar o algodao presente no interior do
Salivette® sob a lingua e aguardar por cerca de 2 minutos. Caso preferissem, também
poderiam mastigar para estimular o fluxo de saliva. Por pelo menos 30 minutos antes
e durante o periodo de coleta, foram orientados a ndo fumar, mascar chiclete ou tomar
café. Assim como para a urina, os voluntarios foram instruidos a armazenar os tubos
plasticos com as amostras de saliva em geladeira comum até o dia seguinte, quando
as trariam para o laboratorio.

No dia seguinte da coleta, as amostras de saliva foram trazidas ao laboratério,
centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos a 4°C, aliquotadas em tubos de micro
centrifuga da cor ambar de 2 ml e armazenadas no freezer a -80°C. A dosagem de
melatonina salivar foi feita em uniplicata por meio do ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA) pelo método colorimétrico de acordo com as instrugbes do
fabricante, IBL International.

Os valores do DLMO foram calculados quando a concentragao de melatonina

na saliva atingiu valor de 3 pg/ml (Molina e Burgess, 2011).

3.7 Analise estatistica

Neste estudo, foi padronizado o uso do programa STATISTICA (StatSoft,
versao 10.0 para a andlise estatistica. Em todas as analises foram considerados como
fatores preditores categoricos o género, grupo, terapia e uso de medicacdo que
interfere na biossintese de melatonina (farmacos das classes dos betabloqueadores,
ISRS, inibidores da ECA e ARA).
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As categorias referentes a cada fator estdo expostas no Quadro 1. O unico fator

preditor continuo considerado foi a idade.

Quadro 1. Fatores preditores e suas respectivas categorias utilizados para andlise estatistica.

Preditor categérico Categorias
Género Masculino Feminino
) Fabry com variante
Fabry com variante B .
Grupo Controle i ) nao classica - FB ndo
classica - FB classico o
classico
Fabry que ndo faz Fabry que faz TRE -
TRE Controle
TRE - FB ndo TRE FB TRE
Fabry que néo utilizam Fabry que utiliza
continuamente continuamente
farmacos das classes  farmacos das classes
Medicagao Controle

descritas
anteriormente - FB

néao medicacéo

descritas
anteriormente — FB

medicagdo

O nivel de significancia adotado nesse estudo foi menor ou igual a 5% (p <
0,05).

Para as variaveis continuas, foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk, afim
de testar a normalidade das variaveis, e de Levene, a fim de testar a homogeneidade
das variaveis. As variaveis que apresentaram nivel de significaAncia menor ou igual a
5% para ambos testes descritos anteriormente, foram padronizadas pelo z-score. Para
as variaveis de medidas repetidas, além destes dois testes, foi aplicado o teste de
Mauchly, afim de avaliar a esfericidade das variaveis. Caso elas nao fossem esféricas,
foi utilizada a analise multivariada e ndo a de medidas repetidas.

Para avaliar o efeito dos fatores preditores sobre as variaveis dependentes, foi
aplicado o modelo linear geral (GLM). Dependendo do numero de variaveis
dependentes foram aplicados GLM univariado, multivariado ou de medidas repetidas.

Para os escores globais dos questionarios, foi aplicado o GLM univariado,
tendo como variaveis dependentes os valores de escores globais obtidos em cada
questionario aplicado, de sonoléncia diurna, de cronotipo e de qualidade de sono.

Para os parametros ritmicos de atividade e temperatura, foi aplicado o GLM
multivariado, cujas variaveis dependentes sao periodo, mesor, acrofase, amplitude e
PV.
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Para comparacéo entre os valores de vetor médio (r) do teste de Rayleigh z, foi
aplicado o teste t de Student. Afim de evitar erros do tipo | (“falsos positivos”), foi feita
a Correcao de Bonferroni, que consiste em ajustar o nivel de significancia em relagao
ao numero de grupos avaliados. Apenas para as comparagdes dos valores de r do
teste de Rayleigh z, o valor de significancia adotado foi de 1,7%.

O GLM de medidas repetidas foi aplicado para avaliar o meio periodo de sono
(variaveis dependentes: meio periodo de sono nos dias de semana e nos finais de
semana e feriados), para avaliar as questdes do diario de atividade (variaveis
dependentes: notas dias da semana e nos finais de semana e feriados) e para avaliar
a dosagem de 6-sulfatoximelatonina (varidveis dependentes: porcentagem de carga
excretada durante o dia e durante a noite). Como s&o analises de medidas repetidas,
foi incluso também o fator tempo, que indica a diferenca de variancia observada entre
as variaveis dependentes.

Para a analise associagcdo dos questionarios foi aplicado o teste do Qui-
Quadrado e a identificagao das categorias responsaveis pelo resultado significativo foi
feita pela analise do residuo ajustado (menores que -2 e maiores que 2). Quando a
frequéncia esperada era inferior a 1 ou mais de 20% das células apresentaram
frequéncia esperada inferior a 5, considerou-se o valor do teste exato de Fisher.

Os testes a posteriori de comparagdes multiplas utilizados neste estudo foram
o de Duncan — para testes independentes — e o de Newman-Keuls — para os testes
de medidas repetidas.

Para quantificar a magnitude dos efeitos do GLM foi utilizado o teste de Cohen
d (d) de Lenhard e Lenhard (Cohen, 1988; Lenhard e Lenhard, 2016), cuja
interpretacédo dos valores esta descrita na Tabela 1.

A quantificacdo do grau da associacao, foi feita por meio das medidas de
associagao V de Cramer (V) para tabelas maiores que 2x2 ou pelo Phi (¢), para

tabelas 2x2, cuja interpretacdo também esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Descrigao da interpretagdo das medidas de associagdo e dos tamanhos de efeito.

Magnitude do tamanho de efeito/associagao V de Cramer/Phi Cohend
Pequena 0,1 0,2
Moderada 0,3 0,5

Grande 0,5 0,8
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O teste de correlacdo utilizado foi o linear de Pearson (r) e sua interpretacéao foi
feita de acordo com o descrito por Mukaka. Valores de r entre 0,3 e 0,5 foram
considerados como correlacdo baixa, entre 0,5 a 0,7 como moderadas, entre 0,7 € 0,9

altas e maiores que 0,9 como muito altas (Mukaka, 2012).
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4 RESULTADOS

O grupo caso foi composto por 23 individuos, 16 com a variante classica (11
em TRE, 10 mulheres) e 7 com a variante nado classica (4 em TRE, 6 mulheres).

A média de idade do grupo caso com variante classica é de 36,4 + 3,0 anos
(1C95 30,2 —42,5) e do grupo caso com variante nio classica de 44,0 £ 4,6 anos (1C95
34,7 — 53,7). O tempo médio de TRE foi de 2,7 anos, com minimo de 1 ano e maximo
de 9 anos.

O grupo controle foi composto por 14 individuos (10 mulheres), com média de
idade de 42,4 + 3,2 anos (IC95 35,9 — 49,0).

Descricao mais detalhada da amostra esta representada nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Classificagdo por faixa etaria dos grupos caso e controle do género masculino. O grupo
caso esta referenciado como FB classico ou FB n&o classico, de acordo com a classificagcdo em
variantes classica ou nao classica dos pacientes. O uso de terapia de reposi¢do enzimatica sera
referenciado como FB TRE e sua auséncia, FB ndo TRE.

Homens
FB classico FB nao classico
Controle
Faixa etaria
TRE Nao TRE TRE Néao TRE Total

Adolescente (10-19) - 1 - - - 1
Jovem (20-24) 1 1 - - - 2
Adulto (25-59) 3 4 - 1 - 8
Idoso (= 60) - - - - - -

Total 4 6 -- 1 1
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Tabela 3. Classificagao por faixa etaria dos grupos caso e controle do género feminino. O grupo
caso esta referenciado como FB classico ou FB nao classico, de acordo com a classificagdo em
variantes classica ou nao classica dos pacientes. O uso de terapia de reposi¢cdo enzimatica sera
referenciado como FB TRE e sua auséncia, FB ndo TRE.

Mulheres
FB classico FB nao classico
Controle
Faixa etaria
TRE Nao TRE TRE Nao TRE Total

Adolescente (10-19) -- -- -- -- -- --
Jovem (20-24) -- -- 2 -- - 2
Adulto (25-59) 10 5 3 2 3 23
Idoso (= 60) -- -- -- 1 - 1
Total 10 5 5 3 3 26

Todas as mulheres foram diagnosticadas com Doenga de Fabry, porém nem
todas apresentaram as manifestagdes clinicas da doenga até a data de inicio do
estudo. Das 16 mulheres descritas na Tabela 3, trés eram assintomaticas e o restante,
ja havia manifestado os sintomas. No Anexo 7 estdo descritas com mais detalhes
essas informacdes.

No Anexo 12 estdo descritas comorbidades descritas nos prontuarios dos
individuos que compde o grupo caso. Dentre essas comorbidades, o diagnostico de
depressao foi descrito em quatro pacientes (3 com variante classica e 1, n&o classica)
e ausente em oito voluntarios. Nos pacientes restantes essa informagao consta como
desconhecida.

Também no grupo caso, oito pacientes (6 com a variante classica e 2 com
variante nao classica) relataram usar continuamente farmacos das classes descritas
anteriormente como interferentes na biossintese de melatonina. A descrigao

detalhada dos medicamentos de uso continuo esta reportada no Anexo 12.
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4.1 Questionarios

4.1.1 Escala de Sonoléncia Diurna Excessiva (Epworth Sleepiness Scale —
ESS)

As médias dos escores globais de sonoléncia diurna em relagdo aos grupos

deste estudo estdo exibidas na Figura 10.

O modelo linear geral univariado mostrou que nao houve diferengas
significativas entre as médias dos escores globais de sonoléncia diurna para os
fatores género, grupo, TRE, idade ou para a interagao entre esses fatores, como é
possivel observar na Figura 10. Os valores obtidos a partir das comparagbes do

modelo linear geral univariado estdo descritos no Anexo 13.

Escala de Sonoléncia de Epworth
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Figura 10. Escores globais para sonoléncia diurna obtidos a partir da aplicagao do questionario
ESS. Cada simbolo representa um individuo e as linhas continuas representam a média de cada
grupo (legenda abaixo do grafico). A linha pontilhada representa o ponto de corte para as
categorias, mostradas a direita do grafico.

Controle (N = 14): 9,43 + 1,14 (IC95 6,97 — 11,88); FB classico (N = 16): 9,94 + 1,20 (IC95 7,51 —
12,37); FB nao classico (N =7): 11,82 + 1,81 (IC95 8,18 — 15,53).
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O modelo linear geral univariado mostrou efeito significativo do uso de farmacos
que interferem na biossintese de melatonina sobre os escores globais de sonoléncia
diurna, como pode ser visto na Figura 11 (Medicag¢do: F1,30 = 7,10 p = 0,01 poder =
0,73).

O teste a posteriori de comparagdes multiplas de Duncan mostrou que os
pacientes que utilizam farmacos interferentes na biossintese de melatonina
apresentaram médias dos escores globais para sonoléncia diurna maiores do que os
pacientes que nao utilizam esses medicamentos (p = 0,01) e do que o grupo controle
(p =0,02).

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande do uso de
medicacgao, em relagao ao grupo de pacientes que nao utilizam medicagao (d = 4,20)

e em relagao ao grupo controle (d = 3,77).

Escala de Sonoléncia de Epworth

20+

Sonoléncia diurna patoldgica

Escore global

Sonoléncia diurna normal

Controle FB FB
nao medicagao medicacgao

Figura 11. Efeito do uso de medicamentos interferentes na biossintese de melatonina sobre os
escores globais de sonoléncia diurna (média + IC95). A linha pontilhada representa o ponto de
corte para as categorias, mostradas a direita do grafico.

Controle (N = 14): 9,43 £ 1,14 (IC95 6,97 — 11,88); FB nao medicacao (N = 15): 8,67 * 1,23 (IC95
6,05 — 11,29); FB medicacgao (N = 8): 14,00 * 1,34 (1C95 10,84 — 17,16).

* grupo FB medicacdo apresentou médias de escores globais para sonoléncia diurna maior do
que os outros grupos (p < 0,05; Modelo linear geral univariado seguido pelo teste de Duncan)
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Nao ha efeito da interacédo entre o uso de medicamentos e os outros fatores

considerados no modelo. Os valores das comparacdes estao descritos no Anexo 13.

As frequéncias observadas e as respectivas porcentagens dos voluntarios nas

categorias sonoléncia diurna normal ou patologica estao retratadas na Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncias dos grupos caso e controle nas categorias para sonoléncia diurna.
Numero de individuos presentes em cada categoria e entre parénteses a porcentagem em relagao ao
total de individuos no grupo.

FB classico FB nao classico
Controle
FB TRE FB nado TRE FB TRE FB nédo TRE Total
Patologica 6 (42,9%) 5(31,2%) 3(18,8%) 3 (42,8%) 1(14,3%) 18
Normal 8 (57,1%) 6 (37,5%) 2 (12,5%) 1(14,3%) 2 (28,6%) 19
Total 14 (100,0%) 11 (68,7%) 5 (31,3%) 4 (57,1%) 3 (42,9%) 37

O teste qui-quadrado mostrou que uma associagao significativa entre o uso de
medicacgao e a sonoléncia diurna, como é possivel observar na Figura 12 (Medicagéo:
X% 2) = 6,43 p = 0,04). O valor de V de Cramer indicou uma associagdo moderada (V
=0,42).

Os pacientes que nao fazem uso de continuo de farmacos interferentes na
biossintese de melatonina apresentaram mais casos na categoria sonoléncia diurna
normal € menos, na categoria sonoléncia diurna patoldgica (residuo ajustado = +
2,30). Ja os pacientes que fazem uso continuo dessas medicagdes, apresentaram
mais casos que na categoria sonoléncia diurna patolégica e menos casos, na

categoria sonoléncia diurna normal (residuo ajustado = + 3,11).
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Escala de Sonoléncia de Epworth
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Figura 12. Associagao entre uso de medicamentos interferentes na biossintese de melatonina e
sonoléncia diurna (contagem de individuos).

Controle (N = 14): sonoléncia diurna normal = 8 (57,1%) sonoléncia diurna patolégica = 6 (42,9%);
FB ndo medicagéao (N = 15): sonoléncia diurna normal = 10 (66,7%) sonoléncia diurna patolégica
= 5 (33,3%); FB medicagado (N = 8): sonoléncia diurna normal = 1 (12,5%) sonoléncia diurna
patolégica = 7 (87,5%).

# grupo FB nao medicagdo apresentou mais casos que o esperado na categoria sonoléncia
diurna normal (p < 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).

* grupo FB medicagao apresentou mais casos que o esperado na categoria sonoléncia diurna
patologica (p < 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).

O teste qui-quadrado mostrou que ndo houve associagao significativa entre
sonoléncia diurna e os fatores género, grupo ou uso de TRE (Género: X2 (1) = 0,95 p
=0,33; Grupo: X2 o= 0,40 p=0,82; TRE: x2 (2 = 0,33 p = 0,85).

4.1.2 Questionario de identificagao de individuos matutinos e vespertinos

(Morningness-eveningness questionnaire - MEQ)

As meédias dos escores globais para determinagao de cronotipo em relagao aos

grupos deste estudo estdo exibidas na Figura 13.
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O modelo linear geral univariado mostrou que n&o houve diferenga significativa
entre as médias dos escores globais para identificagdo de cronotipo para os fatores
género, grupo, TRE, medicagcdo ou para a interagcdo entre esses fatores, como €&
possivel observar na Figura 13. Os valores obtidos a partir das comparag¢des do

modelo linear geral univariado estdo descritos no Anexo 13.

Questionario de identificagao
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Figura 13. Escores globais para identificagdo de cronotipo obtidos a partir da aplicagdo do
questionario MEQ. Cada simbolo representa um individuo e as linhas continuas representam a
média de cada grupo (legenda abaixo do grafico). A linha pontilhada representa o ponto de corte
para as categorias, mostradas a direita do grafico.

Controle (N = 14): 53,57 + 3,56 (IC95 46,34 — 60,80); FB classico (N = 16): 55,38 * 3,33 (1C95 48,61
— 62,14); FB nio classico (N = 7): 58,14 * 5,03 (IC95 47,92 — 68,37).

O modelo linear geral univariado mostrou em efeito significativo do fator idade
sobre os escores globais de identificagdo de cronotipo (/dade: F1.30) = 4,72 p = 0,04
poder = 0,56).
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Foi observada uma correlagéo linear moderada entre os escores globais de
cronotipo e idade para o grupo controle (r = 0,60; p = 0,02). Porém, esta correlagéo
nao se repete para o grupo caso, tanto os que apresentam a variante classica (r =

0,04; p = 0,88) quanto os que apresentam a variante nao classica (r=-0,11; p = 0,82).

As frequéncias observadas e as respectivas porcentagens dos voluntarios nas
categorias matutino extremo, matutino, intermediario, vespertino e vespertino extremo

estao retratadas na Tabela 5.

Tabela 5. Frequéncias dos grupos caso e controle nas categorias para cronotipo. NUumero de
individuos presentes em cada categoria e entre parénteses a porcentagem em relagdo ao total de
individuos no grupo.

FB classico FB nao classico
Controle
FB TRE FB ndo TRE FBTRE FBndoTRE Total
Matutino extremo 2 (14,3%) -- 1(6,2%) -- 1(14,3%) 4
Matutino 2 (14,3%) 5 (31,5%) 3 (18,7%) 3 (42,8%) 1(14,3%) 14
Intermediario 7 (50,0%) 4 (25,0%) 1 (6,2%) 1(14,3%) -- 13
Vespertino 3 (21,4%) 1 (6,2%) -- -- 1(14,3%) 5
Vespertino extremo -- 1 (6,2%) -- -- -- 1
Total 14 (100,0%) 11 (68,9%) 5 (31,1%) 4 (57,1%) 3 (42,9%) 37

O teste qui-quadrado mostrou que ndo houve uma associagao significativa
entre o cronotipo e os fatores género, grupo, TRE e medicacéo (Género: X2 (4 = 8,32
p = 0,08; Grupo: x2 ) = 8,31 p =0,40; TRE: x2 8y = 11,29 p = 0,19; Medicagédo: X2 )
=10,65 p = 0,22).

4.1.3 indice de qualidade de sono (Pittsburgh Sleep Quality Index — PSQl)

As médias dos escores globais para qualidade de sono em relagédo aos grupos

deste estudo estao exibidas na Figura 14.
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O modelo linear geral univariado mostrou que n&o houve diferenga significativa
entre as meédias dos escores globais de qualidade de sono para os fatores género,
grupo, TRE, medicacdo e idade, ou para a interagdo entre esses fatores, como é
possivel observar na Figura 14. Os valores obtidos a partir das comparagdes do

modelo linear geral univariado estdo descritos no Anexo 13.

indice de qualidade de sono
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Figura 14. Escores globais para qualidade de sono obtidos a partir da aplicagdao do questionario
PSQI. Cada simbolo representa um individuo e as linhas continuas representam a média de cada

grupo (legenda abaixo do grafico). A linha pontilhada representa o ponto de corte para as
categorias, mostradas a direita do grafico.

Controle (N = 14): 5,79 + 0,92 (IC95 3,91 — 7,66); FB classico (N = 16): 7,19 + 0,86 (IC95 5,43 — 8,94);
FB nio classico (N = 7): 6,00 * 1,31 (IC95 3,34 — 8,66).

As frequéncias observadas e as respectivas porcentagens dos voluntarios nas

categorias qualidade de sono ruim ou qualidade de sono boa estao retratadas na
Tabela 6.
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Tabela 6. Frequéncias dos grupos caso e controle nas categorias para qualidade de sono.
Numero de individuos presentes em cada categoria e entre parénteses a porcentagem em relagéo ao
total de individuos no grupo

FB classico FB nao classico
Controle
FB TRE FB nado TRE FB TRE FB nédo TRE Total
Ruim 6 (42,9%) 9 (56,2%)* 1(6,3%)* 3 (42,8%)* 1(14,3%)* 20
Boa 8 (57,1%) 2 (12,5%)* 4 (25,0%)* 1(14,3%)* 2 (28,6%)* 17
Total 14 (100,0%) 11 (68,7%) 5 (31,3%) 4 (57,1%) 3 (42,9%) 37

# (p < 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).
*(p < 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).

O teste qui-quadrado mostrou que houve uma associagao significativa entre a
TRE e a qualidade de sono, como € possivel observar na Figura 15 e na Tabela 6
(TRE: X2 2y = 7,92 p = 0,02). O valor de V de Cramer indicou uma associagao
moderada (V = 0,45).

Os pacientes que nao fazem TRE apresentaram mais casos que o esperado
na categoria qualidade de sono boa (residuo ajustado = + 2,32). Ja os pacientes que
fazem TRE, apresentaram mais casos que o esperado na categoria qualidade de sono

ruim (residuo ajustado = £ 3,89).
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indice de qualidade de sono
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Figura 15. Associacao entre TRE e qualidade de sono (contagem de individuos).

Controle (N = 14): qualidade de sono boa = 8 (57,1%) qualidade de sono ruim = 6 (42,9%); FB nao
TRE (N = 8): qualidade de sono boa = 6 (75,0%) qualidade de sono ruim = 2 (25,0%); FB TRE (N
= 15): qualidade de sono boa = 3 (20,0%) qualidade de sono ruim = 12 (80,0%);

# grupo FB nao TRE apresentou mais casos que o esperado na categoria qualidade de sono boa
(p < 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).

* grupo FB TRE apresentou mais casos que o esperado na categoria qualidade de sono ruim (p
< 0,05; Teste qui-quadrado seguido pela analise de residuo ajustado).

O teste qui-quadrado mostrou que ndo houve uma associagao significativa
entre a qualidade do sono e os fatores género, grupo e medicagao (Género: X2 (1)
=0,58 p = 0,45; Grupo: X2 o) = 1,19 p = 0,55; Medicag¢do: X2 o) = 2,12 p = 0,35).

4.2 Diario de atividade

O diario de atividade era composto por sete questbes, porém somente seis

questdes foram avaliadas devido a falta de respostas suficientes na sétima questao.

Vinte e um voluntarios preencheram pelo menos um dia do diario de atividades,
10 do grupo controle, 7 do grupo caso com variante classica e 4 do grupo caso com
variante nao classica. Um voluntario do grupo caso com variante classica preencheu

apenas um dia da semana.
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4.2.1 “Como vocé avalia seu sono na noite passada? ”

Para a primeira questao, os voluntarios atribuiram notas de 0 a 10, no qual
valores menores indicavam avaliagao pior (“Muito ruim”) e maiores, uma avaliagéo

melhor (“Muito bom”), como € possivel observar na Figura 16.

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
fator grupo sobre as notas do diario de atividade para a primeira questao (Grupo: F(1,13)
= 5,44 p = 0,04 poder = 0,58).

O teste a posteriori de comparacdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
o grupo de pacientes com a variante classica atribuiu notas para avaliagado de sono
menores que o0 grupo com variante ndo classica, independente do dia da semana (p
= 0,04), o que indica uma avaliagdo mais negativa do grupo com a variante classica

quando comparado com a variante nao classica.

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca

observada nos dias da semana (d = 4,15) e nos finais de semana e feriados (d = 3,56).
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Como vocé avalia seu sono na noite passada?
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Figura 16. Notas referentes a primeira questao do diario de atividade. Cada simbolo representa
a nota média de um individuo e a legenda das cores e simbolos esta indicada abaixo da figura.
Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagdes positivas,
representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 7,62 * 0,41 (IC95 6,75 — 8,50); FB classico (N =7): 5,92
0,53 (1C95 4,79 — 7,05); FB nao classico (N = 4): 8,30 * 0,65 (IC95 6,92 — 9,69). (B) Finais de semana
e feriados: Controle (N =10): 7,80 + 0,38 (IC95 7,00 — 8,61); FB classico (N = 6): 6,49 + 0,48 (IC95
5,45 — 7,52); FB nao classico (N = 4): 8,21 + 0,59 (IC95 6,95 — 9,45).

* grupo FB classico apresentou nota média para avaliagdao do sono menor que o grupo FB néao
classico, independente do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Também foi observado um efeito significativo do uso de farmacos que
interferem na biossintese de melatonina sobre essas notas (Medicag¢éo: F1,13) = 12,89

p = 0,00 poder = 0,91), como € possivel observar na Figura 17 .

O teste a posteriori de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
o grupo de pacientes que fazem uso continuo de farmacos que interferem na
biossintese de melatonina atribuiram notas menores para avaliagdo de sono que o
grupo controle (p = 0,01) e que o grupo de pacientes que nao usam este tipo de
medicagao (p = 0,01) independente do dia da semana, o que indica uma avaliagao

pior do sono do grupo de pacientes que utilizam esse tipo de medicamento.
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O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande nos dias da semana
em relagdo a ambos os grupos (d = 4,02; d = 4,83 em relagdo ao grupo controle e ao
grupo caso que nao usa medicagéo, respectivamente) e nos finais de semana e

feriados (d = 3,77; d = 4,41; idem ao descrito anteriormente).

Como vocé avalia seu sono na noite passada?

Dias da semana Finais de semana e feriados
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Figura 17. Efeito do uso medicagao interferente na biossintese de melatonina sobre as notas de
avaliagao do sono (média + IC95). Notas mais baixas indicam avaliagdées negativas e mais altas,
avaliagOes positivas, representadas no eixo a esquerda do grafico.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 7,62 * 0,41 (IC95 6,75 — 8,50); FB ndao medicac¢ao (N = 6):
8,51 * 0,59 (IC95 7,25 — 9,78); FB medicagao (N = 5): 5,72 * 0,59 (IC95 4,45 - 6,98). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 7,80 * 0,38 (IC95 7,00 — 8,61); FB nao medicacgao (N = 5):
8,54 + 0,54 (IC95 7,39 — 9,70); FB medicagao (N = 5): 6,16 * 0,54 (IC95 5,00 — 7,31).

* grupo FB medicagao apresentou nota média para avaliagdo do sono menor que os outros
grupos, independente do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Foi observada uma correlagao linear moderada entre os escores globais do
questionario PSQI e as notas dadas para essa questéo tanto nos dias da semana (r =

-0,51; p = 0,02) quanto nos finais de semana e feriados (r = -0,57; p = 0,01).

O modelo linear geral de medidas repetidas ndao mostrou diferenca significativa
para os outros fatores ou para a interacao entre eles sobre as notas atribuidas para a
questdo. Os valores obtidos a partir das comparacdées do modelo linear geral de
medidas repetidas dos outros fatores e suas interacdes estdo descritos no Anexo 13.
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4.2.2 “Com que facilidade vocé adormeceu na noite passada? ”

Para a segunda questao, os voluntarios atribuiram notas de 0 a 10, no qual as
notas menores indicavam avaliagdo pior (“Muito dificil’) e as notas maiores, uma

avaliacdo melhor (“Muito facil”), como é possivel observar na Figura 18.

Com que facilidade vocé adormeceu na noite passada?
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Figura 18. Notas referentes a segunda questao do diario de atividade. Cada simbolo representa
a nota média de um individuo e a legenda das cores e simbolos esta indicada abaixo da figura.
Notas mais baixas indicam avaliacbes negativas e mais altas, avaliagbes positivas,
representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 7,91 + 0,58 (IC95 6,68 — 9,14); FB classico (N=7): 7,02 £
0,75 (IC95 5,43 — 8,61); FB nao classico (N = 4): 8,42 * 0,92 (IC95 6,48 — 10,37). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 8,16 * 0,52 (IC95 7,05 — 9,26); FB classico (N = 6): 7,18
0,67 (IC95 5,76 — 8,60); FB nao classico (N = 4): 8,30 + 0,83 (IC95 6,55 — 10,04).

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito significativo para
a interacao entre os fatores dia da semana, medicacdo e género (Dia da
semana*Medicagdo*Género: F2,12) = 5,17 p = 0,02 poder = 0,72; Medicagéo: F1,13) =
8,64 p = 0,01 poder = 0,77).
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O teste a posteriori de comparagdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
os homens que tomam medicacdo que interfere na biossintese de melatonina
atribuiram nota média menor nos dias da semana do que nos finais de semana e
feriados (p = 0,03). O teste de Cohen d demonstrou um tamanho de efeito grande para
esta diferenca (d = 0,82).

Nao foi observada correlagao linear significativa entre a idade e as notas nos
dias da semana (r = -0,13; p = 0,58) e nos finais de semana e feriados (r = 0,07; p =
0,77). Porém, o modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito
significativo da interacdo entre os fatores dia da semana e idade (Dia da
semana*ldade: F1,13y= 5,20 p = 0,04 poder = 0,56), o que pode indicar que a diferenca
entre as notas nos dias da semana e nos finais de semana e feriados pode estar
relacionada, além do uso de medicagdo e género, também com a idade de cada

individuo.

Nao foram observadas diferengas significativas entre para os outros fatores
considerados no modelo e nem para a interagao entre eles. Os valores obtidos a partir
das comparagdes do modelo linear geral de medidas repetidas dos outros fatores e

suas interacoes estao descritos no Anexo 13.

4.2.3 “Com que facilidade vocé acordou hoje? ”

Para a terceira questao, os voluntarios atribuiram notas de 0 a 10, no qual as
notas menores indicavam avaliagdo pior (“Muito dificil’) e as notas maiores, uma

avaliacao melhor (“Muito facil”), como é possivel observar na Figura 19.

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
fator grupo sobre as notas do diario de atividade para a essa questao, como é possivel

observar na Figura 19 (Grupo: F¢1,13y= 7,73 p = 0,02 poder = 0,73).

O teste a posteriori de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
0 grupo de pacientes com a variante classica atribuiu nota média menor que o grupo
de pacientes com a variante ndo classica independente do dia da semana (p = 0,04),
0 que indica uma avaliagao pior do grupo caso com variante classica em relagcéo ao

grupo nao classico.
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O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca

tanto nos dias da semana (d = 4,40) quanto nos finais de semana e feriados (d = 2,40).

Com que facilidade vocé acordou hoje?
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Figura 19. Notas referentes a terceira questao do diario de atividade. Cada simbolo representa a
nota média de um individuo e a legenda das cores e simbolos esta indicada abaixo da figura.
Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagbes positivas,
representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 6,98 * 0,48 (IC95 5,95 — 8,00); FB classico (N =7): 5,79
0,62 (IC95 4,47 — 7,11); FB nao classico (N = 4): 8,74 + 0,76 (IC95 7,12 — 10,35). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 7,82 % 0,50 (IC95 6,76 — 8,89); FB classico (N = 6): 6,99 *
0,64 (1C95 5,61 — 8,36); FB nao classico (N = 4): 8,67 * 0,79 (IC95 7,18 — 10,55).

* grupo FB classico apresentou nota média menor do que o grupo FB nao classico, independente
do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de
Newman-Keuls).

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou efeito significativo do uso
de farmacos que interferem na biossintese de melatonina sobre as notas da terceira
questao do diario de atividade, como pode ser visto na Figura 20 (Medicagao: F1,13) =
4,68 p = 0,05 poder = 0,52).
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O teste a posteriori de comparagdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
os pacientes que utilizam farmacos que interferem na biossintese de melatonina
atribuiram notas menores do que os pacientes que nao utilizam esses medicamentos
(p = 0,05) independente do dia da semana, o que indica uma facilidade menor para

acordar do grupo de pacientes que tomam esse tipo de medicagao.

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande do uso de medicagao

nos dias da semana (d = 3,13) e nos finais de semana e feriados (d = 2,19).

Com que facilidade vocé acordou hoje?

Dias da semana Finais de semana e feriados
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Figura 20. Efeito do uso de medicagao sobre as notas da terceira questao do diario de atividade
(média + IC95). Notas mais baixas indicam avaliagdes negativas e mais altas, avaliagoes
positivas, representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 6,98 + 0,48 (IC95 5,95 — 8,00); FB nao medicagao (N = 6):
8,35 + 0,69 (IC95 6,87 — 9,82); FB medicagao (N = 5): 6,19 * 0,69 (IC95 4,71 — 7,66). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 7,82 + 0,50 (IC95 6,76 — 8,89); FB nao medicagao (N = 5):
8,72+ 0,72 (IC95 7,18 — 10,25); FB medicagao (N = 5): 7,14 £ 0,72 (1C95 5,60 — 8,67).

* grupo FB medicagao apresentou nota média menor que o grupo FB ndo medicagao,
independente do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo
teste de Newman-Keuls).

O modelo linear geral de medidas repetidas também mostrou efeito significativo
da interacao entre o fator dia da semana e idade sobre as notas referentes a facilidade
de acordar (Dia da semana*ldade: F(1,13) = 8,75 p = 0,01 poder = 0,78).
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Nao houve diferenga significativa para a notas média sobre facilidade em
acordar e os outros fatores aplicados no modelo, ou para a interacdo entre esses
fatores. Os valores obtidos a partir das comparagdes do modelo linear geral de

medidas repetidas dos outros fatores e suas intera¢des estdo descritos no Anexo 13.

4.2.4 “Como voceé se sentiu no inicio do seu dia? ”

Para a quarta questao, os voluntarios atribuiram notas de 0 a 10, no qual as
notas menores indicavam avaliagao pior (“Muito cansado”) e as notas maiores, uma

avaliacao melhor (“Nada cansado”), como é possivel observar na Figura 21.

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou uma diferencga significativa
entre as notas médias atribuidas a esta questao para o fator grupo, como é possivel

observar na Figura 21 (Grupo: F(1,13y = 5,00 p = 0,05 poder = 0,52).

O teste a posteriori de comparacdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
o grupo de pacientes com a variante classica atribuiu nota média menor que o grupo
de pacientes com a variante nao classica, independente do dia da semana (p = 0,01),
0 que indica uma percepg¢ao maior de cansago no inicio do dia do grupo caso com

variante classica.

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca

nos dias da semana (d = 3,52) e nos finais de semana e feriados (d = 3,43).
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Como vocé se sentiu no inicio do seu dia?

A Dias da semana B Finais de semana e feriados
Nada cansadon @ @ &
o0
® [ @
[ ] nl 0 o0 104 —Le—
[ ] (1] [ J
Lo, ®s ——
L L3 ®e ®
<] 54 @
z o °
o® ° &
Muito cansado-
T T T T T T
Controle FB FB Controle FB FB
classico néo classico classico néo classico
. FB classico naoc TRE . FB néo classico nao TRE
O FB classico TRE [2] F8 nao classico TRE

Figura 21. Notas referentes a quarta questao do diario de atividade. Cada simbolo representa a
nota média de um individuo e a legenda das cores e simbolos esta indicada abaixo da figura.
Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagbes positivas,
representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 6,80 * 0,58 (IC95 5,58 — 8,02); FB classico (N =7): 5,55 %
0,75 (IC95 3,97 — 7,12); FB nao classico (N = 4): 8,39 * 0,91 (IC95 6,46 — 10,32). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 7,92 * 0,65 (IC95 6,55 — 9,29); FB classico (N = 6): 5,56 *
0,84 (1C95 3,78 — 7,33); FB nao classico (N = 4): 8,70 * 1,03 (IC95 6,54 — 10,87).

* grupo FB classico apresentou nota média menor do que o grupo FB nao classico, independente
do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de
Newman-Keuls).

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou efeito significativo do uso
de farmacos que interferem na biossintese de melatonina sobre as notas atribuidas a
essa questdo, como pode ser visto na Figura 22 (Medicagéo: F1,13) = 9,59 p = 0,01
poder = 0,82).

O teste a posteriori de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
os pacientes que utilizam farmacos que interferem na biossintese de melatonina
atribuiram notas menores que pacientes que nao utilizam esses medicamentos (p =
0,02) e do que o grupo controle (p = 0,04) independente do dia da semana, o que
indica uma percepcdo de cansaco no inicio do dia maior do grupo que usa

continuamente esse tipo de medicacéo.
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O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande nos dias da semana
em relagdo a ambos os grupos (d = 2,06; d = 3,00 em relagdo ao grupo controle e ao
grupo caso que nao usa medicacao, respectivamente) e nos finais de semana e

feriados (d = 3,64; d = 3,48; idem ao descrito anteriormente).

Como vocé se sentiu no inicio do seu dia?

Dias da semana Finais de semana e feriados
15+
* *
Nada cansado- _l_ T

5-
Muito cansado-

T T T T T T

Controle FB FB Controle FB FB

nao medicacao medicagao nao medicacao medicagao

Figura 22. Efeito do uso de medicagao sobre as notas da quarta questao do diario de atividade
(média + IC95). Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagoes
positivas, representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 6,80 * 0,58 (IC95 5,58 — 8,02); FB nao medicac¢ao (N = 6):
7,94 * 0,84 (IC95 6,17 — 9,72); FB medicagao (N = 5): 5,42 * 0,84 (IC95 3,65 — 7,20). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 10): 7,92 * 0,65 (IC95 6,55 — 9,29); FB nao medicacgao (N = 5):
8,40 + 0,91 (IC95 6,47 — 10,32); FB medicagao (N = 5): 5,23 + 0,91 (IC95 3,31 — 7,16).

* grupo FB medicacgao apresentou nota média menor que os outros grupos, independente do dia
da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de Newman-

Keuls).

Nao foi encontrada diferencga significativa entre as notas atribuidas para essa
questao e os outros fatores aplicados no modelo, ou para a interagdo entre esses
fatores. Os valores obtidos a partir das comparagdes do modelo linear geral de

medidas repetidas dos outros fatores e suas interacdes estdo descritos no Anexo 13.
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4.2.5 “Como voceé se sentiu no fim do seu dia? ”

Para a quinta questao, os voluntarios atribuiram notas de 0 a 10, no qual as
notas menores indicavam avaliagao pior (“Muito cansado”) e as notas maiores, uma

avaliacdo melhor (“Nada cansado”), como € possivel observar na Figura 23.

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou que n&o houve diferengas
significativas entre as notas médias para os fatores género, grupo, TRE, idade, tempo
ou para a interagao entre esses fatores, como € possivel observar na Figura 23. Os
valores obtidos a partir das comparagdes do modelo linear geral de medidas repetidas

dos outros fatores e suas interacdes estao descritos no Anexo 13.

Como vocé se sentiu no fim do seu dia?

A Dias da semana B Finais de semana e feriados
Nada cansado- ©
® 10} e® 10|
L]
® oe® ®
'Y & o ° o]
AT — & o] ° LR O]
M
2 5 ° & [ ]
® @
@ ™ @
L ©
Muito cansado-
T T T T T T
Controle FB FB Controle FB FB
classico ndo classico classico néo classico
’ FB classico ndo TRE . FB néo classico ndo TRE
&> FB classico TRE [] FB nao classico TRE

Figura 23. Notas referentes a quinta questao do diario de atividade. Cada simbolo representa a
nota média de um individuo e a legenda das cores e simbolos esta indicada abaixo da figura.
Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagbes positivas,
representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 10): 6,08 * 0,62 (IC95 4,78 — 7,39); FB classico (N = 7): 5,67
0,80 (1C95 3,99 - 7,36); FB nao classico (N=4): 7,71 £ 0,98 (IC95 5,65 — 9,77). (B) Finais de semana
e feriados: Controle (N = 10): 6,61 * 0,62 (IC95 5,30 — 7,92); FB classico (N = 6): 6,45 * 0,80 (IC95
4,76 — 8,13); FB nao classico (N = 4): 7,78 + 0,98 (IC95 5,71 — 9,84).
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O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou efeito significativo do uso
de farmacos que interferem na biossintese de melatonina sobre as notas dessa
questao do diario de atividade, como pode ser visto na Figura 24 (Medicagéo: F1,13) =
8,52 p = 0,01 poder = 0,77).

O teste a posteriori de comparagdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
0s pacientes que nao tomam esses medicamentos atribuiram notas médias maiores
do que os pacientes que utilizam esses medicamentos (p = 0,01) e do que o grupo
controle (p = 0,04), independente do dia da semana, o que indica uma sensagéo de

cansago ao final do dia menor para o grupo que nao toma medicagéo.

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande nos dias da semana
em relagdo a ambos os grupos (d = 2,99; d = 4,22 em relagao ao grupo controle e ao
grupo caso que usa medicagao, respectivamente) e nos finais de semana e feriados

(d=0,79; d = 3,95; idem ao descrito anteriormente).

Como vocé se sentiu no fim do seu dia?

Dias da semana Finais de semana e feriados
157
Nada cansado- T T
5_
Muito cansado-
Controle FB FB Controle FB FB
ndo medicagdo  medicagdo ndo medicagdo  medicagdo

Figura 24. Efeito do uso de medicagao sobre as notas da quinta questao do diario de atividade
(média + IC95). Notas mais baixas indicam avaliagbes negativas e mais altas, avaliagdes
positivas, representadas no eixo a esquerda.

(A) Dias da semana: Controle (N = 6,08 * 0,62 (IC95 4,78 — 7,39); FB ndao medicagao (N = 6): 8,09
+0,76 (IC95 6,48 — 9,70); FB medicacao (N = 5): 4,89 + 0,76 (IC95 3,28 — 6,50). (B) Finais de semana
e feriados: Controle (N = 10): 7,92 £+ 0,65 (IC95 6,55 — 9,29); FB nao medicagao (N = 5): 8,46 + 0,75
(IC95 6,88 — 10,03); FB medicagao (N = 5): 5,50 + 0,75 (IC95 3,92 — 7,08).

* grupo FB sem medicagao apresentou nota média maior que os outros grupos, independente
do dia da semana (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de
Newman-Keuls).
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4.2.6 “Voceé se lembra de ter acordado e dormido novamente? ”

Os dados referentes a sexta questdo estao indicados na Tabela 7 em relagao

a porcentagem de respostas “Sim”.

Tabela 7. Porcentagens médias de respostas “Sim” na sexta questdo do diario de atividades.

% Sim
Média DV IC95 N
Controle 58,3 12,0 33,1-83,5 10
FB classico 58,4 14,3 28,4 -88,5
FB néo classico 71,5 19,0 31,7-111,2

4.3 Avaliagoes ritmicas

Seis voluntarios do grupo caso nao aceitaram participar das etapas seguintes.

Um voluntario do grupo controle e um do grupo caso apresentaram intercorréncias

com o aparelho e perderam os dados coletados.

No Fluxograma 2 € possivel acompanhar a composi¢cao da amostra no decorrer

do estudo.
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@ QUESTIONARIOS @ CONTROLES

FABRY
CLAsSICO

REGISTRO FABRY NAO
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FABRY NAO 8 MULHERES 3 TRE

CLASSICO HOMENS TRE

COLETA
URINA / SALIVA

@ CONTROLES

FABRY MULHERES TRE
CLASSICO HOMENS TRE
FABRY NAO MULHERES TRE
CLASSICO HOMENS TRE
@ vowuntdrios () perpA DEDADOS () NAO PARTICIPARAM

DA PROXIMA ETAPA

Fluxograma 2. Esquema representativo das intercorréncias e desisténcias ao longo do estudo.
As legendas das cores estado indicadas abaixo da figura.

Os actogramas referentes ao registro de atividade e repouso e de temperatura
corporal periférica de cada voluntario, assim como as respectivas séries temporais de

cada ritmo estao representados no Anexo 14.
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4.3.1 Parametros ritmicos para atividade e repouso

O modelo linear geral multivariado mostrou que néo ha diferencga significativa
nos parametros ritmicos de atividade para os fatores género, grupo, TRE, medicagao
e idade, ou para a interacéo entre esses fatores como € possivel observar na Figura
25. Os valores obtidos a partir das comparagdes do modelo linear geral multivariado

dos fatores e suas interacdes estao descritos no Anexo 13.
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Atividade

A B

Periodo Acrofase
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Figura 25. Parametros ritmicos para atividade obtidos a partir do registro pela actigrafia em
relagao ao grupo. Box-plot percentil 5-95. A cruz representa a média do grupo e a linha continua,
a mediana. A legenda das cores esta indicada abaixo do grafico a direita.

(A) Periodo: Controle (N = 13): 24,10 £ 0,04 (1C95 24,01 — 24,19); FB classico (N = 10): 24,01 £ 0,08
(IC95 23,83 — 24,18); FB nao classico (N = 6): 24,04 + 0,07 (IC95 23,91 — 24,18). (B) Acrofase:
Controle (N = 13): 9,37 * 0,27 (IC95 8,79 — 9,96); FB classico (N = 10): 9,81 % 0,42 (IC95 8,87 —
10,75); FB néo classico (N = 6): 8,32 * 0,53 (IC95 6,95 — 9,69). (C) Mesor: Controle (N = 13):
168084,30 * 11550,97 (IC95 142916,90 — 193251,70); FB classico (N = 10): 173074,50 * 13134,44
(1IC95 143362,30 — 202786,70); FB nao classico (N = 6): 166797,80 + 18363,71 (IC95 119592,40 —
214003,20). (D) Amplitude: Controle (N = 13): 138504,20 * 9909,15 (IC95 116914,00 — 160094,40);
FB classico (N = 10): 145599,80 * 14383,20 (IC95 113062,70 — 178136,80); FB nao classico (N =
6): 154092,10 * 199935,27 (IC95 102846,80 — 205337,30). (E) Porcentagem de variagao: Controle
(N = 13): 84,52 + 1,22 (IC95 81,86 — 87,19); FB classico (N = 10): 81,12 £ 2,25 (IC95 76,04 — 86,21);
FB nao classico (N = 6): 86,51 + 2,27 (1C95 80,68 — 92,35).
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O teste de Rayleigh z mostrou uma coeréncia alta para acrofase de atividade

intragrupo, como é possivel observar na Figura 26.

Contudo, o teste t de Student mostrou que n&o ha diferenga significativa entre
0s grupos para a uniformidade na distribuicdo da acrofase (Controle — FB classico p

= 0,79; Controle e FB ndo classico p = 0,84; FB classico e FB n&o classico: p = 0,97).
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Figura 26. Teste Rayleigh z para acrofase média de atividade em relagdao aos grupos. Cada
circulo representa 24 horas, cada tridngulo indica a acrofase média de cada individuo do grupo
e as cores representam os cronotipos indicados na legenda abaixo da figura. O ponto preto na
ponta do vetor indica a acrofase média do grupo e também esta representado o desvio padrao.
O circulo interno indica um nivel de significancia menor ou igual a 5%.

Controle (N=13): r=0,97 p=2,83,10%; FB classico (N = 10): r=0,95 p = 6,19.10°%; FB n3o classico
(N=6):r=0,95p=1,11.103.

O teste de Rayleigh z mostrou uma coeréncia alta para acrofase de atividade

também em relacéo a terapia, como € possivel observar na Figura 27.

Contudo, o teste t de Student mostrou que nao ha diferenga significativa entre
0s grupos para a uniformidade na distribuicdo da acrofase (Controle — FB nédo TRE p
=0,74; Controle e FB TRE p = 0,71; FB ndo TRE e FB TRE: p = 0,98).
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Figura 27. Teste Rayleigh z para atividade em relagao a TRE. Cada circulo representa 24 horas,
cada triangulo indica a acrofase média de cada individuo do grupo e as cores representam os
horarios da infusao de TRE, indicados na legenda abaixo da figura. O ponto preto na ponta do
vetor indica a acrofase média do grupo e também esta representado o desvio padrao. O circulo
interno indica um nivel de significAncia menor ou igual a 5%.

Controle (N=13): r=0,97 p = 2,83.10%; FB ndo TRE (N=4): r=0,93 p = 0,02; FB TRE (N=12): r
=0,94 p =8,15.107.

4.3.2 Parametros ritmicos para temperatura corporal periférica

O modelo linear geral multivariado mostrou um efeito significativo do fator grupo
para o periodo de temperatura, como € possivel observar na Figura 28 (Grupo: Fs,16)
= 3,26 p = 0,03 poder = 0,76).

O teste a posteriori de comparagdes multiplas de Duncan mostrou que o grupo
Fabry com a variante classica apresenta periodo médio de temperatura maior que o

grupo controle (p = 0,03).

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para esse efeito
observado (d = 3,80).
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Figura 28. Efeito do fator grupo sobre o periodo médio de temperatura corporal periférica
registrada pela actigrafia. Box-plot percentil 5-95. A cruz representa a média do grupo e a linha
continua, a mediana.

Controle (N = 12): 24,08 £ 0,05 (IC95 23,98 — 24,17); FB classico (N = 9): 24,27 + 0,05 (IC95 24,17
— 24,36); FB nao classico (N = 6): 24,04 + 0,05 (IC95 23,93 — 24,15).

* periodo médio do grupo FB classico é maior do que o do grupo controle (p < 0,05; Modelo
linear geral multivariado seguido pelo teste de Duncan).

O modelo linear geral multivariado mostrou que n&o ha diferenga significativa
nos parametros ritmicos de temperatura para os fatores restantes ou para a interagcao
entre esses fatores como € possivel observar na Figura 29. Os valores obtidos a partir
das comparagdes do modelo linear geral multivariado dos fatores e suas interacoes

estao descritos no Anexo 13.
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Figura 29. Parametros ritmicos para temperatura corporal periférica obtidos a partir do registro
pela actigrafia em relagao ao grupo. Box-plot percentil 5-95. A cruz representa a média do grupo
e a linha representa a mediana. A legenda das cores esta indicada abaixo no grafico a direita.
(A) Acrofase: Controle (N = 12): 22,47 * 0,52 (IC95 21,32 — 23,63); FB classico (N = 9): 20,25 + 1,66
(IC95 16,42 — 24,07); FB nao classico (N = 6): 21,37 * 1,09 (IC95 18,58 — 24,16).

(B) Porcentagem de variagao: Controle (N = 12): 99,47 * 0,03 (IC95 99,39 — 99,54); FB classico (N
= 9): 98,95 * 0,43 (IC95 97,96 — 99,94); FB nao classico (N = 6): 99,67 % 0,04 (IC95 99,57 — 99,78).
(C) Mesor: Controle (N = 12): 31,38 * 0,32 (IC95 30,72 — 32,04); FB classico (N =9): 31,19 * 0,32
(IC95 30,53 — 31,85); FB nao classico (N = 6): 30,50 * 0,36 (IC95 29,73 — 31,27).

(D) Amplitude: Controle (N = 12): 1,32 £ 0,24 (IC95 0,81 — 1,83); FB classico (N = 9): 1,75 £ 0,24
(IC95 1,24 — 2,27); FB nao classico (N = 6): 1,19 * 0,28 (1C95 0,59 — 1,78).

O teste de Rayleigh z mostrou uma coeréncia alta para acrofase de temperatura
intragrupos para os controles e pacientes com variante nao classica. O grupo Fabry
com a variante classica nao apresentou diferenga estatisticamente significativa, como

€ possivel observar na Figura 30.

Contudo, o teste t de Student mostrou que néo ha diferenga significativa entre
0s grupos para a uniformidade na distribuicdo da acrofase (Controle e FB nao classico
p = 0,58).



73

v v Jy
- 2 T, P 7 . - o~ — ",
A\//(/' \ ‘\ /\/ / \ A o - T
A - \ A p I / N a Fay \
f‘:: /\"-"__ . u\’\‘ i/ o - _.F iy o . ’}'-\‘ AJ’ I,.-’r. \-.
/ SN h N A\ [ 4 ,/ ‘\ N 4 i/ h A
- / Y . A ~ /7 . i \ I' f \ \
; 1] \ o { [ | |
L \ I — | | rol r
k \ i T l't |I ".':_ 3 }fr
R / 4 'y / +
- \ / ¢ j \
\ S/ / \ : . / e/ Ay 7
\'(\-’ - ‘:_r’ ’ S ;" \ - B 7
, i \\ # R -~
™ P ' . ) s e T
U U -

Figura 30. Teste Rayleigh z para temperatura em relagdo ao grupo. Cada circulo representa 24
horas e cada tridngulo indica a acrofase média de cada individuo do grupo. O ponto preto na
ponta do vetor indica a acrofase média do grupo e também esta representado o desvio padrao.
O circulo interno indica um nivel de significaAncia menor ou igual a 5%.

Controle (N =12): r=0,90 p = 8,81.10%; FB classico (N =9): r=0,51 p = 0,10; FB nio classico (N
=6):r=0,81p=0,01.

O teste de Rayleigh z mostrou uma coeréncia alta para acrofase intragrupos
para os controles e pacientes que nao fazem TRE. Os pacientes que fazem TRE
apresentaram coeréncia de acrofase intragrupo moderada, como € possivel observar

na Figura 31.

O teste t de Student mostrou que nao ha diferenca significativa entre os grupos
para a uniformidade na distribuicdo da acrofase (Controle — FB ndo TRE p = 0,87;
Controle e FB TRE p = 0,06; FB ndo TRE e FB TRE: p = 0,26).
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Figura 31. Teste Rayleigh z para temperatura em relagdo a TRE. Cada circulo representa 24 horas
e cada triangulo indica a acrofase média de cada individuo do grupo. O ponto preto na ponta do
vetor indica a acrofase média do grupo e também esta representado o desvio padrao. O circulo
interno indica um nivel de significancia menor ou igual a 5%.

Controle (N=12): r=0,90 p = 8,81.10%; FB ndo TRE (N=4): r=0,87 p = 0,04; FBTRE (N=11): r
= 0,55 p =0,03.

Foi observada uma correlagao linear moderada entre os escores globais do
questionario de cronotipo e acrofase de atividade (r = -0,59; p = 0,004). Nao ha
correlagao linear entre os escores globais do questionario de cronotipo e a acrofase
de temperatura (r = -0,16; p = 0,40).

4.3.3 Meio periodo de sono

A seguir estdo apresentados os dados referentes ao calculo do meio periodo
de sono.

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
dia da semana (Dia da semana: F(128)=17,12 p = 0,00 poder =0,98) , como é possivel
observar na Figura 32.

O teste a posteriori de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
0 meio periodo de sono médio € maior nos finais de semana e feriados do que nos
dias de semana (p = 0,00).

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca
observada (d = 4,25).
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Meio periodo de sono

Finais de semana e feriados- —| *

Dias da semana-

24:00 02:00 04:00 06:00
Horario
Figura 32. Efeito do dia da semana sobre o horario do meio periodo de sono (média + IC95).
Dias da semana (N = 29) = 3,34 * 0,21 (IC95 2,89 — 3,77); Finais de semana e feriados (N = 29):
4,49 + 0,32 (IC95 3,84 — 5,13).

* meio periodo de sono médio nos finais de semana e feriados é maior que durante a semana (p
< 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de Newman-Keuls).

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou que nao houve diferenca
significativa entre o0 meio periodo de sono médio para os fatores género, grupo, TRE,
medicacao e idade, para a interagdo entre esses fatores, ou para a interagao entre
esses fatores e o fator tempo, como é possivel observar na Figura 33. Os valores
obtidos a partir das comparacdes do modelo linear geral de medidas repetidas dos

outros fatores e suas interagdes estao descritos no Anexo 13.
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Meio periodo de sono

A Dias da semana

FB b
nao classico

FB -
classico I
Controle-

B Finais de semana e feriados
FB -

nao classico

FB A
classico I I I
Controle- +O o oje® oo *
24:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00
Horario

Figura 33. Horarios do meio periodo de sono obtidos a partir do registro de atividade e repouso
pela actigrafia durante os dias da semana, nos finas de semana e feriados em relagao ao fator
grupo. As barras representam o intervalo entre os valores de minimo e maximo e a linha continua
no seu interior, a média de cada grupo. Os simbolos representam o valor do meio periodo de
sono médio de cada individuo.

(A) Dias da semana: Controle (N =13) = 3,00 £ 0,36 (IC95 2,26 — 3,74); FB classico (N = 10) = 3,93
* 0,34 (IC95 3,22 — 4,64); FB nao classico (N = 6) = 3,59 * 0,59 (IC95 2,36 — 4,81). (B) Finais de
semana e feriados: Controle (N = 13) = 4,70 £ 0,59 (IC95 3,48 — 5,92); FB classico (N = 10) = 4,70
* 0,57 (IC95 3,52 — 5,87); FB nao classico (N = 6) = 3,76 + 0,98 (IC95 1,74 — 5,79).
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Foi observada uma correlagdo linear baixa entre os escores globais do
questionario de cronotipo e 0 meio periodo de sono nos dias da semana (r = -0,43; p

= 0,02) e nos finais de semana e feriados (r = -0,48; p = 0,01).

4.3.4 Melatonina

Uma voluntaria do grupo caso nao aceitou participar das etapas seguintes

(Fluxograma 2).

4.3.4.1 6-sulfatoximelatonina

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
momento do dia sobre a carga excretada de 6-sulfatoximelatonina, como é possivel

observar na Figura 34 (Momento do dia: F1,19) = 11,51 p = 0,00 poder = 0,90).

O teste a posteriori de comparacdes multiplas de Newman-Keuls mostrou que
a porcentagem média de carga excretada de 6-sulfatoximelatonina € maior durante a
noite (p = 0,00).

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca
observada (d = 6,78).
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Figura 34. Efeito do momento do dia sobre a porcentagem de carga excretada de 6-
sulfatoximelatonina (média + 1C95).
Dia (N = 26) 35,90 + 4,16 (IC95 27,34 — 44,46); Noite (N = 26): 64,10 * 4,16 (IC95 55,54 — 72,66).

* porcentagem média de carga excretada de 6-sulfatoximelatonina é maior durante a noite (p <
0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido pelo teste de Newman-Keuls).

O modelo linear geral de medidas repetidas também mostrou um efeito
significativo da interacédo entre tempo e idade, que indica uma contribuicdo do fator
idade sobre a diferenca temporal observada (Tempo*ldade: F,19) = 6,59 p = 0,02
poder = 0,68).

Foi observada uma correlagao linear moderada entre a porcentagem de carga

excretada de 6-sulfatoximelatonina durante a noite e idade (r = -0,55; p = 0,00).

O modelo linear geral de medidas repetidas mostrou que nao houve diferenca
significativa entre as porcentagens médias de carga excretada de 6-
sulfatoximelatonina para os fatores género, grupo, TRE, medicacao e idade, para a
interagao entre esses fatores, ou para a interacédo entre esses fatores e o fator tempo.
Os valores obtidos a partir das comparagbes do modelo linear geral de medidas

repetidas dos fatores e suas interagdes estao descritos no Anexo 13.
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Apesar do modelo linear geral de medidas repetidas n&o ter indicado uma
diferencga significativa para a interagédo entre os fatores grupo e momento do dia sobre
a excrecao de 6-sulfatoximelatonina, é nitida uma variacéo entre os valores individuais
durante o dia e a noite para o grupo controle, que se apresenta como uma redugao da
carga excretada durante o dia e um aumento durante a noite, como é possivel

observar na Figura 35 A.

Contudo, este perfii de aumento noturno e diminuicdo diurna na 6-
sulfatoximelatonina ndo acontece nos pacientes, de maneira geral, a variagédo
dia/noite esta normalmente presente (excegado de alguns), porém, apresentando-se

invertida, como € possivel observar nas Figuras 35 B e 35 C.
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Figura 35. Panorama sobre a porcentagem de carga excretada de 6-sulfatoximelatonina durante
o dia e durante a noite, nos trés grupos. Cada simbolo representa a porcentagem de carga
excretada por individuo, simbolos iguais indicam o mesmo individuo e as linhas, indicam a
diferenca de excrecdo durante o dia e a noite. As setas indicam individuos em TRE e sua
auseéncia, individuos que nao estao em TRE.

(A) Controle (N =10). (B) FB classico TRE (N =9), FB classico ndo TRE (N =1). (C) FB néo classico
TRE (N = 3), FB nédo classico nao TRE (N = 3).
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Por este motivo, foi aplicado um teste a posteriori desprotegido de
comparagdes multiplas de Newman-Keuls que mostrou um aumento de carga
excretada de 6-sulfatoximelatonina durante o dia para o grupo de pacientes com
variante ndo classica, quando comparado com controle, e uma reducao de excrecao
durante a noite (p = 0,04), o que indica uma inversao de fase dos pacientes com a

variante em questao, como é possivel observar nas Figuras 35 C e 36.

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para essa diferenca
observada (d = 3,86).

O mesmo teste a posteriori revelou também que o grupo controle apresentou
uma porcentagem média de excrecéo de 6-sulfatoximelatonina maior durante a noite
que o dia (p = 0,02), o que indica uma oscilagdo do perfil diario de 6-

sulfatoximelatonina, de acordo com o esperado (Figuras 35 A e 36).

O teste de Cohen d mostrou um tamanho de efeito grande para a variagao entre
excregao de 6-sulfatoximelatonina durante o dia e a noite, observada no grupo
controle (d = 7,22).
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Figura 36. Porcentagem de carga excretada de 6-sulfatoximelatonina durante o dia (A) e durante
a noite (B) em relagao ao fator grupo. Box-plot percentil 5-95. A cruz representa a média do grupo
e a linha continua, a mediana.

(A) Carga excretada de 6-sulfatoximelatonina durante o dia: Controle (N = 10): 28,05 + 6,08 (IC95
15,47 — 40,64); FB classico (N = 10): 32,79 % 6,08 (IC95 20,20 — 45,37); FB nao classico (N = 6):
54,15 * 7,86 (1C95 37,90 — 70,40).

(B) Carga excretada de 6-sulfatoximelatonina durante a noite: Controle (N = 10): 71,94 + 6,08
(IC95 59,36 — 84,53); FB classico (N = 10): 67,21 + 6,08 (IC95 54,63 — 79,80); FB nao classico (N =
6): 45,85 + 7,86 (1C95 29,60 — 62,10).

# grupo Controle apresentou porcentagem média de excregido de 6-sulfatoximelatonina menor
durante o dia e maior durante a noite (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas seguido
pelo teste desprotegido de Newman-Keuls).

* grupo FB nao classico apresentou porcentagem média de excre¢ao de 6-sulfatoximelatonina
maior durante o dia que o grupo Controle (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas
seguido pelo teste desprotegido de Newman-Keuls).

** grupo FB nao classico apresentou porcentagem média de excregido de 6-sulfatoximelatonina
menor durante a noite que o grupo Controle (p < 0,05; Modelo linear geral de medidas repetidas
seguido pelo teste desprotegido de Newman-Keuls).

4.3.4.1.1 Analise individualizada 6-sulfatoximelatonina

E importante ressaltar que a média dos grupos representada na Figura 36 ndo
reflete, necessariamente, a condicao individual dos voluntarios. No grupo de pacientes
com a variante classica da doencga, o grupo apresentou uma auséncia de oscilagao
no perfil de 6-sulfatoximelatonina, porém trés individuos exibiram uma inversao de
fase, como é possivel observar na Figura 35B. A analise individual desses trés
individuos esta descrita a seguir e nos Anexos 7 e 12 estdo expostas, com detalhes,

outras informacgdes a respeito dos pacientes.
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Paciente do género feminino (FB_05), 44 anos, ndo TRE e fazia uso continuo
de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. O diagndstico de depressao
era desconhecido. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna patologica, um
cronotipo intermediario e uma qualidade de sono ruim, avaliados pelos questionarios
ESS, MEQ e PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excrecédo de 6-
sulfatoximelatonina diurna foi de 55,03% e noturna, 44,97 %.

Paciente do género masculino (FB_07), 54 anos, em TRE ha 3 anos e n&o fazia
uso continuo de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. O diagnéstico
de depressao é desconhecido. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna normal,
um cronotipo matutino e uma qualidade de sono ruim, avaliados pelos questionarios
ESS, MEQ e PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excregdo de 6-
sulfatoximelatonina diurna foi de 56,95% e noturna, 43,05%.

Paciente do género feminino (FB_16), 34 anos, em TRE ha 1 ano e nao fazia
uso continuo de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. Possui
diagndstico de depressao. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna normal, um
cronotipo intermediario e uma qualidade de sono ruim, avaliados pelos questionarios
ESS, MEQ e PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excregdao de 6-
sulfatoximelatonina diurna foi de 55,77% e noturna, 44,23%.

No grupo de pacientes com a variante nao classica, o grupo apresentou uma
inversao de fase da excregao de 6-sulfatoximelatonina, porém trés individuos nao
exibiram esse perfil. A analise individual dos individuos com inversao de fase deste
metabdlito esta descrita a seguir e nos Anexos 7 e 12 estao descritas, com detalhes,
outras informacgdes a respeito dos pacientes.

Paciente do género feminino (FB_06), 27 anos, ndo TRE e nao fazia uso
continuo de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. Nao possui
diagndstico de depresséao. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna normal, um
cronotipo matutino e uma qualidade de sono boa, avaliados pelos questionarios ESS,
MEQ e PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excrecdo de 6-

sulfatoximelatonina diurna foi de 74,91% e noturna, 25,09%.
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Paciente do género feminino (FB_08), 62 anos, em TRE ha 1 ano e fazia uso
continuo de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. Possui diagndstico
de depresséao. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna patolégica, um cronotipo
matutino e uma qualidade de sono ruim, avaliados pelos questionarios ESS, MEQ e
PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excrecdo de 6-sulfatoximelatonina
diurna foi de 88,34% e noturna, 11,16%.

Paciente do género masculino (FB_01), 54 anos, em TRE ha 3 anos e néo fazia
uso continuo de farmacos interferentes na biossintese de melatonina. O diagnéstico
de depressdo é desconhecido. Apresentou um resultado de sonoléncia diurna
patolégica, um cronotipo matutino e uma qualidade de sono ruim, avaliados pelos
questionarios ESS, MEQ e PSQI, respectivamente. Sua porcentagem de excrecao de
6-sulfatoximelatonina diurna foi de 54,68% e noturna, 45,32%.

O perfil de excrecdo de 6-sulfatoximelatonina de cada voluntario esta

apresentado no Anexo 14.

4.3.4.2 Melatonina salivar

Neste estudo, ndo foi possivel calcular o valor do DLMO pois nenhum dos
valores obtidos a partir da dosagem de melatonina salivar atingiram a quantidade
necessaria para realizar a operagao descrita anteriormente, como € possivel observar
nas Tabelas 8 e 9 e na Figura 37.

Dois voluntarios do grupo controle iniciaram a coleta de saliva as 20:30 e
terminaram as 23:00. Um voluntario do grupo caso iniciou a coleta as 22:00 a terminou

as 23:00 e outro iniciou a coleta as 19:00 e terminou as 20:30.



Tabela 8. Valores referentes a dosagem de melatonina salivar.
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Controle FB classico FB néao classico
Horario
Média DV N Média DV N Média DV N
coleta
19:00 0,25 0,12 12 0,37 0,14 9 0,24 0,30 2
19:30 0,39 0,17 12 0,45 0,20 9 0,81 0,42 2
20:00 0,37 0,18 12 0,68 0,21 9 0,48 0,26 6
20:30 0,69 0,30 14 1,01 0,37 9 0,35 0,46 6
21:00 0,57 0,30 14 0,91 0,40 8 0,58 0,46 6
21:30 1,18 0,41 14 0,90 0,55 8 0,84 0,63 6
22:00 0,26 0,45 2 1,13 -- 1 0,79 0,37 3
22:30 0,62 0,85 2 1,72 -- 1 1,52 0,70 3
23:00 0,75 0,53 2 2,45 -- 1 -- -- -
Média, DV (desvio padrao) e N (tamanho da amostra).
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Figura 37. Valores referentes a dosagem de melatonina salivar em relagao aos grupos (média *
desvio padrao).

Apesar dos valores das dosagens melatonina salivar estarem quase todos

proximos de zero, os controles da reagao de ELISA assim como a curva padrao estao

conforme referéncia do protocolo, como demonstrado na Figura 38 e na Tabela 9, o

gue sugere uma adversidade metodoldgica no momento da coleta das amostras pelos

voluntarios.
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Tabela 9. Valores referentes a curva padrao para dosagem de melatonina salivar.

Curva (pg/mL) 450 Test
0,00 2,04 2,05
0,50 1,80 1,74
1,50 1,46 1,51
5,00 0,85 0,83
15,00 0,42 0,41
50,00 0,34 0,31

Curva padrao
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Figura 38. Curva padriao referente a dosagem de
melatonina salivar.
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RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

O grupo controle apresentou uma oscilagdo no perfil diario de 6-
sulfatoximelatonina, com aumento da carga excretada durante a noite e
reducao durante o dia.

O grupo de pacientes com a variante ndo classica apresentou uma inversao
de fase do perfil diario de 6-sulfatoximelatonina, com carga excretada maior
durante o dia e menor durante a noite.

O grupo de pacientes com variante classica ndo apresentou oscilagdo no
perfil diario de 6-sulfatoximelatonina.

O grupo de pacientes com a variante classica apresentou um periodo de
temperatura corporal periférica maior que o grupo controle.

Nao foram encontradas diferengas significativas para os parametros ritmicos
restantes, tanto de atividade quanto de temperatura.

Os pacientes que utilizam fazem uso continuo de farmacos das classes dos
betabloqueadores, ISRS, inibidores da ECA e ARA apresentaram prejuizos
em parametros subjetivos relacionados com sono, conforme as diferencas
observadas nos questionarios ESS e PSQI assim como nas questdes dos

diarios de atividade.
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5 DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que ha uma alteragao
de ritmicidade biolégica no perfil de 6-sulfatoximelatonina nos pacientes com Doencga
de Fabry.

A inversao de fase no perfil de excrecao de 6-sulfatoximelatonina observada
nos pacientes com a variante ndo classica e a auséncia de oscilagdo desse perfil nos
pacientes com a variante classica foram os principais achados que corroboram esta
hipétese.

Apesar de serem modificagdes distintas, tanto o grupo com a variante classica
quanto o grupo com a variante ndo classica diferiram do grupo controle. Talvez a
atividade residual da enzima na variante nao classica apresente algum efeito sobre a
excregcao de 6-sulfatoximelatonina, porém, em ambos os grupos de pacientes a
alteracdo esta presente, seja pela falta de oscilagdo ou pela inversdo de fase
propriamente dita. Além disso, vale ressaltar que o grupo de pacientes com Doenca
de Fabry era majoritariamente composto por mulheres, o que sugere uma
manifestagdo clinica mais branda nesta populagcdo. Contudo, como ja descrito
anteriormente, mutacées em heterozigose podem ter como consequéncia fenétipos
semelhantes aos observados na populagdo masculina com Doenga de Fabry
(Whybra, 2001; Wang et al., 2007).

Como era esperado, neste estudo foi observada uma correlagdo moderada
entre a carga excretada de 6-sulfatoximelatonina durante a noite e a idade
independente do grupo, de forma que, quanto maior a idade, menor o0 montante deste
metabdlito excretado, fenbmeno ja bem descrito na literatura. Diversos autores ja
comprovaram que a biossintese de melatonina apresenta um prejuizo com o avango
da idade em individuos saudaveis, sem DF (Reiter, 1995; Kennaway et al., 1999;
Mahlberg et al., 2006), o que aparenta ter se repetido para os pacientes avaliados
neste estudo.

A literatura sobre DF e ritmos biolégicos nédo é vasta, porém ja sdo descritas

alteracdes ritmicas em outros tipos de DDL, como as MPS’s.
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Guerrero et al. demonstrou que pacientes com MPS lll, também conhecida
como sindrome de Sanfilippo, apresentaram um aumento da concentracdo de 6-
sulfatoximelatonina na urina durante o dia (Guerrero et al., 2006), resultado que
também foi observado para os pacientes com DF variante ndo classica neste estudo.

Apesar do grupo Fabry com variante classica nao ter apresentado um perfil de
inversdo de fase de 6-sulfatoximelatonina, a auséncia de variagdo entre os niveis
deste metabdlito durante o dia e durante a noite também sao indicativos de alteracéo
ritmica, ja que o esperado € encontrar o perfil oscilatério como o observado no grupo
controle (Mahlberg et al., 2006).

Em modelos animais para MPS foram encontradas alterag¢des a nivel do nucleo
suprasquiasmatico, sugestivas de inflamagao neuronal e prejuizo sinaptico, o que
pode indicar um dano na comunicagéo entre a glandula pineal e SCN (Canal et al.,
2010). Porém, estudos também mostram alteragdes morfolégicas e perda de
fotorreceptores em células da retina nesses modelos animais (Heldermon et al., 2007),
0 que sugere uma modificagado relacionada ao Zeitgeber, na captagao do sinal fético
e posterior perda de sincronizagdo com o ambiente.

De fato, pacientes com Doenga de Fabry possuem um comprometimento ocular
importante, caracterizado pela cornea verticillata. Apesar de ser descrito como um
sintoma classico da doenga, ele se manifesta em quase todos os homens e em cerca
de 70% das mulheres heterozigotas, ou seja, mesmo pacientes com manifestacdes
mais tardias da doenga podem apresenta-lo (Desnick e Brady, 2004; Davey, 2014).
Essa manifestagcéo ocular pode estar relacionada com as modificagdes do perfil diario
de 6-sulfatoximelatonina encontradas nos pacientes com DF neste estudo.

Estudos mais antigos reportam que a cornea verticillata nao interfere na
acuidade visual dos pacientes (Sodi et al., 2006, 2007). Porém, recentemente Davey
descreveu em pacientes com DF uma sintomatologia referente “a dificuldade em
enxergar em lugares escuros”. Esta condi¢ao esta relacionada com uma sensibilidade
reduzida ao contraste de cores, principalmente, quando a luminosidade é menor
(Davey, 2014), o que pode justificar percepcao diminuida da variagao claro e escuro
pelos pacientes com Doenga de Fabry, cuja consequéncia, seria alteragdo nos
marcadores de ritmicidade, como o observado para a 6-sulfatoximelatonina.

A auséncia de diferencgas significativas com relacéo ao uso de TRE observadas
neste estudo pode indicar uma agao ineficiente da enzima recombinante sobre o

sistema de temporizagdo em reverter as modificagdes ritmicas observadas.
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Por certo, ndo é bem definido na literatura se a TRE possui algum efeito sobre
a cornea verticillata, entao mesmo nos pacientes em TRE a percepcao do sinal fético
estaria prejudicada. Caso a alteragdo ritmica observada ndo seja causada por uma
falta de percepcao da variagdo claro e escuro, mas sim a nivel central, a enzima
recombinante ndo € capaz de penetrar a barreira hematoencefalica, o que também
pode justificar a auséncia de resultados para TRE (Schiffmann et al., 2000, Desnick e
Schuchman, 2002).

Também € valido ressaltar o papel antioxidante desempenhado pela
melatonina (Reiter et al., 1997, 2003; Mayo et al., 2002) e as alteragbes em enzimas
de estresse oxidativo descritas na DF (Muller et al., 2012). Os resultados de 6-
sulfatoximelatonina alterados nos pacientes observados neste estudo podem indicar
um desequilibrio nesse papel.

Como a 6-sulfatoximelatonina € um metabdlito, também n&o pode ser
descartada a possibilidade de dificuldade de metabolizagdo hepatica dos pacientes,
que também poderia levar ao resultado observado nesse estudo.

Apesar do figado estar entre os 6rgaos mais afetados nas DDL, a relevancia
clinica do depdsito neste 6rgdao na Doenca de Fabry é considerada de menor
importancia, ja que a arquitetura e as organelas hepaticas permanecem preservadas
(Meuwissen et al., 1982).

A alta incidéncia de depressao também pode explicar os resultados obtidos
neste estudo para 6-sulfatoximelatonina, ja que individuos que apresentam este
transtorno tém reducao nos niveis séricos de 6-sulfatoximelatonina (Brown et al.,
1987). Porém, na amostra de pacientes deste estudo também estavam presentes
individuos sem o diagnéstico de depressao, o que minimiza e afasta essa hipotese
como possivel justificativa para os niveis alterados de 6-sulfatoximelatonina nos
pacientes.

Neste estudo nao foi possivel reiterar os dados da 6-sulfatoximelatonina com
os dados de DLMO devido as adversidades metodolégicas. Os resultados
inconclusivos podem ter sido causados por uma foto iluminagdo dos voluntarios no
momento da coleta, ja que estudos feitos com essa técnica indicam que ela é realizada
com os voluntarios submetidos a um comprimento de onda menor do que 20 lux,

correspondente a luz amarela (Danilenko et al., 2014; Crowley et al., 2016).
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O periodo de temperatura corporal periférica maior no grupo de pacientes com
a variante classica comparados ao grupo controle também pode corroborar a hipotese
de alteragédo ritmica devido a disfuncédo lisossdbmica na DF, ja que o ritmo de
temperatura corporal é um marcador de ritmicidade biologica, assim como a
melatonina.

Contudo, € importante ressaltar a dificuldade caracteristica de termorregulagao
pelo suor em pacientes com DF, causada pelas modificagées na sudorese (Lidove et
al., 2006). Uma hipotese € que essa alteragao possa ter mais relagdo com o periodo
alterado do que com uma alteragao ritmica propriamente dita. Além disso, apesar da
diferenca de periodo ter sido significativa, para um periodo ser considerado
circadiano, ele deve ter duragao de 24 £ 4 horas e o que foi observado para o grupo
de pacientes com variante classica.

Também é valido destacar que a temperatura periférica registrada no pulso pelo
actigrafo é diferente da temperatura central, principalmente no registro de fase
(Gradisar e Lack, 2004; Sarabia et al., 2008; Bellone et al., 2016), o que pode explicar
os dados excéntricos dos paradmetros ritmicos de temperatura observados neste
estudo, principalmente os de acrofase, e a auséncia de correlacdo entre a acrofase
de temperatura e os escores globais do questionario MEQ.

A correlagdo moderada entre os escores globais do questionario MEQ e
acrofase de atividade indica que essa adversidade nao se repetiu para o registro de
atividade e repouso do actigrafo. No entanto, o registro de atividade e repouso do
actigrafo também apresenta algumas limitacbes como baixa especificidade, ja que a
actigrafia mede atividade locomotora e qualquer movimento ou auséncia dele pode
gerar dados espurios (Sadeh e Acebo, 2002). Por isso € importante adotar também
meétodos subjetivos de analise, como o diario de atividade utilizado neste estudo.

Nao foram observadas diferengas significativas para os outros marcadores de
fase circadiana avaliados (parametros ritmicos para atividade e meio periodo de
sono), o que pode ser justificado pelos Zeitgebers sociais, horarios impostos pelas
obrigagdes sociais, como trabalho por exemplo, que possuem forte influéncia na
expressao ritmica individual (Elmore et al., 1994; Korczak et al., 2008). Apesar de ser
uma doencga grave, com uma progressao inexoravel, os pacientes com DF sao ativos,

trabalham, estudam e desenvolvem atividades regularmente.
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Provavelmente, esses Zeitgebers sociais também foram os responsaveis pelas
diferencas de meio periodo de sono observadas entre os dias da semana e finais de
semana e feriados, independente do individuo ter ou ndo DF, o que reforca a
importancias dessas pistas para a sincronizagéo do organismo (Elmore et al., 1994)

As diferengas de expressao ritmicas devido aos Zeitgebers sociais existem,
porém, sempre resguardadas pelo cronotipo de cada individuo (Korczak et al., 2008;
Kantermann e Burgess, 2017), o que foi corroborado por este estudo, evidenciado
pelas correlagdes moderadas entre os escores globais do questionario MEQ e os
meios periodos de sono nos dias da semana e em finais de semana e feriados.

Nesse estudo, ndo houve diferenga de cronotipo entre os grupos, porém é
interessante ressaltar que o grupo caso apresentou o perfil matutino como o mais
presente, enquanto o grupo controle, como ja esperado, apresentou o perfil
intermediario como o mais frequente, uma vez que este € o cronotipo observado com
maior frequéncia na populagao geral (Baehr et al., 2000).

Sabe-se que a idade € um fator capaz de causar essa mudancga de perfil — de
intermediario para matutino - em uma populagao considerada saudavel (Fischer et al.,
2017). Uma hipotese € que a disfungao lisossOmica leva a uma alteragdo metabdlica
capaz de acelerar essa mudanca de perfil, semelhante ao efeito da idade. De fato,
apenas o grupo controle apresentou correlacao entre os escores globais de MEQ e a
idade, o que pode confirmar esta hipotese, como comentado anteriormente.

Esse estudo também comprovou dados prévios da literatura ao mostrar que a
sonoléncia diurna excessiva € sinal frequente na Doencga de Fabry. Todavia, diferente
do descrito por Duning et al., € um sinal observado tanto em homens quanto em
mulheres (Duning et al., 2009).

Os resultados obtidos nesse estudo para sonoléncia diurna sao ratificados
pelos resultados do diario de atividades. Aparentemente, o uso continuo de
medicamentos interferentes na biossintese de melatonina apresenta um efeito direto
sobre a sensagao de cansago e de sono durante o dia, o que pode ser indicio de uma
noite com débito de sono (Mahowald, 2000; Chokroverty, 2017), corroborado pelas
avaliacoes também negativas para qualidade de sono e facilidade ao acordar neste

grupo de pacientes.



94

A influéncia deste tipo de medicamento, como o de betabloqueadores, n&o
pode ser descartada, ja que estes sdo capazes de reduzir os niveis de melatonina
noturna. Porém, o uso continuo destes farmacos n&o justificaria 0 aumento dos niveis
de melatonina diurna (Stoschitzky et al., 1999), o que foi observado neste estudo para
0s pacientes com a variante nao classica.

A alteracao ritmica na DF, especialmente a do perfil de 6-sulfatoximelatonina,
comprovada por esse estudo pode explicar as alteracbes comportamentais
observadas na doenga, principalmente as alteragdes do ciclo sono/vigilia. Esses
resultados mostram a importancia do papel desempenhado pela melatonina na
Doenca de Fabry e apontam uma possivel administracdo de melatonina, afim de
melhorar a qualidade de vida geral dos pacientes, como implicagdo futura deste

trabalho.
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6 CONCLUSAO

A partir desse estudo foi possivel concluir que ha uma alteracéo de ritmicidade
biologica no perfil de 6-sulfatoximelatonina em pacientes com Doenga de Fabry,
evidenciada pelas modificagdes no perfil diario deste metabdlito. Esse resultado pode
ser corroborado pelo achado de periodo de temperatura corporal periférica maior que
24 horas observado no grupo de pacientes com doenga de Fabry com a variante
classica.

Nao foram encontradas diferengas significativas nos paréametros subjetivos de
qualidade de sono e de cronotipo na DF, porém os resultados referentes a sonoléncia
diurna corroboram dados prévios da literatura. Nao foram encontradas diferencas
significativas quando avaliados os outros instrumentos utilizados neste estudo
referentes a fase circadiana, exemplificados pelo meio periodo de sono e pela
variagao de temperatura corporal periférica.

O uso de farmacos que interferem na biossintese de melatonina, como os
betabloqueadores, estao relacionados a uma pior avaliagao subjetiva de percep¢ao

da qualidade de sono e de sonoléncia diurna.
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A disfuncdo lisossémica na Doencga de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade bioldgica dos
pacientes?

Descri¢do: Doengas de Depésito Lisossdmico (DDL) sdo caracterizadas por uma deficiéncia
enzimatica cuja consequéncia € o acimulo anormal de macromoléculas no interior do
lisossomo, o que prejudica o funcionamento desta organela e desencadeia sintomas
variados, mas progressivos e permanentes. A Doenga de Fabry é uma DDL com padrdo de
heranca ligado ao cromossomo X, causada por uma mutagdo do gene GLA, que tem como
consequéncia a deficiéncia da enzima alfa galactosidase A e acimulo de
globotriaosilceramideos (Gb3). O depdsito anormal de Gb3 ocorre no interior dos
lisossomos e manifesta-se em diversos tecidos, como pele, olhos, figado, coragéo, cérebro
e sistema nervoso periférico. Diversos estudos mostram correlagbes entre algumas DDL e
prejuizos em pardmetros do sono (sonoléncia diurna excessiva, laténcia do sono,
despertares durante a noite) o que sugere uma modificagdo dos ritmos bioldgicos em
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propriedades bem descritas na literatura, dentre elas, a sua capacidade de agir como um
cronobidtico, mantendo as relagBes de fase entre osciladores centrais e periféricos. Dessa
forma, o presente projeto visa a investigar qual o perfil ritmico de pacientes com Doenga
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Avaliagdo da relagdo entre ritmo circadiano e ciclo celular em pacientes com Doenga de
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bloqueio de uma via metabdlica. Inclusas nessa categoria estdo as Doengas de Deposito
Lisossdmico (DDL), caracterizadas por uma perturbagdo na homeostase lisossomal, cuja
deficiéncia proteica acarreta no actimulo anormal de macromoléculas, com sintomas
variados, mas progressivos e permanentes. As DDL sdo de heranga monogénica
autossomica recessiva, como doenca de Gaucher, ou apresentam padrdo de heranca
ligada ao X, como Doenga de Fabry. A Doenga de Fabry é uma DDL causada por uma
mutagéo do gene GLA, que tem como consequéncia uma deficiéncia da enzima alfa
galactosidase A e acumulo de globotriaosilceramideo (Gb3). O depdsito anormal de Gb3
ocorre no interior dos lisossomos e manifesta-se em diversos tecidos, como pele, olhos,
figado, coragdo, cérebro e sistema nervoso periférico. Em experimentos realizados
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previamente pelo nosso grupo, observou-se que o crescimento celular de fibroblastos de
pacientes que apresentam Doenga de Fabry era mais lento quando comparado com
controle (dados nao publicados), o que sugere que o controle do ciclo celular dessas
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anel, marcadores supranumerarios e delegdes terminais
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as de FISH e array, atualmente € possivel identificar e caracterizar diferentes tipos de
alteragBes cromossdmicas com maior nivel resolugdo. Além das metodologias de
citogenética molecular, as técnicas de PCR e de sequénciamento tem permitido a analise
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um maior conhecimento dos mecanismos de formag&o e estabilizacdo dos desequilibrios
€romossémicos..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) .

Integrantes: Julia Ribeiro da Silva Vallim - Integrante / Maria Isabel de Souza Aranha
Melaragno - Coordenador / Roberta dos Santos Guilherme - Integrante.

2015 - 2017

2015 - 2015

Areas de atuacdo

Cursinho pré vestibular Jeannine Aboulafia (CUJA)

Descricdo: O Cursinho Pré-Vestibular Jeaninne Aboulafia (CUJA) é um projeto de acéo
social organizado por alunos e funcionarios voluntarios da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP). Ha 15 anos, nosso projeto tem como objetivo revisar o contelido
estudado no Ensino Médio com alunos provenientes de escolas publicas e/ou de classes
menos favorecidas, buscando a sua preparagdo para os vestibulares e sua inser¢do no
ambiente académico..

Situagao: Concluido; Natureza: Extensdo.

Integrantes: Julia Ribeiro da Silva Vallim - Integrante / Danilo Pereira Micali - Coordenador
/ Fernanda Talarico - Integrante / Véronica Justi - Integrante / Anderson Silverio Junior -
Integrante.

XIII Curso de Inverno

Descrigdo: O Curso de Inverno, organizado pelos alunos do Gltimo ano do curso de
Biomedicina da UNIFESP, (Universidade Federal de S&o Paulo) é voltado principalmente
para alunos de ensino médio e de cursos pré-vestibulares, tendo por objetivo aproximar o
publico aos diversos temas da area da salide abordados durante a graduagdo em
biomedicina. Ao longo de uma semana os alunos tem contato com o mundo cientifico
através aulas tedricas e praticas, aprendendo conceitos fundamentais das ciéncias
biolégicas e da salde..

Situagdo: Concluido; Natureza: Extensdo.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (15) .

Integrantes: Julia Ribeiro da Silva Vallim - Coordenador / Jéssica Domingues Gongalves -
Integrante / Cristiane Aparecida Favoretto - Integrante / Lucas Vinicius Henn de Souza -
Integrante / Fernanda Talarico - Integrante / Gabriela Xavier - Integrante / Luana Adami -
Integrante.




1. Grande 4rea: Ciéncias Humanas / Area: Psicologia / Subérea: Psicologia
Fisiolgica/Especialidade: Psicobiologia.

2. Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subérea: Genética Humana e Médica.
Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Producoes

Producdo bibliografica

Resumos publicados em anais de congressos

1. VALLIM, J.R.; AMARAL, F. G. ; D'ALMEIDA, V . Evaluation of the Sleep Quality and Chronotype in Fabry Disease Patients.
In: 13th International Congress of Inborn Errors of Metabolism, 2017, Rio de Janeiro. Journal of Inborn Errors of Metabolism
& Screening, 2017. v. 5.

Apresentacdes de Trabalho

1. VALLIM, J.R.; AMARAL, F. G. ; D'ALMEIDA, V . Evaluation of the Sleep Quality and Chronotype in Fabry Disease Patients.
2017. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).
2. VALLIM, J.R.; D'ALMEIDA, V . Avaliagdo da relagdo entre ritmo circadiano e ciclo celular em pacientes com Doenga de

Fabry. 2015. (Apresentagao de Trabalho/Congresso).

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 13th International Congress of Inborn Errors of Metabolism. Evaluation of the Sleep Quality and Chronotype in Fabry
Disease Patients. 2017. (Congresso).

2. 1 Workshop - Molecular Mechanisms Of Autophagy And Their Application To Diseases. 2017. (Semindrio).

3. 1st Workshop on Melatonin and Energy Metabolism. 2016. (Seminario).

4, XIII Encontro Mineiro de Biomedicina. 2016. (Encontro).

5. 1 Congresso Académico Unifesp. Avaliagdo da relagdo entre ritmo circadiano e ciclo celular em pacientes com Doenga de
Fabry.. 2015. (Congresso).

6. I Liga Académica de Pesquisa Cientifica - LAPEC.I Liga Académica de Pesquisa Cientifica - LAPEC. 2015. (Qutra).

Organizacdo de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. VALLIM, J.R.; TALARICO, F. ; XAVIER, G. ; GONCALVES, J. D. ; FAVORETTO, C. A. . XIII Curso de Inverno de Biomedicina.
2015. (Outro).

Outras informac0es relevantes

Coordenadora Geral do Centro Académico Leal Prado (Universidade Federal de Sdo Paulo) durante a gestao
2014-2015. Diretora de Recursos e Diretora Pedagégica do Cursinho Pré-Vestibular Jeannine Aboulafia
(CUJA, Universidade Federal de S3do Paulo) durante a gestdo 2015-2017. Representante discente do
Departamento de Psicobiologia (Universidade Federal de S&o Paulo) durante a gestdo 2016-2017.
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Anexo 2 — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa.

o e UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PAULO UNIFESP-HSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

asil

. A = Platalfor
LRSI SAQ PAULO - HOSPITAL SAO ny e

Titulo da Pesquisa: A disfungéo lisossémica na Doenga de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade

biol6égica dos pacientes?
Pesquisador: Julia Ribeiro da Silva Vallim
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 55261516.6.0000.5505
Instituicao Proponente: Departamento de Psicobiologia
Patrocinador Principal: Associagdo Fundo de Incentivo a Pesquisa

FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.577.773

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de respostas de pendencias aontadas no parecer inicial

Numero do Parecer: 1.529.605
DADOS DO PARECER

Projeto CEP/UNIFESP n: 0512/2016 Doengas de Depésito Lisossémico (DDL) séo caracterizadas por uma

deficiéncia enzimatica cuja consequéncia é o acimulo anormal de macromoléculas no interior do

lisossomo,o que prejudica o funcionamento desta organela e desencadeia sintomas variados, mas

progressivos e permanentes. A Doencga de Fabry é uma DDL com padrao de heranca ligado ao cromossomo

X, causada por uma mutagdo do gene GLA, que tem como consequéncia a deficiéncia da enzima alfa

galactosidase A e acumulo de lobotriaosilceramideos (Gb3). O depdsito anormal de Gb3 ocorre no interior

dos lisossomos e manifesta-se em diversos tecidos, como pele, olhos, figado, coragdo, cérebro e sistema

nervoso periférico. Diversos estudos mostram correlagdes entre algumas DDL e prejuizos em parametros do

sono (sonoléncia diurna excessiva, laténcia do sono, despertares durante a noite) o que sugere uma

modificagdo dos ritmos biolégicos em pacientes que apresentam essas

doengas. A melatonina € uma molécula com diversas propriedades bem descritas na literatura,

Enderego: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com

Péagina 01 de 05



UNIFESP
o UNIVERSIDADE FEDERAL DE
LRI SAQ PAULO - HOSPITAL SAO *' mo
e PAULO UNIFESP-HSP ‘

Continuacéo do Parecer: 1.577.773

dentre elas, a sua capacidade de agir como um cronobiético, mantendo as relacdes de fase entre
osciladores centrais e periféricos. Dessa forma, o presente

projeto visa a investigar qual o perfil ritmico de pacientes com Doenca de Fabry, utilizando a melatonina
como um marcador de ritmicidade biologica.

Objetivo da Pesquisa:

- Hipétese: A alteragéo do funcionamento do lisossomo, devido a mutagdo que causa a Doenca de Fabry,
afeta os ritmos bioldgicos. -Objetivo Primario: Avaliar o perfil ritmico de pacientes com Doenga de Fabry e
comparé-los com individuos saudaveis, utilizando a melatonina como marcador de ritmicidade biol6gica. -
Obijetivo Secundario: 1. Pacientes com Doenga de Fabry apresentam padréo ritmico diferente de individuos
saudaveis? 2. Marcadores de ritmicidade biolégica (como a melatonina) estio relacionados com a
fisiopatologia da Doenga de Fabry? 3. Existe diferenga no padrao de secregao de melatonina em pacientes
com Doenca de Fabry, quando comparados com individuos controle, sem a doenga.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
conforme descrito no parecer inicial.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo com o objetivo académico de Mestrado, vinculado ao Departamento de
Psicobiologia,Campus S&o Paulo, com orientagéo da profa. Dra. Vania D?Aimeida. Centros Coparticipantes:
Instituto de Erros Inatos do Metabolismo - responsavel: Dra. Ana Maria Martins TIPO DE ESTUDO:
Observacional LOCAL: Centro de Referéncia em Erros Inatos do Metabolismo (CREIM) da UNIFESP
PARTICIPANTES: Serao recrutados pacientes homens e mulheres com Doenga de Fabry de qualquer faixa
etéria, diagnosticados por dosagem atividade

enzimatica e/ou molecular - mutag¢ao presente no DNA, atendidos regularmente no Centro de Referéncia em
Erros Inatos do Metabolismo (CREIM) da UNIFESP (sob coordenagéo da Profa. Dra. Ana Maria Martins),
estando ou ndo submetidos ao tratamento de reposicdo enzimatica (TRE).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Trata-se de respostas de pendencias apontadas no parecer inicial.

Recomendacgoes:

Se o recrutamento dos participantes for realizado através de cartazes ou outro meio de divulgagéo, o texto a
ser disponibilizado devera ser apresentado ao CEP para aprovagao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:

pendencias apontadas no parecer inicial:

Endereco: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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1-Atencao a Legislagao: adequar os campos em que é citada a Resolugao Normativa 196/96, uma vez que
esta resolucéo ja foi revogada, estando em voga atualmente, a Resolucdo Normativa 466/12,do
CNS/MS,que aprova as normas e diretrizes regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. No
documento Comprometimento_Julia.pdf (Pasta: Recurso Anexado pelo Pesquisador- Submissao 1), foi
citada erroneamente a resolugdo 196/96.

2-Em relacéo ao TCLE:

a)- informar o que sera feito com as amostras biolégicas apéds a utilizagao na pesquisa;

b)- € necessario informar que o termo esta sendo disponibilizado em 2 vias originais (nao usar a palavra
?copia?), uma para ficar com o participante e outra para ficar com o pesquisador. ;

¢)- todas as folhas devem ser numeradas (ex: 1/4, 2/4, etc.) as quais deverdo ser rubricadas pelo
pesquisador e pelo participante da pesquisa no momento da aplicagdo do TCLE. ;

d)-no campo de assinaturas, além da assinatura, inserir local para 0 home do participante e do pesquisador.
e)- TCLE deve contemplar também o grupo controle.

3-Toda pesquisa a ser realizada no Hospital Universitario ? Hospital Sao Paulo (HU/HSP), ou em qualquer
um de seus ambulatdrios ou Centros, devera vir acompanhada de carta de autorizagdo da Coordenadoria
de Ensino e Pesquisa do HU/HSP (que pode ser conseguida na Diretoria Clinica do HSP, no 1¢ andar do
Hospital Sao Paulo).

4-Rever a informagao dada, no campo ?Riscos?, que indica que a pesquisa nao pode causar riscos.
Conforme orientagdo da CONEP, lembramos que qualquer pesquisa com seres humanos pode causar
algum risco, por minimo que seja.

5- Seréo incluidos pacientes de qualquer faixa etaria. Caso sejam incluidos menores de idade,deve ser
apresentado também o Termo de Assentimento elaborado em linguagem adequada para compreensao da
faixa etaria.

6- Como sera constituido o grupo controle? Onde serao recrutados?

resposta: todas as adequagoes foram realizadas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O CEP informa que a partir desta data de aprovacédo, é necessario o envio de relatérios parciais
(anualmente), e o relatério final, quando do término do estudo.

Endereco: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

e

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 31/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 693159.pdf 13:42:35
Outros Carta_HSP.pdf 31/05/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito
13:42:02 | Vallim

Outros Comprometimento.pdf 31/05/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito
13:41:38 |Vallim

Qutros Termo_Assentimento.pdf 31/05/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito
13:40:23 |Vallim

TCLE / Termos de | TCLE_2.pdf 31/05/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Assentimento / 13:39:50 |Vallim

Justificativa de

Auséncia

QOutros Resposta_CEP.pdf 31/05/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito
13:39:03 |Vallim

Brochura Pesquisa | Inicio_atividades.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito
18:54:21 |Vallim

Cronograma Cronograma.pdf 13/04/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito
18:50:04 [Vallim

Recurso Anexado Comprometimento_Julia.pdf 13/04/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito

pelo Pesquisador 18:47:39 |Vallim

Declaragao de Declaracao_pesquisadores.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Pesquisadores 18:47:11  |Vallim

Orgamento Orcamento.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito
18:46:41  [Vallim

Declaragao de Material_biologico.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Manuseio Material 18:46:16 | Vallim

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragdo do Financiamento_AFIP.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Patrocinador 18:42:48 |Vallim

Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Brochura 18:41:05 [Vallim

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 13/04/2016 |[Julia Ribeiro da Silva| Aceito

Assentimento / 18:39:41  [Vallim

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_rosto_CEP.pdf 13/04/2016 |Julia Ribeiro da Silva| Aceito
18:39:05 | Vallim

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Endereco: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail:

secretaria.cepunifesp@gmail.com
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SAO PAULO, 06 de Junho de 2016

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

(Coordenador)
Endereco: Rua Botucatu, 572 12 Andar Conj. 14
Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo intitulado “A disfung¢do lisossémica na
Doenga de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade bioldgica dos pacientes? ”. As informagdes
abaixo estdo sendo fornecidas para esclarecé-lo sobre sua possivel participagdo voluntaria neste
estudo, que tem como objetivo avaliar o perfil ritmico de pacientes com Doenca de Fabry e
compara-los com individuos sem a doenga, utilizando a melatonina como marcador de
ritmicidade bioldgica. Este estudo sera feito da seguinte maneira: serdo consultados prontuario
e histdrico médico para a coleta de dados, e coletadas amostras de urina e saliva para dosagem
de melatonina. Os voluntdrios também irdo utilizar um actigrafo, dispositivo semelhante a um
reldgio de pulso, capaz de monitorar periodos de atividade/repouso, e preencher um diério de
atividade. Além disso, serdo aplicados trés questionarios referentes a parametros de sono no

dia de inicio de uso do actigrafo.

A sua participagdo consiste em coletar a urina em dois recipientes que |he serdo fornecidos,
um recipiente “manha”, no qual sera coletada a partir da primeira urina da manha até as 19:00,
e um recipiente “noite”, no qual serd coletada a urina das 19:00 até a hora de dormir e a primeira
urina da manha seguinte. Na mesma noite da coleta de urina, sera feita a coleta de saliva no
periodo “noite” (19:00 até a hora de dormir) em intervalos regulares de 30 minutos. No dia da
entrega da urina e da saliva, serdo aplicados os questionarios e entregue o actigrafo, que deve
ser utilizado de forma continua durante 23 dias. Esses procedimentos que serdo realizados
podem te causar o seguinte desconforto: alergia e/ou desconforto do uso do actigrafo, que caso
ocorra, sera interrompido imediatamente. As coletas de urina e saliva sdo pouco invasivas,
porém, qualquer desconforto quando ao intervalo de coleta, deve ser comunicado ao

pesquisador responsavel.

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002 - S3o Paulo - SP/Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com , telefone: (13) 99206-6262
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0 Sr(a). tem toda a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo
a qualquer momento sem penalizagdo alguma. Neste caso o Sr(a). podera continuar seu

tratamento na Instituicdo sem problemas (quando for o caso).

Todas as informagdes obtidas a seu respeito neste estudo, serdo analisadas em conjunto
com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgado a sua identificagdo ou de outros pacientes

em nenhum momento.

O Sr(a). tem a garantia de que todos os dados obtidos a seu respeito, assim como qualquer

material coletado s6 serdo utilizados neste estudo.

Caso seja necessario, o Sr(a). tera assisténcia permanente durante o estudo, ou mesmo apos

0 término ou interrupgao do estudo.

Se ocorrer qualquer problema ou dano pessoal comprovadamente decorrente dos
procedimentos ou tratamentos aos quais o Sr(a). sera submetido, |he sera garantido o direito a

tratamento gratuito na Instituicdo e o Sr(a). tera direito a indenizagdo determinada por lei.

O Sr(a). ndo recebera nenhuma compensagdo financeira relacionada a sua participagdo
neste estudo. Da mesma forma, o Sr(a). ndo tera nenhuma despesa pessoal em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Durante o periodo de sua participagdo, se houver
qualquer despesa adicional de sua parte em relagdo a condugdo ou alimentacgdo, o Sr. serd

reembolsado.

A qualquer momento, se for de seu interesse, o Sr(a). poderd ter acesso a todas as

informac&es obtidas a seu respeito neste estudo, ou a respeito dos resultados gerais do estudo.

Em qualquer etapa do estudo, o Sr(a). terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € Julia Ribeiro da
Silva Vallim, email: juliavallim@gmail.com, que pode ser encontrado no endereco Rua Napoleio

de Barros, 925, 32 andar, Sdo Paulo — SP, telefone (13) 99206-6262, e-mail:

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002 - Sdo Paulo — SP/Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com , telefone: (13) 99206-6262
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juliavallim@gmail.com. Se vocé tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 12 andar — ¢j

14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@unifesp.br.

Quando o estudo for finalizado, o Sr(a). sera informado sobre os principais resultados e

conclusdes obtidas no estudo.

Esse termo foi elaborado em duas vias devidamente assinadas, sendo que uma ficard com o

Sr(a). e a outra conosco e todas as folhas serdo rubricadas.

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002 - Sdo Paulo — SP/Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com , telefone: (13) 99206-6262
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“Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “A disfungdo lisossémica exerce na Doenga de Fabry
exerce efeito sobre a ritmicidade bioldgica dos pacientes? ”. Eu discuti com o pesquisador
principal, Julia Ribeiro da Silva Vallim, sobre a minha decisdao em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso
a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servigo.

Data: / /|

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002 - Sdo Paulo — SP/Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com , telefone: (13) 99206-6262
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“Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria, o Consentimentos Livre e Esclarecido
deste paciente (ou representante legal) para a participagdo neste estudo. Declaro ainda que me

comprometo a cumpri todos os termos aqui descritos. ”

Data: / /|

Nome do pesquisador principal

Assinatura

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002 - Sdo Paulo — SP/Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com , telefone: (13) 99206-6262
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Termo de Assentimento

O termo de assentimento ndo elimina a necessidade de fazer o termo de
consentimento livre e esclarecido que deve ser assinado pelo responsavel ou
representante legal do menor de idade.

Titulo: A disfungdo lisossdmica na Doenga de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade biolégica
dos pacientes?

Investigador principal: Julia Ribeiro da Silva Vallim

Eu aceito participar

da pesquisa “A disfungdo lisossdmica na Doencga de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade

bioldgica dos pacientes?”.

O(s) pesquisadore(s)

me explicaram como o estudo vai acontecer, assim como explicaram quais sd3o os riscos e

desconfortos que posso ter relacionados ao estudo.

Compreendi que ndo sou obrigado (a) a participar da pesquisa, eu decido se quero

participar ou ndo.

Os pesquisadores me explicaram que fardo perguntas sobre o meu sono para preencher
alguns questiondrios. Também terei que utilizar um dispositivo semelhante a um relogio de
pulso chamado de actigrafo, durante 23 dias e preencher um diario de atividade durante esse

mesmo periodo.

Além disso terei que fazer coleta de urina em dois recipientes, um recipiente “manh3”, no
qual sera coletada a partir da primeira urina da manha até as 19:00, e um recipiente “noite”,

no qual serd coletada a urina das 19:00 até a hora de dormir e a primeira urina da manha

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002- S3o Paulo - SP / Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com
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seguinte. Na mesma noite da coleta de urina, sera feita a coleta de saliva no periodo “noite”

(19:00 até a hora de dormir) em intervalos regulares de 30 minutos.

Caso ocorra algum desconforto e/ou alergia devido ao uso do actigrafo ou por algum
procedimento, posso interromper o seu uso ef/ou minha participagdo no estudo

imediatamente.

Todas as entrevistas serdo feitas pela pesquisadora principal, Julia Ribeiro da Silva Vallim.
Minha mae ou responsavel poderao ficar por perto, e o teste pode ser interrompido caso eu

desejar.

Me disseram também que tudo o que for dito e visto sé podera ser avaliado por eles, assim

como o material coletado sé serd utilizado neste estudo.

Os riscos ou desconfortos da pesquisa ja foram esclarecidos e meus pais concordaram com

a minha participagdo.

Dessa forma, concordo livremente em participar dos testes com os pesquisadores, sabendo

que posso desistir a qualquer momento, se assim desejar.

S3o Paulo, de de 20 .

Pesquisador Participante da pesquisa

Assinatura dos pais ou responsaveis legais

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP 04024-002- S3o Paulo - SP / Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail:
juliavallim@gmail.com



Anexo 5 — Ficha de dados pessoais.

Cadigo: o
Dados pessoais
NOME COMPLETO:
Idade: Data de nascimento: / /
Telefone:
Altura (m): Peso (kg):
ENDERECO:
Bairro: Cidade:
FAZ TERAPIA DE REPOSICAO ENZIMATICA: () SIM ( )NAO
FAZ HEMODIALISE: ( )SIM () NAO
E TRANSPLANTADO (A): ( )SIM () NAO
FAZ USO DE ALGUMA MEDICACAO CONTINUA? ( )SIM () NAO

Se sim, quais?

OUTRAS OBSERVAGOES:

Rua Napoledo de Barros, 925 — CEP: 04024-002 — Sdo Paulo — SP

Julia Ribeiro da Silva Vallim, e-mail: juliavallim@gmail.com, telefone: (13) 99206-6262




Anexo 6 — Instrugdes do delineamento experimental.

Pesquisadora responsavel: Julia Ribeiro da Silva Vallim
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) — Rua Napoledo de Barros, 925, 3° andar
Telefone: (13) 99206-6262; e-mail: juliavallim@gmail.com

O que devo fazer e em quais dias?

Ol4 voluntario(a)!

Gostaria de agradecer sua disponibilidade e boa vontade em participar do estudo: “A
disfuncdo lisossémica na Doenca de Fabry exerce efeito sobre a ritmicidade bioldgica dos
pacientes?”.

Abaixo estdo algumas instrugGes que podem auxiliar a sua participagdo nesse projeto.

Qualquer divida, preocupacdo efou desconforto, favor comunicar imediatamente a
pesquisadora principal: Julia Ribeiro da Silva Vallim, celular: (13) 99206-6262, e-mail:
juliavallim@gmail.com/ Rua Napoleéo de Barros, 925 — Vila Clementino, Séo Paulo - SP.

DATA DE INICIO DO USO DO ACTIGRAFO: __ /[

PREVISAO DE RETIRADA DO ACTIGRAFO: __/ [

Coleta de urina:

Vocé recebeu dois recipientes para coleta de urina, um com uma etiqueta DIA e outra
com etiqueta NOITE. O inicio da coleta da urina deve ser DOIS DIAS ANTES da entrega do
actigrafo.

1. Inicie a coleta no recipiente etiquetado NOITE, no qual vocé deve coletar toda a urina
que fizer desde as 19:00 até a primeira urina da manha do dia seguinte;

2. Continue entdo realizando a coleta de urina no recipiente etiquetado DIA, a partir da
primeira urina da manha até as 19:00.

3. Armazene os frascos em uma geladeira comum.

4. NAO E NECESSARIO ENCHER OS RECIPIENTES!! Faca a sua quantidade habitual de urina.

Ex: se a data de previsdo de retirada do actigrafo for em uma quarta-feira, inicie a coleta de urina
no recipiente NOITE na segunda as 19:00 até a primeira urina da manha de terga-feira. Na terga-
feira, apés fazer a primeira urina da manh3, passe a coletar no recipiente DIA toda a urina do
dia até as 19:00.

Volume total urina NOITE: ml

Volume total urina MANHA: mil



Pesquisadora responsavel: Julia Ribeiro da Silva Vallim

Laboratdrio de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) - Rua Napoledo de Barros, 925, 3° andar
Telefone: (13) 99206-6262; e-mail: juliavallim@gmail.com

Coleta de saliva:

Vocé recebeu seis tubos etiquetados de 1 a 6 e com os horarios de coleta anotados. A

coleta de saliva deve ser feita de 30 em 30 minutos, a partir das 19:00 até as 21:30. Caso vocé
durma antes de terminar a coleta, ndo tem problema, ndo perca seu sono por isso!

Dia

A coleta de saliva deve ser realizada na mesma noite da coleta da urina NOITE.
Dentro do tubo, ha um algodao que vocé deve colocar debaixo da lingua e esperar por

2 minutos. Se preferir, vocé pode mastigar levemente o algoddo, mantendo o maximo
possivel embebido com saliva.

Armazenar na geladeira comum também.

Durante o periodo da coleta, favor ndo ingerir cafeina, se alimentar ou escovar os
dentes, deixe a alimentagdo para 30 minutos antes ou no término da coleta!!

NAO E NECESSARIO ESTIMULAR A SALIVAGAO!! Por isso, ndo masque chicletes ou coma
balas durante o periodo de coleta.

iaral® Coleta da urina
\uadndousedoamt‘ NOlTEidasal'wa w,ﬁad"“‘ma‘"

e e e e e RS

12 3 4 5 6B 7 8 9 10 1m 1213 14 1516 17 18 1920

Coleta urina

MANHA

Muito obrigada pela sua cooperacao!!



Anexo 7 — Descricao detalhada do grupo caso (género, idade, uso de TER, idade de inicio dos sintomas, nivel de atividade

enzimatica, classificagao em fenétipos para Doenga de Fabry e os respectivos genétipos).

Inicio dos Atividade
Cédigo Género Idade TRE . L. Classificacdo Mutacéao
sintomas enzimatica
FB_01 Masculino 54 Sim Desconhecido Nao classico NM_000169:¢.540G>
FB 02 Feminino 52 Nao 39 anos Nao classico NM_000169:¢.352C>T
FB 03 Feminino 32 Nao Assintomatico 11,42 (leucécitos) Nao classico NM_000169:c.937G>T
FB_04 Feminino 50 Sim Desconhecido Nao classico NM_000169:¢.937G>T:c.337T>C
FB 05 Feminino 44 Nao Desconhecido Classico NM_000169:c.101A>G
FB 06 Feminino 27 Nao Assintomatico Nao classico NM_000169:¢.337T>C
FB 07 Masculino 54 Sim Infancia 12,76 (leucécitos) Classico NM_000169:c.1095T>A
FB 08 Feminino 62 Sim 40 anos 1,60 (leucdcitos) Nao classico NM_000169:¢c.868A>C
FB 09 Masculino 51 Sim Infancia Classico NM_000169:¢.352C>T
FB 10 Masculino 23 Sim 12 anos 0,16 (leucdcitos) Classico NM_000169:¢c.1025G>A
NM_000169:c.73_86insCCCTCGTTTC
FB 11 Masculino 17 Sim 2 anos 0,59 (leucacitos) Classico
CTGG
NM_000169:¢c.59 72dup14bases
FB 12 Feminino 53 Sim 15 anos 11,24 (leucdcitos) Classico
c.73_86insCCCTCGTTTCCTGG
FB 13 Feminino 41 Sim 15 anos Classico NM_000169:¢c.1066C>T
FB 14 Feminino 28 Sim 6 anos 1,52 (leucécitos)  Classico NM_000169:¢.658C>T
Masculino Sim NM_000169:c.73ins
FB 15 43 18 anos 0,00 (leucacitos)  Classico
CCCTCGTTTCCTGG
FB 16 Feminino 34 Sim Infancia Classico NM_000169:¢c.154T>G

FB 17 Masculino 40 Sim 12 anos Classico NM_000169:c.1025G>A



FB_ 18
FB_19
FB_20
FB_ 21

FB_23

FB_24

Feminino
Feminino
Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

31
24
27
22

33

48

Desconhecido
15 anos
Desconhecido

18 anos

20 anos

10 anos

6,31 (papel de
filtro)

Nao classico
Classico
Classico

Classico

Classico

Classico

NM_000169:c.154T>G

NM_000169:¢.1066C>T
NM_000169:c.1066C>T
NM_000169:¢.1066C>T

NM_000169:c.1066C>T

NM_000169:¢.146G>C




Anexo 8 — Questionario de Sonoléncia Diurna Excessiva (Epworth Sleepiness
Scale - ESS).

Cédigo: Data: / / 1

FSCALA DE SONOLENCIA DE EPPWORTH (ESS-
BR)

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 ndo tenha feito algumas destas coisas recentemente, tente imaginar
como elas o afetariam. Escolha o nimero mais apropriado para responder cada
questdo:

0= nunca cochilaria
1= pequena probabilidade de cochilar

2- probabilidade média de cochilar

3- grande probabilidade de cochilar

Situacao Probabilidade de cochilar
Sentado e lendo 0 1 2 3
Assistindo TV 0 1 2 3
Sentado, quieto, em um lugar publico 0 1 2 3

(por exemplo, em um teatro, reuniao ou palestra)

Andando de carro por uma hora sem parar. 0 1 2 3

como passageiro

Ao deitar-se a tarde para descansar. 0 1 2 3

guando possivel

Sentado conversando com alguém 0 1 2 3
Sentado quieto apds o almogo sem bebida de alcool 0 1 2 3
Em um carro parado no transito por alguns 0 1 2 3
minutos

Obrigado por sua cooperacgéo!



Anexo 9 — Questionario de identificagao de individuos matutinos e vespertinos

(Morningness-eveningness questionnaire - MEQ).

Codigo: 2

Questionario para identificacao de individuos
matutinos e vespertinos

Instrugdes:

1. Leia com atengdo cada quest&o antes de responder.

2. Responda todas as questoes.

3. Responda as questées em ordem numérica.

4. Cada questao deve ser respondida independentemente das outras, nao volte atras e
nem corrija suas respostas anteriores.

5. Para cada questao coloque apenas uma resposta (X), algumas questdes tém uma
escala, nestes casos cologue o (X) no ponto apropriado da escala.

6. Responda cada questao com toda honestidade possivel. Suas respostas e os resultados
sdo confidenciais.

QUESTOES

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

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 23 24

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

N N O O

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

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

Nada dependente

Nao muito dependente
Razoavelmente dependente
Muito depende

o~~~
————

4. Vocé acha facil acordar de manha?

Nada facil

Nao muito facil
Razoavelmente facil
Muito facil

P N
————



Cadigo: 2

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

( ) Nada alerta

() N&ao muito alerta

( ) Razoavelmente alerta
() Muito alerta

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

() Muito ruim

() Nao muito ruim

( ) Razoavelmente ruim
() Muito bom

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

Muito cansado

Nao muito cansado
Razoavelmente cansado
Em plena forma

o
————

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

() Nunca mais tarde

( ) Menos que uma hora mais tarde

( ) Entre uma e duas horas mais tarde
( ) Mais do que duas horas mais tarde

9. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu o horario das 07:00 as 08:00 da
manha, duas vezes por semana. Considerando apenas o seu bem-estar pessoal, o que
voceé acha de fazer exercicios nesse horario?

( ) Estaria em boa forma

( ) Estaria razoavelmente em forma
() Acharia isso dificil

() Acharia isso muito dificil

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

20 21 22 23 24 00 01 02 03

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

( ) Das 08h00min as 10h00min
() Das 11h00min as 13h00min
( ) Das 15h00min as 17h00min
() Das 19h00min as 21h00min



Cadigo: 2

12. Se vocé fosse deitar as 23h00min em que nivel de cansaco vocé se sentiria?

Nada cansado

Um pouco cansado
Razoavelmente cansado
Muito cansado

o~ o~
————

13. Por alguma razao voceé foi dormir varias horas mais tarde do que é seu costume. Se no
dia seguinte vocé néo tiver hora certa para acordar, o que aconteceria com vocé?

( ) Acordaria na hora normal, sem sono

( ) Acordaria na hora normal, com sono

( ) Acordaria na hora normal, dormiria novamente
( ) Acordaria mais tarde que o seu costume

14. Se vocé tiver que ficar acordado das 04h00min as 06h00min para realizar uma tarefa e
nio tiver compromissos no dia seguinte, o que vocé faria?

S6 dormiria depois de fazer a tarefa

Tiraria uma soneca antes da tarefa e dormiria depois
Dormiria bastante antes e tiraria uma soneca depois
S6 dormiria antes de fazer a tarefa

o~
————

15. Se vocé tiver que fazer duas horas de exercicio fisico pesado e considerando apenas
0 seu bem-estar pessoa, qual desses horarios vocé escolheria?

Das 08h00min as 10h00min
Das 11h00min as 13h00min
Das 15h00min as 17h00min

(
(
(
( Das 19h00min as 21h00min

————

16. Vocé decidiu fazer exercicios fisicos. Um amigo sugeriu das 22:00 as 23:00, duas vezes
por semana. Considerando apenas seu bem-estar pessoal, o que vocé acha de fazer
exercicios nesse horario?

Estaria em boa forma

Estaria razoavelmente em forma
Acharia isso dificil

Acharia isso muito dificil

o~ o~
————

17. Suponha que vocé possa escolher 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 producao. Qual horario vocé escolheria? (Marque o horario de inicio e de
término).

N 1 Y N I o

00 01 02 03 04 05 06 07 08 0% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

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

N e s e O

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24




Cadigo: 2

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?

( ) Tipo matutino

( ) Mais matutino que vespertino
( ) Mais vespertino que matutino
( ) Tipo vespertino



Anexo 10 — Questionario de qualidade de sono (Pittsburgh Sleep Quality Index
- PSAQl).

Cadigo: Data: / / 3

ESCALA DE SONO DE PITTSBURGH (PSQI-BR)

INSTRUCOES:
As seguintes perguntas sdo relativas aos seus habitos usuais de sono durante o Ultimo
més somente. Suas respostas devem indicar a lembranga mais exata da maioria dos
dias e noites no Ultimo més. Por favor, responda a todas as perguntas:

1. Durante o ultimo 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?

Tempo (em minutos):

3. Durante o ultimo més, qual horario vocé geralmente levantou de manha?

Hora usual para se levantar:

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

Horas de sono por noite:

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

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

b. Acordou no meio da noite ou de manha cedo:
() Nenhuma no (ltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1 ou2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

c. Precisou levantar para ir ao banheiro:
() Nenhuma no ultimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1 ou2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana 4



Codigo: Data:___ /[

d. Nao conseguiu respirar confortavelmente:
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 10u 2 vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

e. Tossiu ou roncou forte:
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1ou2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

f. Sentiu muito frio:
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1 0ou2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

g. Sentiu muito calor:
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 10u2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

h. Teve sonhos ruins:
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 10u2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

i. Teve dor:
() Nenhuma no UGltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1ou 2 vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

j- Outra(s) razdo(des), por favor descreva

Com que frequéncia durante o Ultimo més, vocé teve dificuldade para
dormir devido a esta razao:

(

Nenhuma no Gltimo més

)
() Menos de 1 vez/semana
() 1 ou 2 vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

6. Durante o ultimo més, com vocé classificaria a qualidade do seu sono de uma
maneira geral?

() Muito boa

() Boa

0

()

Muito ruim



Cadigo:

7.

10.

Data: / /

Durante o ultimo més, com que frequéncia vocé tomou medicamento (prescrito
ou “por conta prépria”) para lhe ajudar a dormir?

() Nenhuma no Gltimo més

() Menos de 1 vez/semana

() 1 ou2vezes/ semana

() 3 ou mais vezes/ semana

No ultimo més, com que frequéncia vocé teve dificuldade ficar acordado
enquanto dirigia, comia ou participava de uma atividade social (festa, reuniao de
amigos, trabalho, estudo)?

() Nenhuma no Gltimo més

() Menos de 1 vez/semana

() 1ou2vezes/ semana

() 3 ou mais vezes/semana

Durante o ultimo més. Quao problematico foi para vocé manter o entusiasmo
(animo) para fazer as coisas (suas atividades habituais)?

() Nenhuma dificuldade

(

)
)

() Um problema razoavel
)

(

Um problema muito leve
Um problema muito grande

Vocé tem um (a) parceiro(a)/esposo (a) ou colega de quarto?
) Nao
) Parceiro ou colega, mas em outro quarto

) Parceiro ou mesmo quarto, mas ndo na mesma cama

(
(
(
() Parceiro na mesma cama

Se vocé tem um parceiro ou colega de quarto pergunte a ele/ela com que frequéncia
no Gltimo més vocé teve:

a. Ronco forte?
() Nenhuma no Gltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1o0u2vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

b. Longas paradas na respiracdo enguanto dormia?
() Nenhuma no dltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1o0u2vezes/ semana
0

3 ou mais vezes/semana



Codigo: Data:___ /[

c. Contracdes ou puxdes na perna enguanto vocé dormia?
() Nenhuma no dltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1 ou 2 vezes/semana
()

3 ou mais vezes/semana

d. Episodios de desorientacédo ou confusio durante o sono?
() Nenhuma no udltimo més
() Menos de 1 vez/semana
() 1ou 2 vezes/ semana
() 3 ou mais vezes/semana

e. Outra(s) alteracdo(8es) (inquietacdes) enquanto vocé dorme; por favor,

descreva:

) Nenhuma no (ltimo més
) Menos de 1 vez/semana
) 1 ou 2 vezes/ semana
) 3 ou mais vezes/semana

(
(
(
(



Anexo 11 — Diario de atividade.

Diario de Atividades

Nome: Idade: anos

INSTRUCOES:

Este é o seu Diario de atividades, onde vocé registrara os
horarios de suas atividades diarias. Habitos de dormir, acordar e
cochilar, durante aproximadamente 23 dias seguidos.

Lembre-se do gue vocé deve fazer:

1. Na primeira pagina vocé encontrara guadros para marcagdo das atividades em quatro momentos
de um dia de 24 horas (madrugada, manhg, tarde e noite). Cada quadradinho representa um
intervalo de 15 min. Em cada linha tem uma atividade diferente e nds precisamos saber quanto
tempo do seu dia vocé usou para cada atividade indicada. Para isso, INDIQUE EM CADA LINHA O
TEMPO DE SUAS ATIVIDADE, tragando uma linha que comece no horario do inicio da atividade e
término no quadro correspondente ao hordrio em que ela acabou.

2. PREENCHA o diario todos os dias, pela manha e no final do dia.

3. No primeiro dia vocé vai escrever sobre o seu sono do dia anterior sobre as atividades realizadas
no dia do preenchimento.

4, No verso da primeira pagina tem algumas perguntas. Nas perguntas de 1 a 5, vocé encontra uma
escala numeérica que vai de 0 a 10, representando, respectivamente, Muito Ruim/Muito Bom ou
Muito Dificil/Muito Facil ou Muito Cansado/Nada Cansado.

5. Nas perguntas de 1 a 5, marque com um X o ponto da linha que representa a sua avaliagao.

6. Ao final dos dias de preenchimento, o diario deve ser entregue ao pesquisador responsavel.

SUAS INFORMACOES SA0 MUITO IMPORTANTES E POR ISSO SOMOS
MUITO GRATOS PELA COLABORAGAO!

Pesquisadora responsavel: Julia Ribeiro da Silva Vallim
Laboratdric de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) — Rua Napoleao de Barros, 925, 3¢ andar

Telefone: (13) 99206-6262; e-mail- juliavallim@gmail.com



Pesquisadora responsavel: Julia Ribeiro da Silva Vallim

Laboratdrio de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) — Rua Napoledo de Barros, 925, 3° andar

Telefone: (13) 99206-6262; e-mail: juliavallim@gmail.com

Nome:

Data:

Dia dasemana: (122132 (142 (152 162 [|Sabado [/Domingo

12017

Madrugada

Tempo em horas

2

Trabalho

Transporte

Estudo

Atividade Fisica

Sono/ Cochilos

TV

Computador (lazer)

Folga/Outras atividades

Manha

Tempo em horas

11

Trabalho

Transporte

Estudo

Atividade Fisica

Sono/ Cochilos

TV

Computador (lazer)

Folga/Outras atividades

Tarde

Tempo em horas

Trabalho

Transporte

Estudo

Atividade Fisica

Sono/ Cochilos

TV

Computador (lazer)

Folga/Outras atividades

Noite

Tempo em horas

20

Trabalho

Transporte

Estudo

Atividade Fisica

Sono/ Cochilos

TV

Computador (lazer)

Folga/Outras atividades




1) Como vocé avalia seu sono da noite passada?

Muito Ruim 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Muito Bom

2) Com que facilidade vocé adormeceu na noite passada?

Muito Dificil 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Muito Facil

3) Com que facilidade vocé acordou hoje?

Muito Dificil 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Muito Fécil

4) Como vocé se sentiu hoje no inicio do seu dia?

Muito Cansado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nada Cansado

5) Como vocé se sentiu hoje no fim do seu dia?

Muito Cansado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nada Cansado

6) Vocé se lembra de ter acordado e dormido de novo? ( ) Sim ( ) Nao
Quantas vezes?

7) Vocé acordou sozinho ou foi acordado por alguém ou pelo despertador?
( )Alguém ( ) Despertador ( ) Outros (especifique)

Pesquisadora responsavel: Julia Ribeiro da Silva Vallim
Laboratdrio de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) — Rua Napoledo de Barros, 925, 3° andar

Telefone: (13) 99206-6262; e-mail: juliavallim@gmail.com



Anexo 12 — Descricao das comorbidades e medicamentos do grupo caso.

Comorbidades descritas no

Uso de medicagao continua

e R prontuario relatada pelo paciente
FB 01 54 Hipertensao arterial, transplante _
- renal (5 anos)
FB 02 52 Osteopata e fibromialgia Dipirona (Dorflex ®)
FB 03 32 -- --
Beta-bloqueador (Selozok ®)
Antagonista do receptor de
FB 04 50 Marcapasso ang;oﬁensma .(Los.arj[.an ®)
Acido acetil salicilico
Estatina (Sinvastatina ®)
Diurético (Clortalidona ®)
Corticoide (Prednisona ®)
Antibidtico (Bactrim ®)
FB_05 44 -- Acido acetil salicilico
Inibidor da enzima conversora de
angiotensina (Enalapril ®)
FB 06 27 -- --
EB 07 54 Hipotireoidigmf), hipertensao _
- arterial; asma
Beta-bloqueador (Atenolol ®)
Hipertensao arterial, Reposi¢cao hormonal tiroide
FB 08 62 hipotireoidismo, dislipidemia, (Levotiroxina ®)
- hipertrofia ventricular esquerda, Antagonista do receptor de
marcapasso angiotensina (Losartan ®)
FB 09 51 -- --
FB 10 23 -- Dipirona
Anticonvulsivante (Carbamazepina
®)
FB_11 7 - Inibidor seletivo da recaptacéo de
serotonina (Paroxetina ®)
Anticonvulsivante - estabilizador de
, . humor (Topiramato ® )
FB 12 53 el e V\_/olf-Parkmson Beta-bloqueador (Propanolol ®)
White e . ~
Inibidor seletivo da recaptacéo de
serotonina (Fluoxetina ®)
FB 13 41 - -
FB 14 28 Ovarios policisticos --
Imunossupressores (Myfortic ®,
Taccolino ®)
Corticoide (Prednisona ®)
Bloqueador dos canais de calcio
FB_15 43 Transplante renal — 2 anos (Cardizem ®)

Antagonista do receptor de
angiotensina (Losartan ®)
Inibidor da boma de prétons
(Omeprazol ®)



FB_16
FB 17
FB_18
FB_19
FB_20

FB_21

FB_23

FB_24

34

40

31

24

27

22

33

48

Complexo vitaminico (Vitergan ®)

Anticonvulsivante (Carbamazepina
®)

Antagonista do receptor de
-- angiotensina (Losartan ®)

Antagonista do receptor de
angiotensina (Losartan ®)
Beta-bloqueador (Atenolol ®)
Bloqueador dos canais de calcio
(Amlodipina ®)
Diurético (Espironolactona ®)
Diabetes (Glibenclamida ®,
Glifage ®)

Hipertensao arterial, diabetes




Anexo 13 — Valores do modelo linear geral (F) e do nivel de significancia da

analise estatistica (p).

QUESTIONARIOS

Escala de Sonoléncia Diurna Excessiva (Epworth Sleepiness Scale — ESS)
Género: F(130 = 0,10 p = 0,76; Grupo: F(1,30)= 0,71 p=0,41; TRE: F130=1,29 p =
0,25; Idade: F(1,30) = 0,67 p = 0,42; Grupo*Género: F(125y= 0,12 p = 0,74; Grupo*TRE:
F@,25)= 0,36 p = 0,565; TRE*Género: F(1,25) = 0,58 p = 0,45; Grupo*Género*TRE: F230)
= 0,36 p = 0,73; Medicagdo*Género: F1,25 = 0,47 p = 0,50; Medicagdo*Grupo: F1,25) =
0,00 p = 0,96; Medicagdo*TRE: F1,25 = 0,01 p = 0,93; Grupo*Género*Medicagéo:
F30=0,42 p = 0,66; Grupo*Género*TRE*Medicacgéo: F@ 28 = 0,66 p = 0,72.

Questionario de identificacdo de individuos matutinos e vespertinos
(Morningness-eveningness questionnaire - MEQ)

Género: F¢1,30) = 0,05 p = 0,82; Grupo: F(1,30) = 0,24 p = 0,63; TRE: F1,30) = 3,06 p =
0,09; Medicagdo: F@130 = 4,03 p = 0,06; Grupo*Género: Fp125 = 0,81 p = 0,38;
Grupo*TRE: F@25 = 0,00 p = 0,98, TRE*Género: Fu2s = 0,18 p = 0,67;
Medicacdo*Género: F(125 = 2,43 p = 0,13; Medicagcdo*Grupo: F125 = 2,62 p = 0,12;
Medicagdo*TRE: F1.25 = 0,06 p = 0,81; Grupo*Género*TRE: F(230) = 0,99 p = 0,38;
Grupo*Género*Medicacéo: Fi230) = 0,81 p = 0,46; Grupo*Género*TRE*Medicagéo:
Fs28 = 1,18 p = 0,35.

indice de qualidade de sono (Pittsburgh Sleep Quality Index — PSQI)

Género: F(130 = 0,56 p = 0,46; Grupo: F(1,30) = 0,44 p = 0,50; TRE: F(1,30) = 2,76 p =
0,11; Idade: F1,30) = 0,08 p = 0,78; Medicagéo: F1,30) = 0,46 p = 0,50; Grupo*Género:
F(1,25= 0,44 p = 0,51; Grupo*TRE: F(1,25) = 0,35 p = 0,56; TRE*Género: F(1,25 = 0,06 p
= 0,82; Medicagdo*Género: F 1,25 = 0,40 p = 0,53; Medicagdo*Grupo: F(1,25 = 0,63 p =
0,44; Medicagdo*TRE: F(125 = 0,33 p = 0,57; Grupo*Género*TRE: F.30 = 0,32 p =
0,72; Grupo*Género*Medicagao: F,30) = 1,02 p = 0,37;
Grupo*Género*TRE*Medicagao: Fs2s) = 0,41 p = 0,90.



DIARIO DE ATIVIDADE

“Como vocé avalia seu sono na noite passada? ”

(Género: Fi1,13y = 0,01 p = 0,92; TRE: F1,143y = 1,17 p = 0,30; Idade: F1,13) = 0,00 p =
0,96; Dia da semana: F¢115y = 1,11 p = 0,31; Género*Grupo: F1.13y = 0,63 p = 0,44;
Grupo*TRE: F@33) = 1,38 p = 0,29; Género*TRE: Fuq13 = 0,55 p = 047;
Género*Grupo*TRE: Fa,15 = 1,11 p = 0,31; Medicagdo*Género: F(2,12)= 1,37 p = 0,29;
Medicagdo*Grupo: Fi2.12) = 1,77 p = 0,21; Medicagdo*TRE: F¢1,12) = 0,00 p = 0,99;
Género*Grupo*TRE*Medicacéo: Fs,13) = 0,93 p = 0,50; Dia da semana*Género: F(1,13)
= 0,55 p = 0,47; Dia da semana*Grupo: F¢,13) = 0,21 p = 0,65; Dia da semana*TRE:
Fa13) = 0,78 p = 0,39; Dia da semana*Medicagdo: F1,13) = 0,04 p = 0,85; Dia da
semana®*ldade: F1,13) = 0,06 p = 0,82; Dia da semana*Género*Grupo: F1,13) = 0,00 p
= 0,97; Dia da semana*Grupo*TRE: F@a3 = 042 p = 0,74; Dia da
semana*Género*TRE: F.13) = 0,06 p = 0,80; Dia da semana*Género*Grupo*TRE:
Fa.15 = 1,01 p = 0,43; Dia da semana*Medicagdo*Género: F,12) = 1,92 p = 0,19; Dia
da semana*Medicagéo*Grupo: F2,12)= 0,56 p = 0,59; Dia da semana*TRE*Medicag¢do:
F1,12=0,01 p =0,91; Dia da semana*Género*Grupo*TRE*Medicagéo: F,13) = 0,78 p
=0,61).

“Com que facilidade vocé adormeceu na noite passada? ”

(Género: F1,13) = 0,00 p = 0,95; Grupo: F1,13y = 2,02 p =0,18; TRE: F1,43y = 1,17 p =
0,30; Idade: F¢,13 = 0,78 p = 0,39; Dia da semana: Fuq15 = 2,75 p = 0,12;
Género*Grupo: F(1,13= 0,38 p = 0,55; Grupo*TRE: F(3,13)= 0,62 p = 0,62; Género*TRE:
F¢1,13)= 0,76 p = 0,40; Género*Grupo*TRE: F,15 = 1,11 p = 0,31; Medicagdo*Género:
F12)=0,16 p = 0,85; Medicacdo*Grupo: F2,12) = 0,63 p = 0,55; Medicagdo*TRE: F (1,12
= 0,01 p = 0,91; Género*Grupo*TRE*Medicag¢do: Fe 13 = 0,47 p = 0,82; Dia da
semana*Género: F1,13)= 1,07 p = 0,32; Dia da semana*Grupo: F1,13y= 1,37 p = 0,26;
Dia da semana*TRE: F(1,13) = 1,12 p = 0,31; Dia da semana*Medicagéo: F1,13) = 1,13
p = 0,31; Dia da semana*Género*Grupo: Faq13 = 2,07 p = 0,17; Dia da
semana*Grupo*TRE: F3,13)= 0,35 p = 0,79; Dia da semana*Género*TRE: F1,13) = 0,38
p = 0,55; Dia da semana*Género*Grupo*TRE: F4,15 = 1,88 p =0,15).



“Com que facilidade vocé acordou hoje? ”

(Género: F(1,13y = 0,31 p = 0,58; TRE: F(1,13) = 1,01 p = 0,33; Idade: F¢1,13) = 0,57 p =
0,46; Dia da semana: F¢1,15 = 0,02 p = 0,88; Género*Grupo: F.13y = 0,00 p = 0,99;
Grupo*TRE: Fg13 = 1,65 p = 0,23; TRE*Género: Fu13 = 0,81 p = 0,38;
Medicagdo*Género: F(2,12) = 0,26 p = 0,78; Medica¢cdo*Grupo: F@2.12) = 1,85 p = 0,20;
Medicagcdo*TRE: F(1,12) = 0,00 p = 0,98; Género*Grupo*TRE: F,15 = 0,18 p = 0,94;
Género*Grupo*TRE*Medicacéo: Fs,13) = 0,90 p = 0,53; Dia da semana*Género: F(1,13)
= 0,04 p = 0,85; Dia da semana*Grupo: F¢,13) = 1,09 p = 0,32; Dia da semana*TRE:
Fa13) = 2,29 p = 0,15; Dia da semana*Medicagdo: F1,13) = 0,49 p = 0,50; Dia da
semana*Género*Grupo: F1,13) = 0,10 p = 0,75; Dia da semana*Grupo*TRE: F3,13) =
0,14 p = 0,93; Dia da semana*Género*TRE: F¢113 = 0,03 p = 0,86; Dia da
semana*Género*Grupo*TRE:  Fuq15y = 0,51 p = 073; Dia da
semana*Medicagdo*Género: F2,12)= 0,36 p = 0,71; Dia da semana*Medicacéo*Grupo:
Fe.12) = 0,15 p = 0,86; Dia da semana*Medicacdo*TRE: F(1,12) = 0,31 p = 0,59; Dia da
semana*Género*Grupo*TRE*Medicagéo: Fe,13) = 0,31 p = 0,91).

“Como voceé se sentiu no inicio do seu dia? ”

(Género: F1,13) = 0,04 p = 0,85; TRE: F(1,13) = 0,43 p = 0,52; Idade; F1,13) = 0,64 p =
0,44; Dia da semana: F,15 = 0,03 p = 0,87; Género*Grupo: F1,13) = 0,26 p = 0,62;
Grupo*TRE: F@13) = 1,82 p = 0,19; TRE*Género: Fp113) = 0,11 p = 0,74;
Medicagdo*Género: F2,12) = 1,66 p = 0,23; Medicagdo*Grupo: Fi2,12) = 2,44 p = 0,13;
Medicagdo*TRE: F1,12) = 0,24 p = 0,63; Género*Grupo*TRE: F,15 = 0,39 p = 0,81;
Género*Grupo*TRE*Medicacéo: Fs,13) = 1,26 p = 0,34; Dia da semana*Género: F1,13)
= 1,63 p = 0,22; Dia da semana*Grupo: F,13) = 0,07 p = 0,78; Dia da semana*TRE:
Fu13) = 0,92 p = 0,35; Dia da semana*Medicagdo: F,13) = 0,18 p = 0,68; Dia da
semana*ldade: F(1,13) = 0,81 p = 0,38; Dia da semana*Género*Grupo: F¢1,13) = 0,14 p
= 0,71, Dia da semana*Grupo*TRE: F@E13 = 0,21 p = 0,88, Dia da
semana*Género*TRE: Fu1,13) = 0,53 p = 0,48; Dia da semana*Medicagcao*Género:
Fe12) = 0,61 p = 0,56; Dia da semana*Medicagdo*Grupo: F2,12) = 0,05 p = 0,95; Dia
da semana*Medicacdo*TRE: Fu12 = 005 p = 083, Dia da
semana*Género*Grupo*TRE:  Fu1y = 080 p = 054; Dia da
semana*Género*Grupo*TRE*Medicagéo: F,13) = 0,62 p = 0,71).



“Como voceé se sentiu no fim do seu dia? ”

(Género: F1,13) = 1,56 p = 0,24; Grupo: F@1,13y = 1,56 p = 0,23; TRE: F(1,13y = 0,02 p =
0,89; Idade: F(1,13y = 0,68 p = 0,42; Dia da semana: F¢1,15 = 0,03 p = 0,87; Dia da
semana*Género: F¢1,13) = 1,87 p = 0,20; Dia da semana*Grupo: F¢,13) = 0,31 p = 0,59;
Dia da semana*TRE: F1,13) = 0,07 p = 0,80; Dia da semana*ldade: F1,13y = 4,58 p =
0,06; Género*Grupo: F@.13 = 0,25 p = 0,62; Grupo*TRE: F313) = 0,68 p = 0,58;
TRE*Género: F(1,13) = 2,08 p = 0,17; Género*Grupo*TRE: F@,15 = 0,88 p = 0,50; Dia
da semana*Género*Grupo: F,13) = 0,75 p = 0,40; Dia da semana*Grupo*TRE: F3,13)
= 0,35 p = 0,79; Dia da semana*Género*TRE: F¢113 = 1,19 p = 0,30; Dia da
semana*Género*Grupo*TRE: Fu15 = 2,27 p = 0,15).

AVALIAGOES RITMICAS
Parametros ritmicos para atividade e repouso

Género: Fi5,18) = 1,05 p = 0,42; Grupo: Fs18) = 0,84 p = 0,54; TRE: F5,18) = 0,69 p =
0,64; Idade: F518) = 0,83 p = 0,55; Medicagéo: Fs 18 = 0,79 p = 0,57; Grupo*Género:
Fi17)= 1,03 p = 0,43; Grupo*TRE: F(2057y = 1,05 p = 0,42; TRE*Género: F517) = 0,57
p = 0,72; Medicagédo*Género: F(1032) = 1,01 p = 0,45; Medicagcdo*Grupo: F10,32) = 2,00
p = 0,07; Medicagdo*TRE: F10,32) = 1,09 p = 0,40; Grupo*Género*TRE: F10,36) = 0,94
p = 054; Grupo*Género*Medicagdo: F@ozey = 1,07 p = 0,39
Grupo*Género*TRE*Medicagéo: F 35,7395 = 1,56 p = 0,06.

Parametros ritmicos para temperatura corporal periférica

Género: Fi5,16) = 0,49 p = 0,78; TRE: F516) = 2,68 p = 0,06; Idade: F5.16) = 1,36 p =
0,07; Medicagéo: Fis16 = 2,54 p = 0,07; Grupo*Género: Fi515 = 0,89 p = 0,51;
Grupo*TRE: Fpos1700 = 1,62 p = 0,09; TRE*Género: Fi15 = 0,08 p = 0,99;
Medicagdo*Género: F1o0.28) = 2,66 p = 0,06; Medicacdo*Grupo: Fo0.28) = 3,00 p = 0,10;
Medicagdo*TRE: F10,28)= 3,31 p = 0,06; Grupo*Género*TRE: F20,60.64)= 0,69 p = 0,82;
Grupo*Género*Medicagao: F(2060.65 = 1,84 p = 0,06; Grupo*Género*TRE*Medicagéo:
Fo,65.53 = 1,48 p = 0,09.



Meio periodo de sono

Género: F(122) = 3,16 p = 0,09; Grupo: Fr122) = 1,98 p = 0,39; TRE: F(1,22) = 0,45 p =
0,51; Idade: F(122) = 3,72 p = 0,24; Medicagao: F¢122) = 1,73 p = 0,20; Grupo*Género:
Fa21)=0,22 p = 0,64; Grupo*TRE: Fu21)= 0,76 p = 0,56; TRE*Género: F(1,21) = 0,95
p = 0,34; Medicacédo*Género: F220)= 0,10 p = 0,90; Medicacdo*Grupo: F2.20= 1,49 p
= 0,25; Medicagdo*TRE: F(2,20) = 0,12 p = 0,88; Género*Grupo*TRE: F2) = 2,34 p =
0,12; Género*Grupo*Medicagao: F@.22) = 0,53 p = 0,59;
Género*Grupo*TRE*Medicacéo: Fz21)= 0,78 p = 0,61; Dia da semana*Género: F1,22)
= 0,15 p = 0,70; Dia da semana*Grupo: F¢122) = 0,10 p = 0,75; Dia da semana*TRE:
F1,22 = 0,00 p = 0,99; Dia da semana*Medicagdo: F122) = 0,63 p = 0,47; Dia da
semana*Grupo*Género: F121) = 0,01 p = 0,94, Dia da semana*Grupo*TRE: F@21) =
0,79 p = 0,58; Dia da semana*Género*TRE: Fu21y = 0,24 p = 0,63; Dia da
semana*Medicagdo*Género: F2,20)= 0,04 p = 0,97; Dia da semana*Medicacéo*Grupo:
F,20) = 0,53 p = 0,60; Dia da semana*Medicacdo*TRE: F 20 = 0,38 p = 0,69; Dia da
semana*Género*Grupo*TRE: Fp22) = 025 p = 078, Dia da
semana*Género*Grupo*Medicagdo: Fpe22) = 036 p = 0,70; Dia da

semana*Género*Grupo*TRE*Medicagéo: F721)= 0,42 p = 0,88.

6-sulfatoximelatonina

Género: F1,19) = 2,56 p = 0,13; Grupo: F(1,19) = 0,07 p = 0,80; TRE: F(1,19) = 0,30 p =
0,59; Medicagéo: F1,19) = 0,11 p = 0,75; Idade: F1,19) = 0,01 p = 0,91; Grupo*Género:
Fa,18 = 2,02 p = 0,74; Grupo*TRE: F,18 = 1,36 p = 0,29; TRE*Género: F1,18) = 1,21
p = 0,29; Medicagdo*Género: F2,17) = 2,31 p = 0,13; Medicagdo*Grupo: F2,17y= 0,17 p
= 0,84; Medicagdo*TRE: F2,17y = 0,19 p = 0,83; Grupo*Género*TRE: F(2,19) = 0,28 p =
0,76; Grupo*Género*Medicagao: F,19) = 0,16 p = 0,85;
Grupo*Género*TRE*Medicacgéo: F(7,18)= 0,60 p = 0,75; Momento do dia*Género: F1,19)
= 0,33 p =0,57; Momento do dia*Grupo: F,19) = 0,17 p = 0,29; Momento do dia*TRE:
F¢,19) = 0,08 p = 0,78; Momento do dia*Medicagdo: F,19) = 0,16 p = 0,69; Momento
do dia*Grupo*Género: F(1,18) = 0,12 p = 0,78; Momento do dia*Grupo*TRE: F@4.18) =
2,12 p = 0,12; Momento do dia*TRE*Género: F,18) = 0,43 p = 0,52; Momento do
dia*Medicagcdo*Género: F,17) = 0,30 p = 0,74; Momento do dia*Medicagdo*Grupo:
Fe17) = 1,43 p = 0,27; Momento do dia*Medicacdo*TRE: Fi2,17y = 0,31 p = 0,74;



Momento do dia*Grupo*Género*TRE: Fp19) = 0,81 p = 0,46; Momento do
dia*Grupo*Género*Medicagdo: Fp19 = 174 p = 0,20, Momento do
dia*Grupo*Género*TRE*Medicagéo: F7,18y = 1,59 p = 0,20.



Anexo 14 - Actogramas, séries temporais e perfil de excrecdao de 6-
sulfatoximelatonina individuais de atividade e repouso de temperatura corporal
periférica.

Neste estudo, foi padronizado para a representacao grafica dos actogramas o horario
de nascer do sol as 07:00 e o p6r do sol as 19:00. Porém, o registro médio de nascer
e poér do sol no periodo de coleta foi as 05:53 e 18:19, respectivamente. Seguido da
série temporal e dos actogramas esta o perfil de excregao de 6-sulfatoximelatonina de

cada individuo.



Controle — Masculino, 56 anos.
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Controle — Feminino, 49 anos.

Atividade
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Controle — Feminino, 32 anos.

Atividade
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
400000
000000

Temperatura
38,00
36,00
34,00
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00

20,00

i

|
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50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

90,37

Noite



Controle — Feminino, 49 anos.

Atividade
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
4100000
000000

Temperatura
36,00
34,00
3200
30,00
28,00
26,00
24,00

22,00

20,00




(%)
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70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

7458

Noite



Controle — Feminino, 44 anos.

Atividade

1200000
1000000
0800000
0600000
0400000
0200000

0000000

Temperatura
38,00
36,00
3400
32,00
30,00
28,00
26,00
2400
22,00

20,00
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(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

53,29

Noite



Controle — Feminino, 29 anos.

Atividade

2500000
2000000
1500000
1000000

500000

000000

Temperatura
36,00

34,00
3200
30,00
28,00
26,00
24,00

22,00

20,00




Carga 6-sulfatoximelatonina excretada
100,00

90,00
80.00 7840
70,00

0,00 e

50,00 "

(%)

40,00 s

30,00 P

20,00

10,00

0,00

Noite

Controle — Masculino. 55 anos. Carga 6-sulfatoximelatonina excretada
100,00

Perda de dados da actigrafia.
80,00 Excluido da analise de 6-sulfatoximelatonina (Mahlberg et al., 2006).

80,00
70,00
60,00

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Noite



Controle — Feminino, 59 anos.

Atividade

600000
500000
400000
300000
200000
100000

000000

Temperatura
36,00
34,00
32,00
30,00
28,00
26,00

24,00

22,00
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50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

Excluido da analise de 6-sulfatoximelatonina (Mahlberg et al., 2006).

5449

Noite



Controle — Masculino, 23 anos.

Atividade CTL_10
1200000

1000000
0800000
0600000
0400000
0200000

0000000

TemperaturaCTL_10
38,00
36,00
24,00
22,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00

20,00
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60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

8378

Noite



Controle — Feminino, 51 anos.

Atividade
0900000
0800000
0700000
0600000
0500000
0400000
0300000
0200000
0100000
0000000

Temperatura
36,00

34,00
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00

22,00

20,00

15
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90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

Excluido da analise de 6-sulfatoximelatonina (Mahlberg et al., 2006).

54,74

Noite



Controle — Feminino, 41 anos.

Atividade

1200000
1000000
0800000
0600000
0400000
0200000

0000000

Temperatura




(%)
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80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

69,21

Noite



Controle — Feminino, 29 anos.

Atividade

2500000
2000000
1500000
1000000
0500000

0000000

Temperatura
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60,00

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

51,01

Dia

Excluido da analise de 6-sulfatoximelatonina (Mahlberg et al., 2006).

48,99

Noite



Controle — Masculino, 41 anos.

Atividade

600000
500000
400000
300000
200000
100000

000000

Temperatura
38,00
36,00
34,00
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00

20,00
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(%)

100,00

90,00
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70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

76,14

Noite



Controle — Feminino, 36 anos.

Atividade

0700000
0600000
0500000
0400000
0300000
0200000
0100000

0000000

Temperatura
36,00

34,00
32,00
30,00
28,00

26,00

24,00

o

o




Carga 6-sulfatoximelatonina excretada
100,00

90,00
80.00
70,00
60,00 56,76

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
Dia Noite



inino, 44 anos.

Fem

assico —

FBcl

idade

(M

At

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

000000

Temperatura

38,00
36,00
34,00
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00
20,00
18,00

00:00:40
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

Noite



, 54 anos.

no

Mascul

assico —

FBcl

Atividade

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

000000

Temperatura

40,00
38,00
36,00
3400
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00

20,00

0o00Ek
000040
ooooek
00:00:40
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ooooel
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ooooek
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000081
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ooooek
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o0:00Ek
00:00:40
ooooel
000040
00006k
00:00:40
00006k
000040
ooooek
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ooooek
000040
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00006k
000040
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90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

56,93

Dia

Noite



FB classico — Masculino, 51 anos.

Atividade
900000
800000
700000
500000
500000
400000
300000
200000
100000
000000

Temperatura
36,00
34,00
3200
30,00
28,00
26,00
24,00
2200
20,00
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90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

(%)

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

5950

Noite



FB classico — Masculino, 23 anos.

Atividade
600000

500000
400000
300000
200000
100000
000000

Temperatura
40,00
38,00
36,00
34,00
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00
20,00
07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00 07:00:00 19:00:00
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

100,00

Noite



FB classico — Masculino, 17 anos.

Atividade

700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

000000

Temperatura

N




(%)
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30,00
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10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

Noite



FB classico — Feminino, 53 anos.

Atividade
700000

600000
500000
400000
300000
200000

100000

000000

Temperatura

N NS 2 NS
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

57,40

Noite



FB classico — Feminino, 41 anos.

Atividade
1400000
1200000
1000000
0800000
0600000
0400000
0200000
0000000
Temperatura
36,00
34m
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30,00
28,00
26,00
24,00
2200
20,00
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FB classico — Feminino, 28 anos.

Atividade
1200000

1000000
800000
600000
400000
200000

000000

Temperatura
38,00
36,00
24,00
3200
20,00
28,00
26,00
24,00
22,00
20,00
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0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

100,00

Noite



FB classico — Feminino, 34 anos.

Atividade
900000
800000
700000
500000
500000
400000
300000
200000
100000

000000

Temperatura
38,00
36,00
24,00
32,00
20,00
28,00
26,00
24,00
22.00
20,00

N
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

55,76

Dia

Noite



FB classico — Masculino, 40 anos.

Atividade
500000

500000
400000
300000
200000
100000

000000

Temperatura
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

63,38

Noite



ino, 54 anocs.
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(\]
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

54,70

Dia

Noite



inino, 52 anos

- Fem

assico

FB nao cl

idade

(\]

At

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000
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000000
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

4024 .-

Dia

59,76

Noite



FB nao classico - Feminino, 32 anos

Atividade
900000
800000
700000
600000
500000
400000
200000
200000
100000
000000

Temperatura
36,00
3400
32,00
30,00
28,00
26,00
24,00
22,00
20,00
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(%)
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90,00
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70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

80,98

Noite



- Feminino, 50 anos

assico

FB nao cl

Atividade

Temperatura

36,00

24,00

32,00
30,00

28,00
26,00
24,00

22,00
20,00

,
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30,00
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0,00

Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia

52,29

Noite



FB nao classico - Feminino, 27 anos

Atividade

1200000
1000000
800000
600000
400000

200000

000000 j

Temperatura
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

Dia
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inino, 62 anos

- Fem

assico

FB nao cl

idade
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600000

500000

400000

300000

200000
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Temperatura
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Carga 6-sulfatoximelatonina excretada

88,29

Dia

Noite



