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RESUMO

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) é uma condicdo psiquiatrica cronica, de
natureza recorrente que pode levar a piora do funcionamento social e
gualidade de vida. Uma série de evidéncias de varias linhas de pesquisa
genética confirma que o TAB apresenta elevada determinacdo por fatores
hereditarios. Estes fatores genéticos, em interagdo constante com multiplos
fatores ambientais, constituiriam a base da vulnerabilidade ao TAB. As
alteracbes do sono e dos ritmos circadianos sdo manifestacdes clinicas
comuns no TAB e podem ocorrer tanto nos episddios maniacos quanto nos
depressivos. No presente trabalho realizou-se um estudo do sono e de
associacdo genética do tipo caso-controle para avaliar o papel do gene
circadiano Per3 na vulnerabilidade ao TAB. O objetivo foi comparar a qualidade
do sono entre um grupo de pacientes com TAB e um grupo controle e
comparar a distribuicdo dos polimorfismos do gene Per3 entre os dois grupos.
Avaliaram-se 209 pacientes com TAB preenchendo critérios para eutimia e 213
individuos controle. A qualidade do sono foi avaliada através da aplicacao do
Inventario de Qualidade do Sono de Pittsburgh (PSQI), que diferencia os
individuos com boa daqueles com baixa qualidade do sono através do valor de
seu escore global. A genotipagem foi realizada através da técnica de Reacgédo
em Cadeia de Polimerase em Tempo Real. A andlise estatistica foi realizada
considerando-se um nivel de significancia de 5%. Os dois grupos apresentaram
diferenca estatisticamente significativa em relacdo a qualidade do sono
avaliada pela PSQI. Uma grande parcela dos pacientes com TAB apresentou
uma baixa qualidade de sono, mesmo preenchendo critérios para eutimia. Apos
ajuste por modelo multivariado que controlou por variaveis clinicas e
demograficas entre os dois grupos, uma baixa qualidade do sono acessada
pela PSQI associou-se de maneira estatisticamente significativa com o TAB. A
andlise da distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos do gene Per3
entre os dois grupos revelou associacdo do polimorfismo rs707467 com o TAB,
mas apds correcdo por multiplos testes esse resultado ndo manteve a
significancia estatistica. Confirmou-se a hipétese de uma elevada prevaléncia
de baixa qualidade do sono em pacientes com TAB se comparado ao grupo
controle. Essa associacdo permaneceu significativa mesmo ap0s ajuste para
variaveis clinicas e demograficas. A auséncia de associacdo encontrada entre
os polimorfismos do gene Per3 e o TAB na populacéo deste estudo suscitam
guestionamentos acerca do possivel envolvimento do gene Per3 na
neurobiologia do transtorno, uma vez que estudos pregressos demonstram
resultados conflitantes. S&o necessarios mais estudos envolvendo um numero
maior de pacientes para um melhor esclarecimento sobre o tema.

Palavras chave: Transtorno bipolar; Polimorfismo; Disturbios do sono; Eutimia;
Gene PER3; Neurociéncias



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a chronic and recurrent psychiatric condition which can
lead to poorer social functioning and quality of life. A great amount of evidences
from several lines of genetic research have confirmed that BD is highly
heritable. Thus, vulnerability to BD would be linked to the permanent interaction
between genetic and environmental factors. The role of sleep and circadian
disturbances in BD has been recognized as an essential aspect of the illness,
as they may occur both in mania and depression. In the present manuscript
sleep evaluation as well as a case-control genetic association study was carried
out to test the relationship between the Per3 gene and BD. We specifically
compared sleep quality and the Per3 gene polymorphisms between euthymic
bipolar disorder patients and controls. A total of 209 BD patients fulfilling criteria
for euthymia and 213 controls joined the study. Sleep quality was accessed by
the Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) which distinguishes good and poor
sleepers by means of the PSQI global score. Genotyping was performed with
the Real-Time Polymerase Chain Reaction technique. Statistical analysis was
performed with a significance level of 5%. The two groups were significantly
different in relation to sleep quality assessed by the PSQI, as a large amount of
BD patients reported poor sleep quality despite the fact that they were
euthymic. After multivariate analyses controlling for clinical and demographic
variables between cases and controls, association remained significant
between BD and poor sleep quality assessed by the PSQI. Allelic and genotypic
distribution analyses of the Per3 polymorphisms between the two groups
revealed a significant association between the rs707467 polymorphism and BD,
although the association did not reach statistical significance after correction for
multiple tests. The high prevalence of poor sleep quality in BD hypothesis was
confirmed. The association between poor sleep quality and BD remained
significant after multivariate analysis. The lack of association found between
the Per3 polymorphisms and BD in this study raise questions about the possible
role for the Per3 gene in the neurobiology of BD, since previous studies have
shown mixed results. More studies with larger samples are needed to better
understand whether the Per3 gene would represent a vulnerability trait for BD.

Key-words: Bipolar disorder; Polymorphism; Sleep disorders; Euthymia; PER3
gene; Neuroscience
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) € um grave transtorno psiquiatrico
que acomete 1 a 3 % da populacdo geral, categorizado como transtorno do
humor nas classificagcbes diagnosticas psiquiatricas atuais (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSICIATION - APA, 2000; KESSLER et al., 2005). E uma
doenca que leva frequentemente a incapacidade profissional (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2001). Dados da Organizacdo Mundial de
Saude demonstram que o TAB figura entre as principais causas de invalidez
dentre os agravos a saude. O TAB caracteriza-se pela recorréncia de episodios
de mania ou hipomania e depressédo, sobrepostos a periodos de remissédo dos
sintomas, denominados de eutimia (GOODWIN; JAMISON, 1990; SADOCK;
SADOCK, 2007).

O sono pode ser definido como um estado comportamental complexo,
constituido por fases que se sucedem e sao fisiologicamente distintas, cuja
regulacdo € determinada por diversos fatores genéticos e ambientais
(PORKKA-HEISKANEN; ZITTING; WRIGEN, 2013; TAFTI, 2009). Caracteriza-
se pela suspensdo parcial e temporaria das atividades senso-perceptivas e
motora voluntaria, em oposi¢cdo a vigilia, que na espécie humana pode ser
aferida objetivamente através do tracado do eletroencefalograma (PORKKA-
HEISKANEN; ZITTING; WRIGEN, 2013). O ciclo sono-vigilia € um parametro
relacionado aos ritmos circadianos e biolégicos, que podem ser conceituados
como um conjunto de alteragcbes comportamentais, fisioldgicas e bioquimicas
gue se repetem ciclicamente, em ordem e intervalo regulares (ATKINSON;
REILLY, 1996).

Estudos de genética epidemiolégica apontam que a herdabilidade do
TAB é de até 79-93%, sugerindo a importancia de fatores genéticos na
vulnerabilidade ao TAB (CRADDOCK; SKLAR, 2009). Mas apesar de um
esforco consideravel, os fatores genéticos especificos que predispdem ao TAB
ainda permanecem desconhecidos. Com base em observacdes clinicas de que
pacientes com TAB apresentam frequentemente irregularidades na
periodicidade de atividades diarias, uma enorme frequéncia de alteracdes do
sono em todas as fases do transtorno, e que episédios maiores de humor

podem seguir padrbes sazonais, foi postulada a hipétese de que os ritmos
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circadianos teriam papel relevante na vulnerabilidade ao TAB (PLANTE;
WINKELMAN, 2008). Esta hipotese foi ainda sustendada pelo desenvolvimento
de um modelo animal de mania em que uma mutagdo no gene CLOCK, um
componente essencial do relogio circadiano molecular, desencadeia
anormalidades comportamentais maniformes parcialmente reversiveis apés a
adminsitracdo de litio (MUKHERJEE et al., 2010; ROYBAL et al., 2007),
medicacéo estabilizadora do humor frequentemente utilizada para o tratamento
do TAB, que também altera a expressdao de alguns genes circadianos em
modelos animais (MCQUILLIN; RIZIG; GURLING, 2007). Outros estudos
demonstraram ainda que a administracdo do litio resulta em modificacdes nos
ritmos circadianos de roedores, primatas e seres humanos (KRIPKE et al.,
1978, KRIPKE et al., 1979, KRIPKE et al.,1980; WELSH; MOORE-EDE, 1990).
Além disso, varios estudos demonstraram que a glicogénio sintase quinase 3-B
(GSK3B), molécula envolvida na fosforilacdo de véarios genes circadianos
(PRICKAERTS et al., 2006), é inibida pelo litio (KLEIN; MELTON, 1996) e tem
sido implicada nos efeitos do litio tanto nos ritmos circadianos (HIROTA et al.,
2008; IITAKA et al., 2005) quanto na sua acao terapéutica no TAB (GOULD,
2004; KLEMFUSS; KRIPKE, 1995; MCCARTHY; LECKBAND; KELSOE, 2010).

Assim, uma vez que dados de genética epidemioldgica demonstram a
importancia de fatores genéticos na génese do TAB, foi proposto que as
alteracbes do sono e dos ritmos circadianos poderiam ser causadas por
variagbes genéticas nos genes envolvidos no controle circadiano tendo, esta
hipétese, atraido consideravel atencdo do meio cientifico. Dessa forma, o
objetivo deste estudo € investigar a qualidade do sono em uma amostra de
pacientes portadores de TAB e comparar a frequéncia de polimorfismos dos
genes circadianos Per3 entre um grupo formado por pacientes com TAB e um

grupo controle.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Transtorno Afetivo Bipolar

O Transtorno Afetivo Bipolar, classificado como transtorno do humor
pelo Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais na sua quarta
edicdo (DSM-IV-TR), € um transtorno psiquiatrico comum, crénico e recorrente
(APA, 2000; GOODWIN; JAMISON, 1990). Embora os episodios de depressao
e de mania sejam intercalados por periodos de humor supostamente normais,
o TAB representa um grande sofrimento, tanto para pacientes quanto para
familiares. O progndstico para os pacientes com TAB é pobre, com altas taxas
de recaida, de sintomas residuais, de disfuncdes cognitivas e de diminuicdo da
qualidade de vida (BELMAKER, 2004; KUPFER, 2005).

No DSM-IV-TR os Transtornos Bipolar e Depressivo Maior sao
categoricamente definidos como Transtornos do Humor (BENAZZI, 2007). A
caracteristica basica que distingue esses dois grupos € a presenca de pelo
menos 1 episddio maniaco (TAB tipo I) ou 1 episddio hipomaniaco (TAB tipo II),
que estdo ausentes nos transtornos depressivos unipolares (APA, 2000). Ainda
segundo o DSM-IV-TR, a diferenciacdo entre um epis6dio maniaco e
hipomaniaco reside na duracédo dos sintomas, na intensidade dos sintomas, na
necessidade de internacdo hospitalar e na repercussao para o funcionamento
social e ocupacional do paciente (APA, 2000).

Mais recentemente a quinta edicdo do DSM trouxe algumas
modificacdes em questdes especificas relacionadas ao TAB (ANGST, 2013;
SEVERUS; BAUER, 2013). Com o objetivo de aumentar a acuracia
diagndstica, incluiu-se no critério A do diagnéstico para caracterizacdo de
episodio maniaco ou hipomaniaco, a obrigatoriedade da presenca de
mudancas de atividade motora e energia, além das alteragdes de humor
exaltado, expansivo ou irritAvel que ja estavam presentes no texto do DSM-IV
(ANGST, 2013). A mudanca mais significativa parece ser a extingdao do
denominado episédio misto, que agora passa a ser um especificador descrito
como “com caracteristicas mistas” para episoédios hipo/maniacos e depressivos
no contexto do TAB e também abrangendo o Transtorno Depressivo Maior

(ANGST, 2013). Outro aspecto relevante refere-se a extincdo da categoria
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Transtornos do Humor, que englobava o TAB e o Transtorno Depressivo Maior,
entre outros. Estes passam a figurar, na quinta edicdo do DSM, separadamente
como Transtornos Depressivos e Transtorno Bipolar e Associados (ANGST,
2013).

Apesar dos avancos atingidos até o momento com relacdo a
classificacdo diagndéstica, o substrato neurobioldégico do TAB permanece ainda
sem completa compreenséo (SCHLOESSER et al., 2008). Historicamente, 0s
sistemas neuronais mais investigados em estudos sobre a neurobiologia do
TAB foram o0s dos neurotransmissores monoaminérgicos serotonina,
noradrenalina e dopamina (MARTINOWICH; SCHLOESSER; MANJI, 2009).
Um grande numero de evidéncias demonstra que 0s sistemas neuronais
monoaminérgicos apresentam diversas e extensas conexdes com estruturas do
sistema limbico, do cortex pré-frontal e com circuitos estriatais que, presume-se
serem responsaveis pelas manifestacdes comportamentais do TAB
(MARTINOWICH; SCHLOESSER; MANJI, 2009).

Entretanto, diversas evidéncias sugerem que aspectos relacionados a
modulacado sinaptica e a plasticidade neuronal desempenham papel importante
em diversos circuitos envolvidos na regulacdo do humor e da cognicéo
(MARTINOWICH; SCHLOESSER; MANJI, 2009; SCHLOESSER et al., 2008).
Esses achados levantam a possibilidade de que a neurobiologia do TAB
relacione-se mais com alteracdes sinapticas e de neurocircuitos do que com
um desequilibrio de neurotransmissores (MARTINOWICH; SCHLOESSER,;
MANJI, 2009). Nesse sentido, ao longo dos Ultimos anos, inUmeros estudos
gue buscavam a melhor compreenséo sobre a etiologia e fisiopatologia do TAB
apontaram e testaram algumas hipdteses. Dentre elas destacam-se as
alteracdes da sinalizacéo intracelular de calcio, do sistema de resposta imune-
inflamatoria, da densidade de células da glia e neurdénios e de fatores genéticos
(ANDREAZZA; YOUNG, 2013). Mais recentemente observou-se um interesse
crescente no envolvimento de disfungcbes mitocondriais e do estresse oxidativo
no TAB (CLAY; SILLIVAN; KONRADI, 2011; KAPCZINSKI et al., 2008;
KONRADI; SILLIVAN; CLAY, 2012). A elucidacdo desses novos aspectos
possivelmente relacionados a fisiopatologia do TAB resultou na proposta de
utilizacdo do conceito de carga alostatica para sua compreensédo (KAPCZINSKI

et al., 2008). Assim, a convergéncia desses fatores resultaria em um acumulo
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de carga alostatica que poderia ser o substrato fisiopatologico relacionado a
alguns aspectos prognésticos e da evolugdo longitudinal do TAB como a
vulnerabilidade ao estresse, as disfuncdes cognitivas crbnicas, as elevadas
taxas de comorbidades clinicas e mortalidade (KAPCZINSKI et al.,, 2008).
Esses novos conhecimentos suscitaram a busca por biomarcadores assim
como modelos de estadiamento do transtorno, que estdo em desenvolvimento
(GAMA et al., 2013).

2.2 O Sono

O sono € um estado regular, recorrente, reversivel com facilidade, que
se caracteriza por quietude e aumento do limiar de resposta a estimulos
externos, se comparado ao estado de vigilia (MARKOV; GOLDMAN, 2006;
SADOCK; SADOCK, 2007). E considerado um estado neurocomportamental,
mantido através da interagdo de um sistema altamente organizado de circuitos
neuronais no sistema nervoso central (MARKOV; GOLDMAN, 2006). O sono
pode ser definido como um comportamento complexo, cuja regulacdo €
determinada por diversos fatores genéticos e ambientais (TAFTI, 2009).
Embora ocorram outras definices na literatura sobre o tema, essa € a mais
utilizada por ser baseada em pesquisas bioldgicas (SIEGEL, 2008). A
repeticdo ciclica dos estados de sono e vigilia é essencial para o
funcionamento fisiolégico da maioria dos animais vertebrados, incluindo os
seres humanos (MARKOV; GOLDMAN, 2006).

Os estudos eletrofisioldgicos separam o sono em dois estagios distintos:
o sono REM (Rapid Eye Movement), que é caracterizado principalmente pela
movimentacdo ocular rapida, e o sono NREM (Non Rapid Eye Movement), que
é caracterizado pela auséncia de movimentos oculares rapidos (ASERINSKY;
KLEITMAN, 2003). A medida que a compreensdo sobre 0s processos
neurobioldgicos e sobre as fungdes do sono progride, o entendimento de que o
sono seria apenas um fenébmeno passivo, caracterizado pela auséncia do
estado de alerta, perde fundamentacédo cientifica (MARKOV; GOLDMAN,
2006). As fungdes do sono ja foram estudadas por varios métodos, ficando
evidenciado que o sono desenvolve as fungbes restauradora, homeostética e
termorreguladora (ROTH; ROEHRS, 2000; SADOCK; SADOCK, 2007).
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As alteracdes do sono sdo relativamente comuns na populacdo geral.
Dados de uma amostra populacional norte-americana mostraram que até 25%
da populagcdo adulta relatou queixas relacionadas ao sono, com duragéo
superior a duas semanas no ultimo ano (ROTH et al.,, 2006). Estudos
observacionais e epidemioldgicos indicam que uma duracéo 6tima do sono de
cerca de 7-8 horas associa-se com bons indices de saude. Alteragbes na
duracdo do sono, tanto para mais quanto para menos, associam-se com
aumento das taxas de morbidade e mortalidade (GANGWISCH et al., 2006;
GANGWISCH et al., 2007; HUBLIN et al., 2007; PATEL et al., 2006).

2.2.1 Requlacdo do sono

O sono é regulado primariamente por dois processos (ALOE; AZEVEDO;
RASAN, 2005). O primeiro processo, denominado circadiano, envolve o
funcionamento de um relégio biolodgico central, o ndcleo supraquiasmatico
(NSQ), localizado no hipotalamo, que cicla em aproximadamente 24 horas e
tem, entre outras fungcBes, a consolidacdo do ciclo sono-vigilia (REPPERT;
WEAVER, 2002). A luz, a atividade fisica e a melatonina secretada pela
glandula pineal s&o alguns dos principais agentes sincronizadores deste
marcapasso circadiano (MIGNOT; TAHERI; NISHINO, 2002). O acumulo de
evidéncias cientificas ao longo da ultima década reposicionou o hipotadlamo
como estrutura fundamental no controle dos estados de sono e de vigilia,
previamente atribuido apenas a nucleos monoaminérgicos ativadores e
colinérgicos inibidores, localizadas no tronco encefélico (MIGNOT; TAHERI;
NISHINO, 2002).

Atualmente entende-se que estruturas hipotalamicas responsaveis pelo
controle circadiano interagem com outros nucleos neuronais monoaminérgicos,
gabaérgicos e glutamatérgicos, promovendo o controle central do ciclo sono-
vigilia (MIGNOT; TAHERI; NISHINO, 2002; PACE-SCHOTT; HOBSON, 2002).
Tal sistema de regulagdo do ciclo sono-vigilia € denominado de modelo de
interacdo reciproca, em alusdo a constante interagcdo de grupos neuronais
distintos, que promovem a oscilacao entre os estados de vigilia e de sono, bem
como a alternancia entre as fases REM e NREM do sono (ALOE; AZEVEDO;
RASAN, 2005).
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As principais eferéncias anatdmicas do NSQ relevantes no ciclo sono-
vigilia sdo para o nucleo pré-optico ventro-lateral (VLPO), para o hipotdlamo
lateral e para o locus ceruleus (LC) (ALOE; AZEVEDO; RASAN, 2005). O papel
funcional da eferéncia para o VLPO (gabaérgica) é desinibi-lo ao final da vigilia,
quando o sinal do NSQ diminui, permitindo, assim, o inicio do sono NREM
(PACE-SCHOTT; HOBSON, 2002). A relacdo funcional do NSQ com o
hipotalamo lateral (hipocretinas) é excitatoria (SAKURAI et al., 1998). O NSQ
nao possui eferéncias diretas para o sistema excitatorio aminérgico, exceto
para o LC (DEURVEILHER; SEMBA, 2005). Entretanto, apresenta conexdes
indiretas com a area tegmentar ventral (VTA) e o nucleo dorsal da rafe (DRN),
através do nudcleo hipotalamico dorso-medial (DMH) (DEURVEILHER; SEMBA,
2005). O NSQ recebe aferéncias dos nucleos colinérgicos do prosencéfalo
basal, serotoninérgicas do nucleo dorsal da rafe e do complexo amigdaliano do
sistema limbico (KROUT et al., 2002). Assim, percebe-se que o NSQ, ao
exercer o controle central dos ritmos circadianos, interage com estruturas como
0s nucleos aminérgicos (LC, VTA e DRN) e sistemas neuronais como 0
limbico, que estdo envolvidas nos mecanismos do ciclo sono-vigilia e também
diretamente relacionadas a regulacdo do humor e diversos aspectos do
comportamento humano (MCCLUNG, 2007).

O segundo processo regulador do sono € denominado de processo
homeostatico (ALOE; AZEVEDO; RASAN, 2005). O processo homeostéatico
depende da duracdo da vigilia prévia e da qualidade e duracao dos episodios
de sono (LU; ZEE, 2006). Este mecanismo controla o acimulo de sono e a sua
recuperacdo, Oou seja, aumenta a propensdo ao sono quando este esta
reduzido ou ausente e diminui a propensdo em resposta ao excesso de sono
(EASTON et al., 2004). Alguns estudos apontam o prosencéfalo basal (PB)
como estrutura importante na regulacdo homeostéatica (PORKKA-HEISKANEN
et al., 2002). O acumulo da adenosina, que € um produto do metabolismo
neuronal, na fenda sinaptica dos neurdnios do PB durante o estado de vigilia
promove um estimulo inibitério em auto-receptores colinérgicos locais. A
reducdo da atividade colinérgica do PB desinibe regides promotoras do sono
como a VLPO e, em conjunto com o estimulo circadiano do NSQ, promove o
inicio do sono NREM e encerra o estado de vigilia (PORKKA-HEISKANEN et

al., 2002). Assim, a regulacéo do ciclo sono-vigilia ocorre através da integragédo
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destes dois sistemas. O sistema circadiano € governado pelo NSQ através do
processamento do estimulo luminoso, adequando o ciclo sono-vigilia e o
organismo ao periodo luminoso do ciclo claro-escuro, enquanto a regulagéo
homeostética € exercida pelo prosencéfalo basal, regulando a necessidade e o
débito de sono (DIJK; LOCKLEY, 2002). A figura 1 representa a atuacéo
integrada dos dois processos regulatorios do ciclo sono-vigilia.
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Figura 1- Representacdo esqueméatica do modelo de regulacdo do sono pelos processos
circadiano e homeostatico. Fonte: Markov, 2006.

2.3 Os Ritmos Biolégicos

A cronobiologia é a ciéncia que investiga as caracteristicas temporais
dos organismos vivos relativas a alternancia dos dias e das noites, estacdes do
ano, bem como outros ciclos ambientais (HALBERG, 1969). Ela inclui o estudo
dos ritmos biolégicos, que se caracterizam pela recorréncia, a intervalos
regulares, de eventos bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais (ASCHOFF,
1981). O organismo oscila entre estados catabdlico e anabdlico a medida que,
respectivamente, adapta-se ao mundo externo durante o periodo de vigilia
diurna e, posteriormente, recolhe-se ao repouso noturno (HASTINGS; REDDY;

MANWOOD, 2003). Essas mudancas globais sdo mediadas através da
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atividade sincronizada do sistema nervoso autbnomo e de ciclos de atividade
hormonal caracterizados por ativacdo e desativacdo de diferentes eixos
enddcrinos, que oscilam em um periodo de 24 horas em consonéncia com o
ciclo solar (HASTINGS; REDDY; MANWOOD, 2003). As varia¢cfes regulares
de estados nos organismos vivos correspondem a respostas adaptativas a
alternancia dos dias e das noites, ou melhor, ao estimulo fético solar
(ANOKHIN, 1974). Sua incorporagdo proporciona aos organismos a
possibilidade de antecipar mudancgas ambientais.

Estudos envolvendo animais e seres humanos demonstram que, mesmo
submetidos a isolamento temporal e privados do contato com a luz solar e o
meio externo, observa-se manutencdo da ritmicidade circadiana e que esse
ritmo persiste de maneira extraordinariamente precisa durante meses ou anos
(ASCHOFF, 1984; CZEISLER; KLERMAN, 1999). Essa evidéncia de uma
meticulosa manutencdo da ritmicidade biol6gica em ambientes naturais ou
artificiais € uma das demonstracdes do carater enddégeno dos ritmos biolégicos,
isto €, de uma possivel determinacéo por fatores genéticos. O ciclo sono-vigilia
€ um dos objetos de estudo da cronobiologia, e € considerado como uma
adaptacao do organismo ao ciclo claro-escuro, persistindo mesmo na auséncia
de pistas temporais (HALBERG, 1969). O termo circadiano foi introduzido para
caracterizar ritmos com periodos enddgenos em torno das 24 horas, ou seja,
entre 20 e 28 horas, e que sejam alinhados a ciclos ambientais de 24 horas
pelo estimulo solar (HALBERG, 1969).

Diversas evidéncias apontam o0s nucleos supraquiasmaticos como
geradores da oscilagdo que atua como marcapasso circadiano na espécie
humana, bem como em outros mamiferos (RIVKEES; REPPERT, 1992). Em
condi¢cdes normais, este marcapasso circadiano é sincronizado as oscilacdes
ritmicas do mundo externo principalmente através do estimulo fotico solar
(ASCHOFF, 1984). Apesar de o estimulo solar ser considerado o sincronizador
mais importante, ele ndo € o Unico. Varios outros sincronizadores ja foram
demonstrados. Os denominados ritmos sociais, que sado constituidos pelos
habitos individuais determinados pelos horarios rotineiros de despertar, de
refeicdes, de atividade fisica, de dormir, também s&o sincronizadores externos
(BACK et al., 2007; MROSOVSKY et al., 1989; PITTENDRIGH, 1993). O

sistema circadiano também apresenta sincronizagdo interna, sendo sensivel,
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por exemplo, as oscilagbes da temperatura corporal e das concentracées de
melatonina e cortisol (ALBRECTH, 2002; VAN GELDER, 2004).

2.3.1 O Nucleo Supraguiasmatico

Os seres humanos, bem como a maioria dos organismos, apresentam
um ritmo circadiano de aproximadamente 24 horas, sincronizado
principalmente pelo estimulo ambiental da luz solar, que influencia diversos
processos bioldgicos (sono, niveis plasmaticos de horménios, temperatura
corporal, freqiiéncia cardiaca) (REPPERT; WEAVER, 2002).

O centro regulador dos ritmos circadianos controla todos esses
processos biolégicos através de sua atividade neuronal, além de exercer
funcdo reguladora dos ritmos sazonais. O principal centro regulador em
mamiferos localiza-se no nucleo supraquiasméatico (NSQ), um par de grupos
celulares distintos, que se localiza no hipotalamo anterior, acima do quiasma
optico (REPPERT; WEAVER, 2002). Estudos envolvendo animais
demonstraram que lesBes do NSQ resultam na completa auséncia de
regulacao do ciclo sono-vigilia (WEAVER, 1998).

A etapa inicial da foto-sincronizacdo ocorre atraves das células
ganglionares retinianas. O NSQ recebe informacdes sobre a presenca e
quantidade de luz a partir de aferéncias da retina ocular (WEAVER, 1998).
Através de fotorreceptores especificos que contém o pigmento melanopsina,
essa informacdo é transmitida diretamente ao NSQ pelo trato
retinohipotalamico, via constituida por neurbnios glutamatérgicos (WEAVER,
1998). Apos processar as informacdes sobre quantidade de luz e duragédo do
dia, o NSQ envia eferéncias a glandula pineal que, em resposta, sera
responsavel pela secrecdo do hormoénio melatonina, um dos principais
parametros do ciclo sono-vigilia. O pico sérico de melatonina ocorre durante a
noite com queda dos niveis durante o dia (WEAVER, 1998). Além da glandula
pineal, as células do NSQ também transmitem a informacdo ritmica, foto-
sincronizada, para outros nucleos hipotalamicos responsaveis pela
periodicidade observada na secrecédo de diversos hormdnios, na temperatura
corporal, bem como outros parametros biolégicos (PACE-SCHOTT; HOBSON,

2002) Conforme citado anteriormente, o NSQ também recebe sincronizacdes
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nao-foticas, oriundas de outras estruturas cerebrais como o sistema limbico,
bem como de outros estimulos ambientais como os ritmos sociais (MILLER et
al., 1996; MROSOVSK, 2003). A Figura 2 demonstra o principal sincronizador
externo do NSQ.

Figura 2— Principal sincronizador externo do NSQ ao periodo circadiano. Fonte:

www.whifiles.org

2.3.2 As bases genéticas e moleculares dos ritmos biol6gicos

O controle do ritmo circadiano é um processo complexo que envolve a
interacdo de fatores ambientais e genéticos (WEHR, 1996). O ciclo claro-
escuro de 24 horas é apontado como um dos maiores exemplos da influéncia
epigenética no processo evolutivo, desde 0s organismos unicelulares até os
seres humanos (BUNNEY; BUNNEY, 2000). Um dos maiores progressos no
entendimento do funcionamento do NSQ e dos ritmos biolégicos ocorreu com a
elucidacdo dos mecanismos genéticos da geracdo de ritmos circadianos e com
a identificacdo das bases moleculares dos componentes do centro regulador
dos ritmos circadianos em humanos (MILLER et al., 1996). Esse mecanismo
baseia-se no funcionamento integrado de um conjunto de genes que sao
altamente expressos no NSQ, denominados genes circadianos (KO;
TAKAHASHI, 2006).

Andlises genéticas em mamiferos demonstraram que 0S ritmos

circadianos sao controlados por um sistema interconectado consistindo de uma
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alca de retroalimentacdo negativa, que cicla em um periodo de
aproximadamente 24 horas, na qual os produtos protéicos de alguns genes
acabam por inibir sua proépria transcricdo (KO; TAKAHASHI, 2006). O principal
complexo ativador desse sistema de retroalimentacdo consiste em um
heterodimero formado pelas proteinas CLOCK (circadian locomotor output
cycles kaput protein) e ARTNL1 (brain and muscle ARTN-like protein 1) destes
respectivos genes. Esse complexo ativador regula a expressao de varios outros
genes ao combinar com sua regido promotora conhecida como E-box. Esses
genes ativados pelo complexo heterodimero CLOCK:ARTNLL1, dentre os quais
podemos citar os genes da familia Period (Perl, Per2, Per3) e os genes
Cryptocrome (Cryl, Cry2), sintetizam produtos protéicos que retornam ao
nacleo celular apos a fosforilagdo por quinases como a CK1 e a GSK-38, e
inibem a atividade do complexo CLOCK:ARTNL1, fechando assim a alca de
retroalimentacdo e inibindo sua propria expressédo (KING; TAKAHASHI, 2000;
KO; TAKAHASHI, 2006). A glicogénio sintase quinase 33 é apontada como
molécula mediadora da acao do litio, medicamento utilizado para o tratamento
do TAB (O’BRIEN; KLEIN, 2009)

Os fatores centrais desse modelo autoregulatério de retroalimentacao
negativa sdo as familias de genes: Period e Cryptocrome (REPPERT;
WEAVER, 2002; REPPERT; WEAVER, 2001). A transcricdo desses genes é
ativada no inicio do dia circadiano pelo complexo heterodimero formado pelas
proteinas sintetizadas pelos genes Clock e Artnll. Ao serem ativados observa-
se um acumulo de mRNA dos genes Per e Cry no NSQ ao longo do periodo
circadiano (REPPERT; WEAVER, 2002; REPPERT; WEAVER, 2001).
Posteriormente os niveis dos produtos protéicos desses genes também se
acumulam no NSQ, mas com um atraso de algumas horas, sendo que o pico
de concentracdo dos produtos protéicos ocorre no fim do dia circadiano
(HASTINGS; O’NEIL; MANWOOD, 2007). Concomitante ao pico de
concentracdo das proteinas dos genes Per e Cry, inicia-se uma queda nos
niveis de mMRNA dos mesmos genes devido ao processo de retroalimentacdo
negativa exercida pelos produtos protéicos dos genes Per e Cry nos genes
Clock e Artnll. A presenca da alca de retroalimentacdo negativa é elemento
essencial para a ritmicidade observada. De fato, mutagcbes dos genes Clock e

Artnll que os tornem insensiveis a inibicdo exercida pelas proteinas PER e
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CRY néo sédo capazes de sustentar os ciclos circadianos de expressao génica
em fibroblastos (SATO et al.,, 2006). A Figura 3 demonstra a ritmicidade na

expressao génica dos genes circadianos.

High =—
per 1 peaks in early AM
per 2 peaks in afternoon

c
L
e
w0
o
o
]
@
@
c
L]
Q

1 I

Midnight 10pm
SUBJECTIVE DAY

Figura 3- As oscilagdes ritmicas de expresséo génica dos genes circadianos. Fonte:
Bunney, 2000.

Existe um eixo de retroalimentacdo paralelo a esse no qual o complexo
CLOCK:ARTNL1 ativa a transcricdo dos genes Rev-Erba e Rora cujos
produtos protéicos combinam-se a regidao promotora do gene Bmall e afetam
sua transcricdo de forma negativa e positiva, respectivamente (REICK et al.,
2001; DEBRUYNE et al., 2006). Esses genes também séo estimulados pelo
complexo CLOCK:ARTNL1 em fase com os genes Per e Cry. Sua acéo
coordenada acaba por suprimir o gene Artnll, resultando em redugcdo dos
niveis de mRNA do gene Artnll no fim do dia e inicio da noite. Como a
atividade inibidora do gene Rev-Erba também declina, inicia-se novo ciclo de
atividade do gene Artnll. O resultado da ag&o integrada desses genes € que 0s
niveis de mMRNA de Artnll e Per3 oscilam em antifase, sendo que uma onda de
expressdo dos genes Artnll e Clock no inicio do periodo circadiano funciona

como gatilho para o inicio de um novo ciclo de ativagdo e retroalimentacéo
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negativa (HATINGS; O’'NEIL; MANWOOD, 2007). A Figura 4 ilustra o

funcionamento do sistema de retroalimentacao negativa.
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Figura 4- A alca de retroalimentacao dos genes circadianos do nucleo central regulador.
A figura demonstra a al¢ca principal, a fosforilagdo das proteinas PER e CRY por
guinases e seu retorno posterior ao nucleo celular. Os principais sincronizadores
externos dos ritmos circadianos estdo representados a esquerda. Fonte: Mc Clung, 2011.

A proteina NPAS2 (neuronal PAS domain protein 2), que ¢é
estruturalmente similar a proteina CLOCK, pode exercer sua fungdo no NSQ se
o gene Clock encontra-se modificado (REICK et al., 2001). Naturalmente, todos
esses genes citados sdo altamente expressos no nucleo supraquiasmatico
(DUNLAP, 1999; LOWREY; TAKAHASHI, 2000). Embora o marcapasso central
esteja localizado no NSQ, esses genes Sa0 expressos em outras regides
cerebrais e em outros 6rgaos periféricos, onde funcionam como centros
reguladores dos ritmos circadianos periféricos sensiveis a estimulos nao féticos
(ABE et al., 2001; DEARMON et al., 2006).

Estudos posteriores relacionados a genética dos ritmos biolégicos
demonstraram que o controle genético desses processos é mais complexo do
que foi previamente estabelecido pela literatura. Assim, enquanto os genes

circadianos considerados nucleares consistem de 18 genes bem descritos
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(UEDA et al., 2005), pesquisa recente identificou 343 genes que modulam os
ritmos circadianos (ZHANG et al., 2009), sugerindo que a regulacdo dos ritmos
circadianos é influenciada por um conjunto mais amplo de genes do que
anteriormente aferido. Demonstrou-se que esses genes podem modular o
periodo e amplitude dos ritmos gerados através de alteracds na estabilidade e
por fosforilagdo dos produtos protéicos dos genes circadianos (ZHANG et al.,
2009). Além disso, abaixo do nucleo central de genes circadianos, milhares de
genes oscilam ritmicamente em diversos grupos celulares do organismo (YAN
et al., 2008). Assim, em determinados comportamentos e processos
fisiologicos, os ritmos circadianos sao regulados ndo so6 diretamente pelo genes
circadianos nucleares, mas também indiretamente por centenas de genes
adicionais que modulam a funcdo dos genes do nucleo central lozalizado no
ndcleo supraquiamatico, e genes que tem sua funcdo e expressao influenciada
pela atividade dos genes do nucleo central. A figura 5 ilustra essa dimenséo
ampliada do controle genético dos ritmos bioldgicos.
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Figura 5— Representagcdo esquematica da organizagdo do sistema circadiano extendido,
composto pelos genes circadianos do nucleo central “core clock”, por genes que
modulam a atividade do nucleo central e genes que sao influenciados pela atividade do
nucleo central. Fonte: Mc Carthy, 2012.

2.3.3 Integracdo entre o NSO e 0 organismo

Além dos descritos mecanismos de regulacdo do ciclo sono-vigilia, o
NSQ exerce ainda controle sobre os sistemas enddocrinos e metabdlicos
através de suas conexfBes anatbmicas com eixos endocrinos como 0
hipotalamo-hipdfise-adrenal e com o sistema nervoso autonomo (CZEISLER;
KLERMAN, 1999). Os genes circadianos também s&o expressos em 0rgaos
periféricos (YAMAZAKI et al., 2000). A demonstracdo de que fibroblastos
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continuam apresentando um padrdo circadiano de expressdo dos genes
circadianos, quando isolados em cultura, demonstra o funcionamento
parcialmente autbnomo desses reldgios periféricos (NAGOSHI et al., 2004).
Diversas projecfes do NSQ estdo posicionadas estrategicamente para
regular os ritmos bioldgicos. O nivel sérico da melatonina € determinado por
eferéncias do NSQ a glandula pineal. O pico sérico da melatonina ocorre a
noite devido a acao inibitoria do NSQ que se reduz com o término do estimulo
fético solar (WYATT et al., 2006). Uma das principais eferéncias do NSQ é para
a porcdo dorsomedial do hipotalamo; novas projecdes saem dessa estrutura
para inervar diversos centros autondomicos (SAPER; SCAMMELL,; LU, 2005). O
NSQ também envia projecdes para o nucleo paraventricular, que, por sua vez,
conecta o estimulo ciclico a diversos eixos enddcrinos, regulando, por exemplo,
a sintese do ACTH (Horménio adrenocorticotrofico) (KALSBEEK et al., 2006),
como demonstra a figura abaixo (Figura 6). Assim, a maioria dos 6rgéos recebe
informacdes sobre o ritmo circadiano através de inervacdo simpatica e
parassimpatica (KALSBEEK et al., 2006). O fato de o NSQ projetar-se via
sistemas efetores para varios 6rgdos do organismo pode explicar o fenébmeno
de que vérios parametros biolégicos apresentam padrdo de comportamento

ritmico e foto-sincronizado.
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Figura 6- llustracdo esquematica das interagdes entre o sistema circadiano e o eixo

hipotalamo-hipéfise-adrenal. Fonte: Wong, 2012.
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2.3.4 Integracdo entre os sistemas circadiano e das monoaminas

Os sistemas serotoninérgico e circadiano sdo extensamente
interconectados em niveis neuroanatdbmico e genético. O NSQ recebe
inervacao serotoninérgica direta a partir do nucleo mediano da rafe, bem como
inervagdes indiretas oriundas do ndcleo dorsal da rafe por vias aferentes a
partir do folheto intergeniculado (DEURVEILHER; SEMBA, 2005). Do NSQ, por
sua vez, emergem vias efetoras que retornam aos nudcleos serotoninérgicos
troncoencefalicos a partir do hipotalamo dorso medial (DEURVEILHER,;
SEMBA, 2005). A figura 7 representa esquematicamente a disposicdo desses
neurocircuitos. A serotonina, juntamente com o neuropeptideo Y, modula a
resposta do sistema circadiano ao estimulo luminoso. Os niveis de serotonina
também exercem mediacdo do periodo e fase do centro regulador por
influenciar diretamente na manutencdo da vigilia e da atividade motora
(EDGAR; MARTIN, DEMENT, 1991; EDGAR et al., 1993; GLASS et al., 2003;
MISTLBERGER et al., 1998; MORIN; ALLEN, 2006; PROSSER et al., 1993;
SMITH et al., 2001).
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Figura 7- A figura ilustra as conexfes neuroanatdmicas entre o0s sistemas
serotoninérgico e circadiano através das proje¢cdes neuronais entre os nucleos
serotoninérgicos darafe e o nlicleo supraquiasmatico. Fonte: Ciarleglio, 2011.
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A serotonina atua tanto nas fibras pré-sinapticas aferentes da retina
como em neuronios pos-sinapticos do NSQ inibindo estimulos aferentes da
retina para o NSQ (PICKARD et al.,, 1999; QUINTERO; MCMAHON, 1999;
SMITH et al.,, 2001). Com relacdo aos aspectos genéticos, as principais
moléculas de sinalizacdo dos neurocircuitos serotoninérgicos, tais como o0s
receptores serotoninérgicos 5-HT1B, 5-HT7 e 5-HT2C sdo expressos nos
neurdnios do NSQ (AMIR et al., 1998; BOSLER, 1989; BOSLER; BEAUDET,
1985; KISS; LERANTH; HALASZ, 1984; LOVENBERG et al, 1993;
MANRIQUE et al., 1993; MANRIQUE et al., 1994; PROSSER et al., 1993). Por
sua vez, varios genes circadianos Ss30 expressos nos neurbnios
serotoninérgicos da rafe (ABE et al., 2002; MALEK et al., 2007). Outros estudos
demonstraram ainda que alguns dos principais genes do sistema
serotoninérgico, como a enzima triptofano hidroxilase, apresentam expressao
génica ciclica e regulada de forma circadiana. Mais ainda, a secre¢cdo de
serotonina exibe padréao de oscilagao circadiana (CAGAMPANG, 1993; MALEK
et al., 2005, MALEK et al., 2007), assim como a atividade das projecdes
serotoninérgicas ao nucleo supraquiasmatico (CAGAMPANG; INOUYE, 1994).

Os efeitos da luz na regulacdo afetiva sdo possivelmente mediados
através do NSQ, embora esta ndo seja a Unica estrutura do sistema nervoso
central sensivel aos estimulos luminosos captados pela retina (MCCARTHY,
2012a). Algumas evidéncias sugerem que, além do NSQ, existem projecées
das células ganglionares retinianas fotossensiveis para outras estruturas
cerebrais com envolvimento na regulacdo afetiva como a habénula e a
amigdala (ECKER et al., 2010; HATTAR et al., 2006). Além das interconexdes
do NSQ com o sistema serotoninérgico, novos estudos demonstram também o
envolvimento de estruturas dopaminérigcas, como o nucleo tegmentar ventral.
Este nucleo dopaminérgico interagiria, de forma indireta com o NSQ, através
de projecbes advindas da habénula lateral, estrutura que também possui
neurénios fotossensiveis (TAVAKOLI-NEZHAD; SCHWARTZ, 2006; ZHAO;
RUZAK, 2005).

O hipocampo, outra estrutura cerebral envolvida no comportamento
humano e na cognigéo, por sua vez, também apresenta células fotossensiveis

que reproduzem padroes circadianos (WANG et al., 2009), sendo sua funcéo
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alterada pela administracdo de litio ou antidepressivos (HALLANAH et al.,
2011; MACQUEEN; FRODL, 2011).

2.4 As alteracbes do sono e dos ritmos biolégicos no TAB

2.4.1 As alteracdes do sono na fase de eutimia

Embora as classificagbes diagndsticas atuais ndo contemplem as
alteracbes apresentadas pelos pacientes em eutimia, varios estudos
demonstram que esses pacientes mantém sintomas subsindrémicos entre 0s
episédios maiores de humor (SACHS, 2003). Um estudo prospectivo utilizando
a actigrafia (método de avaliacédo do ciclo sono-vigilia que permite o registro da
atividade motora através dos movimentos dos membros durante 24 horas)
envolvendo pacientes em eutimia e, que utilizou um grupo controle formado por
pacientes com boa qualidade do sono e outro formado por pacientes com
insdnia, demonstrou que o perfil de sono dos pacientes com TAB em eutimia
aproximou-se do perfil apresentado pelo grupo de pacientes com insbnia
(HARVEY et al., 2005). Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que até 70%
dos pacientes com TAB em eutimia apresentavam alteragdes clinicamente
significativas do sono (HARVEY et al., 2005). Esse mesmo grupo de
pesquisadores realizou alguns anos mais tarde um estudo com delineamento
préximo ao anterior. Trés grupos (TAB n=49), (insénia n=34), (controles n=52)
completaram 7 dias consecutivos de diario do sono e escalas de avaliagdo do
humor. Os grupos TAB e insbnia divergiram significativamente do grupo
controle ao apresentarem tanto maior frequéncia de alteracdo do sono como
maior pontuacdo nas escalas de avaliacdo do humor (TALBOT et al., 2012).
Outro estudo recente que realizou delineamento semelhante encontrou
resultados piores para 0 grupo com insbnia do que o grupo com TAB em
remissao se comparado ao grupo controle (ST-AMAND et al., 2013).

Em um estudo envolvendo um grupo formado por pacientes com TAB
tipo | e tipo Il preenchendo critérios para eutimia, verificou-se que a presenca
de alteracdes do sono foi significativamente associada com um maior risco de
recorréncia de episodios maiores de humor durante o seguimento (SYLVIA et
al., 2012). Outro estudo composto por 116 pacientes com TAB tipo I, tipo Il e

TAB nédo especificado em eutimia encontrou uma prevaléncia de alteragbes do
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sono de 25% da amostra no momento da avaliacdo transversal (BRILL et al.,
2011). Um grupo de pesquisadores examinou as potenciais associagoes entre
o tempo total de sono e a irregularidade do sono com a gravidade dos sintomas
de humor em um grupo de 196 pacientes com TAB. Uma duracdo menor do
sono associou-se com a gravidade de sintomas maniacos,e uma
maior irregularidade do sono foi associada com maior gravidade de sintomas
maniacos e depressivos ao longo de 12 meses de seguimento (GRUBER et al.,
2011).

Um recente estudo investigou o sono através de parametros actimétricos
e subjetivos de um grupo de pacientes com TAB em remisséo, outro formado
por individuos com maior risco de desenvolver TAB e um terceiro grupo de
controles (RITTER et al., 2012). Os resultados actimétricos apontaram que 0s
pacientes com TAB divergiram significativamente do grupo controle por
apresentarem maior laténcia do sono e maior tempo deitados no leito. A
comparacdo dos parametros subjetivos do sono demonstrou diferencas
significativas entre o grupo TAB e 0 grupo controle, ao passo que o grupo de
individuos com alto risco para o desenvolvimento do TAB foi amplamente
analogo ao perfil demonstrado pelo grupo de pacientes com TAB (RITTER et
al., 2012). Na mesma linha, um estudo também recente, envolvendo um grupo
pequeno de 21 pacientes com TAB em remissdo, encontrou associacao
significativa entre um nimero maior de episddios depressivos pregressos e
uma maior variabilidade e pior eficiéncia do sono, avaliada por diario do sono
por uma semana apds a entrevista inicial (EIDELMAN et al., 2010b). Os
autores também encontraram associacdo significativa entre uma maior
variabilidade no horario de dormir e sintomas depressivos residuais, sugerindo
que parametros do sono poderiam estar relacionados com o curso do
transtorno.

Estudos envolvendo polissonografia demonstraram aumento da
densidade e porcentagem de sono REM (Rapid Eye Movement) bem como
uma maior proporcdo de vigilia ao longo do sono em pacientes com TAB
eutimicos comparados a controles (KNOWLES et al., 1986; SITARAM et al.,
1982). Um estudo mais recente buscou avaliar a possivel relacdo entre
parametros da arquitetura do sono, avaliados pela polissonografia, e aspectos

clinicos do TAB (EIDELMAN et al., 2010a). Os autores compararam um grupo
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de pacientes com TAB em eutimia com um grupo controle e encontraram uma
maior densidade de sono REM no grupo caso. ApOs trés meses de
seguimento, a duracdo do primeiro episddio de sono REM e a densidade de
sono REM correlacionaram positivamente com pior funcionamento global dos
pacientes com TAB. Outro estudo recentemente publicado corrobora todos
esses achados descritos de alteragcdes do sono acessados por escalas e
questionarios em pacientes com TAB ao demonstrar uma forte correlacao entre
parametros objetivos (polissonografia) e subjetivos (escalas e questionarios) do
sono em uma amostra de 39 pacientes com TAB tipo 1 (GONZALES et al.,
2013). Mais ainda, outro estudo também recente demonstrou que a correlacdo
detectada entre parametros polissonogréficos, actigraficos e de um diério do
sono aplicado em um grupo de 27 pacientes com TAB ocorreu de maneira
independente da presenca ou ndo de insbnia ou do uso de medicamentos
indutores do sono por parte dos pacientes (KAPLAN et al., 2012).

Um dado ainda interessante é que quando se comparam amostras de
pacientes com TAB em remissdo e grupos controle compostos ambos por
adolescentes, os resultados de maior frequéncia de alteragbes do sono
observados em pacientes adultos com TAB s&o replicados (MULLIN; HARVEY,
HINSHAW, 2011). Assim, embora o numero de estudos ainda seja pequeno, 0S
resultados parecem demonstrar que alteragdes do sono sdo comuns em
pacientes com TAB, mesmo quando avaliados durante os periodos

interepisédicos do transtorno.

2.4.2 As alteracdes do sono nas fases de depressdo e mania

Como mencionado anteriormente, as alteracfes do sono ja sdo descritas
nas fases maniaca e depressiva do TAB, desde suas classicas descri¢cdes.
Alguns estudos utilizando avaliacdo subjetiva demonstraram frequéncia
variavel de alteracdes do sono em pacientes com TAB na fase depressiva. Em
todos os estudos a frequéncia de ins6nia foi alta, sendo que em um deles
100% dos pacientes reportaram insonia (WINOKUR; CLAYTON; REICH,
1969a). As frequéncias relatadas de hipersonia e de despertar precoce
variaram de 23-78% e de 27-77% entre os estudos, respectivamente (CASPER

et al., 1985; DETRE et al., 1972). Embora houvesse, no passado, uma crenca
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de que parametros polissonograficos da arquitetura do sono pudessem ser um
marcador da depressdo bipolar, os estudos realizados até o momento
revelaram resultados conflitantes (HARVEY, 2008).

Com relacdo as alteragcbes do sono na fase de mania, estudos
demonstraram que a maioria dos pacientes apresentou necessidade diminuida
de sono, com taxas entre 69-99% (CASSIDY et al.,, 1998; CARLSON;
STROBER, 1979; CLAYTON; PITTIS, 1965; LOUDON; BLACKBURN;
ASHWOTRH, 1977; WINOKUR; TANNA, 1969B). Apesar das dificuldades
impostas pelo quadro comportamental de um paciente em mania, alguns
estudos polissonograficos demonstraram associacdo com alguns parametros
do sono REM (HARVEY, 2008). Varios estimulos ambientais como o abuso de
drogas, o uso de certas medicacles, viagens transmeridionais, trabalhos
noturnos e outros sdo relatados na literatura como possiveis fatores
desencadeadores de novos episédios de mania, embora ndo fosse possivel
estabelecer uma inferéncia causal (PLANTE; WINKELMAN, 2008). Alguns
autores postulam que todos esses fatores (biolégicos, psicoldgicos)
desencadeariam novos episodios de mania por alterarem, em ultima andlise, o
padrao de sono (WEHR; SACK; ROSENTHAL, 1987). Assim, a privacao do
sSono seria tanto uma causa como uma consequéncia na mania e contribuiria
para sua manutencdo (WEHR; SACK; ROSENTHAL, 1987). Estudos
pregressos demonstraram que a privagdo do sono € capaz de provocar
viragem maniaca em pacientes que se encontravam em depressdo em taxas
de aproximadamente 10% (COLOMBO et al., 1999; KASPER; WEHR, 1992).
Uma revisdo mais recente sobre a neurobiologia do processo de viragem de
humor no TAB né&o trouxe novos dados sobre a taxa de viragem apos privacao
do sono (SALVADORE et al., 2010). Outro estudo de revisdo recente sobre a
natureza e caracteristicas da viragem maniaca associada ao uso de
antidepressivos em pacientes com Transtorno Depressivo Unipolar demonstrou
taxa geral de viragem de 8,18%. Essa taxa € comparavel as taxas de viragem
maniaca encontradas em pacientes com TAB em depressao apos estimulo de
privacdo do sono (BALDESSARINI et al., 2013). Com relagdo a taxa de
viragem maniaca associada ao uso de antidepressivos em pacientes com TAB,

a literatura aponta taxas geralmente superiores as observadas no Transtorno
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Depressivo Unipolar que variam de acordo com o antidepressivo utilizado
(BOND et al., 2008; LEVERICH et al., 2006; VALENTI et al., 2012).

Outros estudos parecem também sugerir que a diminui¢cdo de sono seja
um preditor de novos episddios maniacos. Alguns estudos prospectivos
observaram essa associacdo mediante parametros subjetivos (BAUER et al.,
2006; LEIBENLUFT et al., 1996; WEHR et al., 1982) e estudos retrospectivos
evidenciaram que as alteracdes do sono foram os sintomas prodrémicos mais
comuns antecedendo um novo episodio maniaco (JACKSON; CAVANAGH;
SCOTT, 2003). Finalmente, um estudo demonstrou que uma maior duracéo de
sono nas primeiras noites de hospitalizagdo associou-se com uma remisséo
mais rapida do episédio de mania (NOWLIN-FINCH et al., 1994).

2.4.3 As alteracdes dos ritmos bioldgicos no TAB

Existem algumas medidas dos ritmos circadianos, consistindo
principalmente dos questionarios e diarios de sono e dos ritmos bioldgicos,
cronotipos, parametros actigraficos e perfis de secrecdo de melatonina e outros
hormbénios. A maioria das variaveis circadianas sdo herdaveis, como por
exemplo os padrdes de preferéncia diurna ou cronotipos (matutino/vespertino)
(BARCLAY et al., 2010; KLEI et al., 2005; KOSKENVUO et al., 2007; VINK et
al., 2001), certas caracteristicas do sono (DAUVILLIERS, 2005) e parametros
relacionados com a melatonina (HALLAM et al., 2006). Esta herdabilidade
sugere gque estes marcadores de desregulacéo circadiana sao, pelo menos em
parte, determinados por fatores genéticos. Varias linhas de evidéncia
demonstram que, além do ciclo sono-vigilia, outras variaveis relacionadas aos
ritmos biol6gicos parecem estar alteradas no TAB. Anormalidades dos ritmos
circadianos em uma variedade de fungbes corporais como temperatura
corporal, niveis séricos de cortisol, norepinefrina, TSH, pressao arterial,
frequéncia cardiaca e melatonina foram identificadas em pacientes com TAB
ou depressao (ATKINSON; KRPIKE; WOLF, 1975; KRIPKE et al., 1978).

Alguns estudos demonstram que ha uma tendéncia de sincronizacao de
alguns parametros circadianos como a temperatura corporal, a freqiéncia
cardiaca e alguns horménios, quando os pacientes sdo tratados com
estabilizadores do humor ou antidepressivos (ATKINSON; KRIPKE; WOLF,
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1975; KRIPKE et al., 1978; SPROUSE; BRASELTON; REYNOLDS, 2006).
Uma das acgbes mais bem estabelecidas do litio € a inibicio da GSK3-B
(glicogénio sintase quinase 3B), uma enzima que exerce um papel importante
na regulacdo da funcédo de varios genes que controlam os ritmos circadianos
(ITAKA et al.,, 2005; KLEMFUSS, 1992). O ritmo circadiano da maioria dos
pacientes com TAB encontra-se anormalmente acelerado, enquanto um
ndmero menor de pacientes apresenta um ritmo anormalmente atrasado
(ATKINSON; KRIPKE; WOLF, 1975; KRIPKE et al., 1978). O litio poderia
estabilizar o humor através de sua comprovada inducéao da desaceleracdo dos
ritmos circadianos (KRIPKE et al., 1980; KLEMFUSS, 1992). Quando pacientes
com ritmos circadianos anormalmente acelerados sao tratados com litio esses
ritmos desaceleram-se para padrfes normais (ATKINSON; KRPIKE; WOLF,
1975; CAMPBELL et al., 1989; JOHNSSON et al., 1983; KRIPKE et al., 1978).
A melatonina e o cortisol sdo variaveis biolégicas relacionadas aos
ritmos circadianos que podem influenciar o ciclo sono-vigilia. Estudos
pregressos demonstraram que pacientes com TAB secretam niveis anormais
de melatonina e apresentam hipersensibilidade a luz. Em estudos comparando
pacientes com TAB a um grupo controle, os niveis encontrados de melatonina
em resposta a luz foram duas vezes menor no grupo de pacientes com TAB do
gue em controles (LEWY et al., 1985; NATHAN; BURROWS; NORMAN, 1999).
Entretanto, esta associacdo nao foi replicada em outros estudos (LAM et al.,
1990; WHALLEY et al., 1991). Alguns autores propuseram que niveis anormais
de melatonina durante a noite podem ser um biomarcador promissor para o
TAB, pois esta alteracdo estaria presente independentemente da fase do
transtorno (KENNEDY et al., 1996). Um grupo de pacientes com TAB mostrou
niveis significativamente mais baixos de melatonina em linha de base e apds a
exposicao a luz, bem como um pico atrasado da concentracdo de melatonina
em comparacdo a um grupo controle (NURNBERGER et al., 2000). Ao todo, as
anormalidades nos padrdes de secrecao de melatonina podem representar no
fututro biomarcadores do TAB de maneira independente da fase do transtorno
(PACCHIEROTTI et al., 2001). Assim como para a melatonina, alteragdes de
outros hormodnios ja foram descritas no TAB. Pacientes em fase de mania

apresentaram niveis de cortisol mais elevados a noite e um pico precoce de
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concentracdo sérica se comparados a controles saudaveis (LINKOWSKI et al.,
1994).

Alguns dos neurotransmissores mais amplamente implicados na
regulacdo do humor, como a serotonina, dopamina e a norepinefrina, possuem
variacbes circadianas em suas concentracdes, producdo, bem como a
expressdo de seus receptores (ASTON-JONES et al.,, 2001; SHIEH; CHU;
PAN, 1997; WEBER et al., 2004; WEINNER et al., 1992). Véarios autores
apontam 0s circuitos neuronais das monoaminas como a ponte de intersecéo
entre os ritmos circadianos, o ciclo sono-vigilia e a regulagcdo do humor. Essas
interag6es podem ocorrer através das conexdes diretas e indiretas entre o NSQ
e outras regides cerebrais tais como os nucleos da rafe, o locus ceruleus e a
area tegmentar ventral (ATV). Além disso, o NSQ apresenta conexdes
neuronais com estruturas do sistema limbico envolvidas na regulacdo da
cognicédo e do afeto, como citado anteriormente (LONGORDO; KOPP; LUTHI,
2009; MCCLUNG, 2007; MORIN et al., 1994).

Cronotipos sdo muito Uteis porque correlacionam-se fortemente com
varios marcadores endogenos de fase dos ritmos circadianos, tais como a
temperatura corporal, a secrecéo de melatonina salivar e a secre¢ao de cortisol
ao despertar. No TAB, trés estudos recentes relataram que os pacientes eram
mais propensos do que os individuos controle a apresentarem cronotipo
vespertino (AHN et al., 2008; GIGLIO et al.,, 2010a; MANSOUR et al., 2005;
WOOD et al., 2009). Outros estudos demonstraram que 0 cronotipo vespertino
associou-se ao surgimento de episédios depressivos (HASLER et al., 2010;
HIDALGO et al., 2009; KIM et al., 2010; KITAMURA et al., 2010).

Outro aspecto classicamente descrito no TAB é a sazonalidade, que foi
recentemente revisitada em alguns estudos que demonstraram um padréo
sazonal de mudancas de humor, de peso e de padrdes do sono (SHAND et al.,
2011; SIMONSEN et al., 2011). Dois estudos prospectivos replicaram os
achados de sazonalidade no TAB ao encontrar resultados de picos de
ocorréncia de sintomas humor de polaridade distinta em estacdes diferentes do
ano (AKHTER et al., 2013; YANG et al., 2013).

Algumas evidéncias sugerem que o controle de estimulos ambientais
bem como algumas intervencfes cronobiolégicas podem contribuir para o
tratamento do TAB (MCCLUNG, 2007; TERMAN; TERMAN, 2005). Um estudo
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recente demonstrou que o regime de escuriddo forcado de 14 horas por 3 dias
consecutivos resultou em uma diminuigdo significativamente mais r4pida da
pontuagcdo da escala de Young (YMRS) (YOUNG, et al.,, 1978) em pacientes
hospitalizados durante episédio de mania (BARBINI et al., 2005). Evidéncias
pregressas sugerem que alteracdes nos ritmos sociais como horéarios de
alimentacao, de dormir, realizacdo de exercicios fisicos podem desestabilizar a
periodicidade dos ritmos circadianos. A Terapia dos Ritmos Sociais (TRS), que
consiste na regularizacao dos ritmos sociais, mostrou ser efetiva no controle e
prevencao de recorréncia de novos episédios de humor (FRANK et al., 2005).
A regularidade dos ritmos sociais apresenta-se alterada em pacientes com
TAB, 0 que tem motivado programas de tratamento pautados na terapia dos
ritmos sociais, que visa regularizar os habitos dos individuos e principalmente,
o periodo de sono.

A eficacia da TRS no tratamento de manutencdo do TAB como
adjuvante aos medicamentos ja foi demonstrada por varios ensaios clinicos
(FRANK et al., 2005; FRANK et al., 2008; MALKOFF-SCHWARTZ et al., 1998;
MIKLOWITZ et al., 2007). Estudos posteriores replicaram achados de que a
instabilidade dos ritmos sociais associa-se tanto ao surgimento do TAB quanto
a uma maior recorréncia naqueles que ja desenvolveram o transtorno
(BULLOCK; JUDD; MURRAY, 2011; SHEN et al., 2008). Mais recentemente os
resultados de dois estudos que utilizaram a TRS em grupo como adjuvante ao
tratamento convencional do TAB foram de melhora significativa do
funcionamento social, ocupacional e de sintomatologia depressiva, assim como
uma reducéo da taxa de hospitalizacdo (BOUWKAMP et al., 2013; HOBERG et
al., 2013).

Estudos de actigrafia em pacientes eutimicos com TAB demonstram
que, em comparacdo com individuos controle, estes pacientes tém maior
variabilidade em seus padrées de ciclo sono-vigilia (JONES; HARE;
EVERSHED, 2005), maior durac¢éo do sono e menor atividade diaria (HARVEY,
2005 et al.; HARVEY, 2008; MILLAR; ESPIE; SCOTT, 2004; SALVATORE et
al., 2008). Individuos de alto risco para o TAB apresentaram maior variabilidade
nas caracteristicas (duracéo, fragmentacdo e eficiéncia), menor duracdo do
sono, maior variabilidade do horario de dormir, e alteragcbes da amplitude

relativa de padrdes de atividade didria em comparagdo com um grupo controle
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(ANKERS; JONES, 2009). Um estudo relatou que os pacientes com TAB
exibiam estilos de vida menos regulares do que os controles saudaveis
(SYLVIA et al., 2009). A regularidade das atividades diarias mostrou ser menor
em pessoas em risco para transtornos bipolar do que em controles normais, e
sua duracado do sono foi mais variavel (MEYER; MAIER, 2006).

Um estudo transversal comparou a ocorréncia de distlrbios dos ritmos
biologicos entre 107 pacientes com TAB em remisséo e 100 controles atraves
do uso do instrumento Biological Rhythms Interview of Assessment in
Neuropsychiatry (BRIAN), um questionario que acessa alteragdes dos ritmos
biolégicos (ROSA et al., 2013). Os resultados demonstraram que o grupo de
pacientes com TAB apresentou escore global do questionério
significativamente maior que controles (p=002). Além disso, foi encontrada
correlacdo significativa entre sintomas depressivos residuais (p=0,001), pior
funcionamento global (p<0,001) e maior escore global do questionario BRIAN.
Outro estudo que comparou um grupo de 14 pacientes com TAB com um grupo
de 18 pacientes com Transtorno depressivo maior demonstrou que 0S
pacientes com TAB apresentaram um inicio e pico tardios de melatonina
(p=0,039) (ROBILLARD et al., 2013b). Alterac6es do ciclo sono-vigilia como
atraso de fase do sono também sdo descritas como mais frequentes em
pacientes com TAB se comparadas a individuos controle, como demonstrou
um recente estudo no qual até 62% dos pacientes com TAB apresentavam
atraso de fase do sono durante um episddio depressivo (ROBILLARD et al.,
2013a). Esses achados tornam-se mais relevantes devido as evidéncias
pregressas de que a presenca de atraso de fase do sono em jovens pacientes
com TAB associa-se com uma pior evolug¢do longitudinal (STATON et al.,
2008). O Transtorno Bipolar e o Transtorno Depressivo Recorrente parecem
compartilhar essa falta de sincronizacdo externa, que se manifesta por
perturbacdes dos ritmos sociais levando ao surgimento de episddios maiores
de humor (MALKOFF-SCHWARTZ et al., 1998; MALKOFF-SCHWARTZ et al.,
2000).
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2.4.4 Relacdes entre alteracdes do sono e dos ritmos biolégicos com a

funcionalidade, cognicdo e comorbidades clinicas no TAB

Além do impacto causado pelas manifestacdes afetivas do transtorno, as
altas taxas de comorbidades clinicas e disfuncbes cognitivas parecem
contribuir para os prejuizos no funcionamento global e na qualidade de vida
dos pacientes com TAB. Entretanto, algumas evidéncias sugerem que estes
prejuizos de funcionalidade podem também ser mediados por disfuncfes do
sono e dos ritmos circadianos e que existe correlacdo positiva entre qualidade
do sono e qualidade de vida em amostras de pacientes com TAB durante o
periodo interepisddico (ANGELIS et al., 2010; GIGLIO et al., 2010b; WALS et
al., 2013). Outro aspecto interessante com relacéo as alteracfes do sono e dos
ritmos circadianos no TAB € que alguns estudos sugerem que a caracteristica
e a natureza destas alteracdes parecem mudar ao longo da evolucdo
longitudinal do transtorno (NAISMITH et al., 2012).

Pacientes com TAB apresentam alteracées em certas funcdes cognitivas
como atencdo, memoria verbal e funcdes executivas mesmo durante o periodo
interepisédico do transtorno (BOLAND; ALLOY, 2013; ROBINSON et al., 2006).
O comprometimento dessas fungbes cognitivas pode acarretar pior
funcionamento social e ocupacional (BOLAND; ALLOY, 2013). Apesar da
presenca de disfuncdes cognitivas, do sono e dos ritmos circadianos serem
detectadas tanto durante os episddios maiores de humor quanto durante a fase
de remissdo, poucos estudos buscaram até o momento investigar as possiveis
interacBes entre cognicdo e sono no TAB (RAJAJARVI et al., 2010). Assim,
uma revisao recente propfe 0s possiveis mecanismos através dos quais as
alteracbes do sono e dos ritmos circadianos podem mediar as disfungcdes
cognitivas observadas nestes pacientes e, por consequéncia, acarretar
comprometimento funcional (BOLAND; ALLOY, 2013).

Hipertensdo Arterial e Diabetes constituem normalmente as
comorbidades clinicas mais comuns em pacientes com TAB (KILBOURNE et
al., 2004). Diversos fatores sao apontados para explicar essa alta prevaléncia,
desde habitos de vida pouco saudaveis até o uso prolongado de medicacdes
psicotropicas associadas a ganho de peso. Contudo, face ao acumulo de

evidéncias recentes demonstrando associacao entre distlrbios do sono e dos
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ritmos circadianos e alteracdes cardiovasculares e metabdlicas, alguns
pesquisadores passaram a sugerir que as disfungbes do sono e dos ritmos
circadianos possam contribuir, em parte, para a perpetuacdo das alteracdes
cardiometabolicas observadas em pacientes com TAB (CALKIN et al., 2013).
Outros estudos envolvendo grupos de pacientes eutimicos encontraram
associacdo entre menor duracdo do sono com menores niveis de colesterol
HDL e que privagdo do sono induz alteragbes de TSH, cortisol e
dehidroepiandrosterona (AYDIN et al., 2013; SORECA et al., 2012b).

A sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) foi recentemente
acessada em uma populacdo de pacientes com TAB, encontrando-se uma
prevaléncia pontual de 21% (KELLY et al., 2013). Assim como o TAB, a SAOS
€ uma condicao clinica comumente associada a alta morbidade e mortalidade
cardiovascular e pior qualidade de vida (ANGST et al., 2002; CHUNG, 2011;
MARSHALL et al.,, 2008). Além disso, a SAOS cursa com uma enorme
frequéncia de alteragbes do sono como insdnia e sonoléncia diurna (KELLY et
al., 2013). Assim, alguns autores sugerem que a SAOS pode estar associada a
uma pior evolucdo longitudinal no TAB e que, portanto, seu diagndstico deve

ser pesquisado e o tratamento instituido nestes pacientes (SORECA, 2012a).

2.5 Genética do Transtorno Afetivo Bipolar

2.5.1 Estudos de Genética Epidemiol6égica

Varios estudos genético-familiares documentaram de maneira
consistente que o TAB apresenta padrdo de agregacdo em familias. Esses
estudos evidenciaram que o risco de parentes de primeiro grau de individuos
acometidos por TAB desenvolver o transtorno é de cerca de 9% (SMOLLER,;
FINN, 2003), taxa aproximadamente 10 vezes maior do que a apresentada pela
populacao geral (KESSLER et al., 1997; TSUANG; FARAONE, 1990). Parentes
de individuos acometidos por TAB também possuem maior risco de apresentar
transtorno depressivo unipolar se comparados a populacdo geral (SMOLLER,;
FINN, 2003)

Alguns subtipos fenotipicos parecem influenciar no risco para o TAB. Um
inicio precoce do transtorno, por exemplo, associa-se com aumento do risco

para transtornos de humor em parentes de primeiro grau (GRIGORIOU-
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SERBANESCU et al.,, 2001; JAMES, 1977; PAULS; MORTON; EGELAND,
1992; SOMANATH; JAIN; REDDY, 2002; TAYLOR; ABRAMS, 1981). Assim
como o inicio precoce, outros subtipos fenotipicos também agregam em
familias com individuos acometidos por TAB, incluindo-se a polaridade do
primeiro episoddio de humor, a freqiiéncia de episodios de alteracdo do humor,
a presenca de sintomas psicoticos, o comportamento suicida e a
responsividade ao litio (FISFALEN et al., 2005; GROF et al., 2002; KASSEM et
al., 2006; POTASH et al., 2003; SAUNDERS et al., 2008).

O fato de o TAB apresentar agregacao em familias ndo € suficiente, de
maneira isolada, para demonstrar uma etiologia geneticamente determinada,
uma vez que fatores genéticos, mas também fatores ambientais podem ter
agregacdo familiar. Entretanto, estudos envolvendo gémeos que permitem
distinguir melhor os fatores genéticos dos ambientais, demonstraram que a
agregacgao familiar observada no TAB deve-se predominantemente a fatores
genéticos. Nesses estudos, a taxa de concordancia observada para o TAB é
significativamente maior entre gémeos monozigéticos do que entre gémeos
dizigéticos (KENDLER et al., 1995; KIESEPPA et al., 2004; MCGUFFIN et al.,
2003). A taxa de concordancia para o TAB em gémeos monozig6ticos foi
significativamente maior do que em gémeos dizigoticos, uma forte evidéncia da
vulnerabilidade genética do TAB (KENDLER et al., 1995; KIESEPPA et al.,
2004; MCGUFFIN et al., 2003).

Com relacdo aos estudos de adocdo, um estudo que avaliou 29
individuos adotados e portadores de TAB observou uma prevaléncia de
transtornos afetivos em 18% dos pais biolégicos desses individuos, comparada
a uma prevaléncia de 7% nos pais adotivos (MENDLEWICS; RAINER, 1977).
Um estudo posterior avaliando pacientes com TAB também demonstrou uma
prevaléncia maior de transtornos do humor em pais bioldgicos, se comparado
aos pais adotivos (WENDER et al., 1986).

Estima-se que a herdabilidade (proporgéo atribuivel a fatores genéticos
de desenvolver uma doenca) do TAB seja de aproximadamente 79-93%, taxa
substancialmente maior do que a observada em diversos transtornos
psiquiatricos como o Transtorno depressivo unipolar, o Transtorno do panico e
o Transtorno obsessivo compulsivo (HILL; SAHHAR, 2006). Entretanto, a

concordancia entre gémeos monozigéticos ndo € de 100%. Assim, os fatores
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genéticos sao condicdo necessaria, mas ndo causam isoladamente o TAB.
Postula-se que a etiologia do TAB €, portanto, de natureza poligénica
complexa, envolvendo multiplos fatores genéticos e ambientais, que podem
variar profundamente entre os individuos acometidos (BARNETT; SMOLLER,
2009). Nesse modelo, o impacto de cada gene na determinacdo do fenoétipo
completo seria de efeito reduzido, tornando pouco provavel a descoberta de um
gene com grande efeito na determinacéo do fendtipo completo, algo observado
em condicbes como a fibrose cistica, que possui padrdo de heranca
mendeliana. Até o momento, nao foi encontrada nenhuma variacdo génica que
possa determinar isoladamente a sindrome reconhecida como TAB
demonstrando que nenhum gene pode determinar o TAB de maneira isolada
(BARNETT; SMOLLER, 2009). Entretanto, fatores genéticos podem conferir
susceptibilidade ao TAB. Uma vez identificada a influéncia de fatores genéticos
na vulnerabilidade ao TAB, a pesquisa voltou-se para a investigacao de
possiveis genes envolvidos na patogénese do transtorno, através dos estudos

genéticos moleculares.

2.5.2 Estudos de Genética Molecular

Os estudos de genética molecular podem ser subdivididos entre estudos
de ligacdo e estudos de associacdo. Os estudos de ligacdo utilizam membros
familiares acometidos e ndo acometidos pelo transtorno. O método geralmente
acessa inumeros marcadores pelo genoma para determinar, através da analise
de marcadores co-herdados com a doenca nas familias, regides
cromossOmicas onde possiveis genes que confiram vulnerabilidade estariam
localizados. Dezenas de estudos de ligacao, incluindo trés metandlises sobre o
tema, foram realizadas para o TAB, implicando diversas regides do genoma
humano (BARNETT; SMOLLER, 2009). Nesses estudos foi encontrada
associacdo do TAB a inumeras regides localizadas em todos 0s cromossomos
humanos, mas o0s resultados apresentaram pouca consisténcia entre o0s
diversos estudos (BADNER; GERSHON, 2002; BARNETT; SMOLLER, 2009;
MCQUEEN et al., 2005; SEGURADO et al., 2003). Em uma das metanalises
mais abrangentes sobre o tema, encontrou-se evidéncia de ligacdo no

cromossomo 6q para o TAB tipo | e no cromossomo 8q para o TAB tipo | + TAB
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tipo 1l (21) (PACE-SCHOTT; HOBSON, 2002). Até 0 momento, ainda nao foram
elucidados os genes responsaveis por esses achados (BARNETT; SMOLLER,
2009). Entretanto, o mais recente e amplo estudo de ligacdo realizado na
pesquisa genética do TAB, ndo demonstrou resultados significativos (BADNER
et al., 2012).

O sucesso dos estudos de ligacao na pesquisa genética dos transtornos
psiquiatricos, incluindo o TAB, tem sido limitado, pois esses estudos sédo mais
efetivos em detectar o risco genético de condi¢cdes determinadas por um
pequeno numero de genes com um efeito relativo grande na predisposicdo a
doenca (CRADDOCK; SKLAR, 2013). Assim, o foco da pesquisa genética em
psiquiatria foi em direcdo aos estudos de associacdo, que sdo mais sensiveis
para detectar vulnerabilidades genéticas relativamente comuns na populacéo e
que confiram um aumento modesto no risco para a doenca (RISCH;
MERIKANGAS, 1996).

Na Ultima década os esforcos da pesquisa genética no TAB
concentraram-se nos estudos de associacdo, que examinam basicamente se
alelos especificos sdo mais comuns em individuos acometidos do que em
controles ou se sdo transmitidos com uma maior frequéncia em familias de
individuos acometidos. Os genes candidatos sao escolhidos tendo como base
evidéncias de regibes cromossémicas ligadas a patologia estudada, advindas
dos estudos genéticos de ligacdo, ou através de hipdteses centradas na
neurobiologia subjacente a patologia estudada. Podem ser investigadas
diversas variantes génicas, incluindo polimorfismos de uma Unica base (SNP) e
de repeticao de variacdes em tandem (VNTR).

Centenas de estudos de associa¢do envolvendo genes candidatos para
o TAB ja foram realizados. Dentre os inUmeros genes estudados, varios foram
selecionados por seu envolvimento no funcionamento dos neurocircuitos da
serotonina, da dopanima e do glutamato, devido ao envolvimento dos mesmos
na neurobiologia do TAB (BARNETT; SMOLLER, 2009). Varios genes
especificos associaram-se com o TAB em amostras independentes e
metanalises, embora apenas alguns poucos genes tenham apresentado uma
associacado coerente e persistente com o TAB (BARNETT; SMOLLER, 2009;
SERRETTI; MANDELLI, 2008). Em uma recente metandlise sobre o tema
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envolvendo 487 estudos, quatro genes mantiveram significancia apos correcao
estatistica (BNDF, DRD4, DAOA e TPH1) (SEIFUDDIN et al., 2012).

2.5.2.1 A utilizacdo dos endofendtipos na pesquisa genética do TAB

Uma estratégia que vem sendo utilizada para superar as dificuldades em
estabelecer associacdes genéticas com 0s transtornos psiquiatricos é a
pesquisa genética baseada nos chamados endofendtipos (GOTTESMAN;
GOULD, 2003). Um endofenétipo pode ser definido como um processo
biologico interno, passivel de ser mensurado objetivamente. Adicionalmente,
ele deve ser geneticamente transmitido de forma co-segregada ao transtorno
psiquiatrico, deve estar presente mesmo na auséncia da doenca e, finalmente,
ser mais prevalente em parentes ndo afetados quando comparados a
populacao geral (HASLER et al., 2006; GOTTESMAN; GOULD, 2003). Dentre
os varios endofendtipos j& descritos, aqueles relativos as alteragbes no ritmo
circadiano parecem ser fortes candidatos a patogénese do TAB, cuja
manifestacdo seria uma incapacidade de regular os ritmos circadianos,
ajustando-os de acordo com as modificacbes ambientais (HASLER et al.,
2006).

A capacidade de deteccao diagndstica ja nos estagios iniciais do TAB
seria de suma importancia, uma vez que, alguns dados sugerem que
intervencdes precoces poderiam resultar em um melhor progndstico
longitudinal (SCOTT et al., 2013). Deste modo, alguns pesquisadores
comecaram a investigar a presenca de alteracdes do sono e dos ritmos
circadianos em individuos com alto risco para o desenvolvimento do transtorno
para determinar o possivel papel destas alteracbes como fator de risco ou
endofendtipo para o TAB.

Um estudo prospectivo que comparou uma populacdo jovem de
parentes de pacientes com TAB com um grupo controle detectou uma maior
prevaléncia de Transtornos do Sono segundo os critérios do DSM-IV no grupo
caso (DUFFY et al., 2010). Um estudo mais recente demonstrou ainda que
individuos com alto risco de desenvolvimento para o TAB apresentaram, de
maneira semelhante aqueles com TAB, maior laténcia do sono, maior

variabilidade de atividade noturna, sono nao restaurador bem como outros
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distarbios do sono (RITTER et al., 2012). Esse estudo ainda demonstrou que
estes dois grupos apresentaram maior interdependéncia entre variagcdes de
humor e sono comparados a um grupo controle, o que levou os autores a
sugerir que as alteracbes do sono poderiam configurar um traco de
vulnerabilidade ao TAB por influenciar os mecanismos de regulacdo do humor
nestes individuos.

Uma revisdo sistemética sobre sinais e sintomas durante a fase
prodrébmica do TAB, envolvendo 8 estudos e um total de mais de 1300
individuos, evidenciou que diversas altera¢cdes do sono sdo comuns nesta fase,
sendo a insOnia, a hipersonia e o sono irregular as alteragbes mais comuns,
embora apresentem baixa especificidade (SKJELSTAD; MALT; HOLTE, 2010).
Alguns estudos mostram ainda que essas alteracbes do sono, assim como
outros prédromos, incluindo algumas alteracdes cognitivas podem estar
presentes em alguns pacientes por muitos anos antes da primeira
manifestacdo do TAB (BRIETZKE et al., 2012; RITTER et al., 2011).

Um estudo recente identificou que, apds um protocolo de privacdo do
sono, 0 padrdo de respostas afetivas e enddcrinas divergia de forma
significativa entre um grupo de parentes de primeiro grau de pacientes com
TAB em comparagao a um grupo controle (AYDIN et al., 2013). Tais achados
levaram os autores do estudo a sugerir que o padrdo de respostas afetivas e
de certas funcbes enddcrinas a privacdo do sono possa constituir um potencial
endofenotipo do TAB.

As alteracdes dos ritmos circadianos parecem, de fato, preencher muitos
dos critérios de um endofendtipo para o TAB. Primeiro, ha evidéncia de
hereditariedade. Segundo, manifesta-se de maneira estado independente e
associa-se com os transtornos afetivos na comparagdo com a populagao geral.
Terceiro, algumas evidéncias sugerem que essas alteracdes estdo presentes
em familiares ndo acometidos. Além disso, evidéncias sugerem que as
alteracOes dos ritmos circadianos e os transtornos afetivos transmitem-se de
forma co-segregada (LEBOYER; KUPFER, 2010).
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2.5.2.2 Estudos de genética molecular do tipo associacdo de todo 0

genoma

Nos ultimos anos, avancos relativos a novas técnicas de genotipagem
permitiram a realizacdo de estudos do tipo Genome Wide Scan Studies
(GWAS), que possibilitam a avaliagdo de milhares de polimorfismos dispersos
por todo o genoma de maneira mais rgpida. Um estudo genbmico de
associacdo ampla (GWAS) pode ser comparado a um rastreamento de todo o
genoma humano buscando regifes que sdo potencialmente correlacionadas
com a fisiopatologia de determinada condi¢éo clinica (HIRSCHHORN; DALY,
2005; WANG et al.,, 2005). Essa forma de pesquisa genética adota uma
abordagem inespecifica e assume, a priori, que qualquer regido em todo o
genoma pode ser um potencial alvo a influenciar na variacdo fenotipica. Assim,
esse delineamento de estudo difere marcadamente dos tradicionais estudos de
genes candidatos, que envolvem o exame de regides especificas do genoma,
acessadas de forma detalhada com base em um entendimento prévio de
possiveis mecanismos clinicos, moleculares e farmacolégicos relacionados a
doenca. Para minimizar as chances de encontrar associacdes espurias, o limiar
estabelecido para determinacdo da significancia estatistica nos GWAS é
extremamente rigoroso (DUDBRIDGE, 2008b). Dessa maneira, os GWAS
permitem que multiplos genes suscetiveis possam ser detectados
simultaneamente quando sdo testados um numero suficientemente grande de
casos e controles (ANSORGE, 2009).

Os estudos GWAS tém sido recentemente aplicados na investigacdo da
susceptibilidade genética aos transtornos psiquiatricos, incluindo o TAB
(CRADDOCK; SKLAR, 2009). A realizacdo bem sucedida dos GWAS depende
crucialmente do fendmeno de ligagdo em desequilibrio, isto &€, que os alelos de
marcadores genéticos vizinhos ao gene investigado tendem a ser co-herdados.
Assim, polmorfismos de um anico par de base (SNP’s) utilizados nos GWAS
sao frequentemente escolhidos pela sua capacidade de representar a
informacdo de fragmentos de DNA representativos do genoma vizinho. Isto
significa que os marcadores SNP’s comercializados n&do sdo em esséncia as
variantes biolégicas funcionais potencialmente determinantes do fendtipo

pesquisado, mas substitutos fenotipicamente irrelevantes que estdo em
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desequilibrio de ligagédo, ou "tagged", com as variantes genéticas funcionais. A
compreensdo desse fendmeno é extremamente importante ao interpretar a
relevancia dos resultados que surgiram a partir dos recentes estudos GWAS no
TAB.

Os estudos GWAS para o TAB tém sido realizados com amostras de
pacientes parcialmente sobrepostas (BAUM et al., 2008; DJUROVIC et al.,
2010; FERREIRA et al., 2008; SCOTT et al., 2009; SKLAR et al., 2008; SMITH
et al., 2009; WTCCC, 2007). Em um dos primeiros estudos GWAS realizados
em pacientes com TAB, o0s pesquisadores relataram uma associacao
significativa para o gene Dghk (diacilglicerol cinase H) (BAUM et al., 2008a).
Posteriormente, pesquisadores identificaram em outro estudo associagbes
siginificativas com os genes Ank3 (anqurina 3) e Cacnalc (FERREIRA et al.,
2008). Ambos os genes Cacnalc e Ank3 estdo envolvidos em processos
excitatorios neuronais relacionados com canais ibnicos (GARGUS, 2006;
POLIAK; PELES, 2003), sugerindo que a fisiopatologia do TAB possa estar
relacionada a perturbacfes em vias de canais idnicos. Outro estudo realizado
em uma amostra de 1461 pacientes com TAB encontrou evidéncia de
associacado siginficativa para o gene Myo5b, que codifica para a proteina
miosina 5b (SKLAR et al., 2008). Esse gene é expresso em diversas
populacdes neuronais e esta envolvido com a sinalizacdo glutamatérgica (LISE
et al., 2006). Evidéncias recentes de um estudo europeu apontam para o gene
Ncan como outro gene de susceptibilidade para o TAB. Esse gene codifica a
proteina NEUROCAN, uma glicoproteina de matriz extracelular, relacionada a
adesao e migracao celular (CICHON et al., 2011). Os achados descritos acima
sdo considerados os mais relevantes porque em todos estes a associacao
permaneceu positiva no nivel de significaAncia estatistica estipulado para os
estudos GWAS. O escopo maior de associagdes genéticas encontradas, em
sua maioria fracas, envolvendo todos os estudos realizados até o0 momento, é
apresentado na tabela 01.

De maneira similar ao que foi observado em investigacdes utilizando o GWAS
em doencas clinicas, observa-se pequeno grau de concordancia entre as
regides do DNA que mostraram maior grau de associacdo com o TAB nos
estudos realizados, muito embora alguns novos genes como o Cacnalc, Ank3

e neurocan venham recebendo certo destaque (NURNBERGER, 2012). Nos



47

estudos GWAS realizados em pacientes com TAB, ndo foram encontradas
fortes evidéncias de associagdo para nenhum daqueles genes pesquisados
anteriormente pelos tradicionais estudos de associagcdo baseados em
hipoteses bioldgicas ou dos estudos de ligagdo (BARNETT; SMOLLER, 2009).

Tabela 01- Estudos de associacdo de todo o genoma (GWAS) realizados
em amostras de pacientes com TAB.

Autor e ano Casos Tipo de Estudo  Populacdo Genes/polimorfismos
(n)
WTCCC, 1868 Caso-controle Caucasiano PALB2/NDUFAB1/DCTN5
2007
Sklar, 1461 Caso-controle Caucasiano MYO5B
2008
Ferreira, 4387 Meta-analise Caucasiano ANK3/CACNALC
2008
Baum, 1233 Caso-controle Caucasiano DGKH
2008a
Baum, 3101 Meta-analise Caucasiano SLC39A3/JAM3
2008b
Hattori, 107 Caso-controle Asiatico Nenhum
2009
Scott, 2076 Meta-analise Caucasiano ITIHL
2009
Smith, 1001 Caso-controle Europeu e afroamericanos  Intergenic/NAPS (E)/DPY19L3/NTRK2 (A)
2009
McMahon, 6683 Meta-analise Caucasiano Polybromo-1 (PBRM1)
2010
Djurovic, 194 Caso-controle Caucasiano DLEU2/GUCY1B2
2010
Lee, 1000 Caso-controle Asiatico SP8/ST8SIA2/KCTD12/CACNB2
2011
Belmonte 2836 Meta-analise Caucasiano, europeu e MBOAT1/FAT1/MAD1L1/SYNE1/ECHDC1
Mahon, 2011 afroamericanos
Cichon, 8441 Caso-controle Caucasiano NCAN
2011
Yosifova, 310 Caso-controle Caucasiano Nenhum
2011
Sklar, 11974  Caso-controle Caucasiano CACNALC/ODz4
2011
Chen, 14000 Meta-analise Europeu americanos e TRANKI1/LMAN2L/PTGFR
2011 asiaticos
Smith, 1190 Caso-controle Europeu e afro- Nenhum
2011 americanos
Kerner, 1000 Caso-caso Caucasiano MARKZ1/PDE10A
2011
Vassos, 2562 Caso-controle Caucasiano PBRM1
2011
Bergen, 836 Caso-controle Caucasiano Nenhum
2012
Greenwood, 1263 Caso-controle/ Europeu americanos MDMZ1/FBLN1/INTS7/DTL
2012 Caso-caso
Goes, 2196 Caso-controle/ Caucasiano, europeu e PRSS35/SNAP91/TRANK1/rs2333194
2012 caso-caso afro-americanos
Meier, 927 Caso-controle/ Caucasiano rs9875793
2012 Caso-caso
Lee, 1001 Caso-controle/ Caucasiano, europeu e NF1A
2013 Caso-caso afro-americanos
Chen, 14000 Meta-analise Caucasiano e asiatico TRANK1/LMAN2L/PTGFR/ANK3
2013
Greenwood, 1001 Caso-caso Caucasiano SLITRK6
2013
Green, 1218 Caso-controle Caucasiano CACNALC/ODz4/ TRPC4AP
2013
Winham, 388 Caso-controle/ Europeu americanos TCF7L2
2013 Caso-caso
Xu, 950 Caso-controle Caucasiano Nenhum

2014
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Alguns pesquisadores apontam que uma das principais limitagcdes da
pesquisa atual acerca dos determinantes genéticos do TAB reside no fato dos
fendtipos clinicos ainda estarem profundamente pautados em conceitos
diagnoésticos do século XIX (CRADDOCK; OWEN, 2005). Por essa razao,
alguns dos estudos GWAS mais recentes buscaram investigar a associacao
entre dimensdes clinicas ou subfendtipos especificos do TAB com as variantes
génicas. Alguns exemplos de subfenétipos do TAB avaliados pelos estudos
GWAS sdo o comportamento suicida, sintomas psicoticos incongruentes,
humor irritavel, entre outros (GOES et al., 2012; GREEWOOD et al., 2012;
MEIER et al., 2012).

2.5.2.3 Estudos de genética molecular envolvendo variacées no numero

de copias de segmentos de DNA

Diferencas na sequéncia do DNA do genoma humano podem contribuir
para a singularidade e influenciar a maioria das caracteristicas fenotipicas,
incluindo a susceptibilidade a doencas. Descobertas cientificas recentes
revelaram que segmentos distintos do DNA, que oscilam em tamanho de
milhares a milhdes de bases, podem variar em nimero de cOpias no genoma
humano (IAFRATE et al., 2004). Varia¢cdes no numero de copias de segmentos
de DNA (CNV’s) referem-se a variacdes estruturais do DNA que incluem
insercdes, delecbes e duplicacdes do material genético, com evidéncias de que
podem envolver até aproximadamente 12% do genoma humano e resultar em
relevante fonte de variabilidade fenotipica e susceptibilidade a doencas
(REDON et al.,, 2006; SEBAT et al., 2004). Desde entdo, alguns estudos
comecaram a demonstar a possivel influéncia das CNV’s na susceptibilidade
ao TAB (COOK; SCHERER, 2008; FREEMAN et al.,, 2006; PRIEBE et al.,
2012). De maneira interessante, um estudo demonstrou que CNV’s em
duplicacdo foram consistentemente encontradas para o gene que codifica a
proteina glicogénio synthase kinase (GSK3B), molécula potencialmente
envolvida na fisiopatologia do TAB e no mecanismo de acao do litio, medicacdo
estabilizadora do humor (LACHMAN et al., 2007).

Estudos mais recentes sugerem que as CNV’s podem estar relacionadas

com um inicio mais precoce do TAB e com pior prognéstico (MALHOTRA et al.,
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2011). Todavia, outros estudos nao replicaram os mesmos achados, sugerindo
que as CNV’s possam apresentar um papel reduzido no TAB se comparado a
esquizofrenia (GROSEVA et al., 2013). Assim, alguns pesquisadores postulam
que os resultados dos estudos de associacdo gendmica ampla e CNV’s
sugerem que uma combinacdo de alelos comuns de pequeno efeito, alelos
raros de efeito varidvel, CNVs com interagBes epistaticas e mecanismos
epigenéticos possam contribuir para susceptibilidade genética ao TAB (CROW,
2007; CROW, 2008; MCCLELLAN; SUSSER; KING, 2007).

2.5.2.4 Estudos de gendbmica funcional convergente

Existe, atualmente, uma avaliacdo compartilhada por pesquisadores de
gue os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) ndo conseguiram
corresponder as expectativas iniciais e fornecer avancos importantes para a
compreensao da neurobiologia do TAB, assim como de outros transtornos
psiquiatricos (GERSHON; ALLIEY-RODRIGUES; LIU, 2011; NICULESCU; LE-
NICULESCU, 2010B). Alguns pesquisadores elencam as principais razfes para
0os GWAS, como um conjunto, ndo terem replicado resultados pregressos da
literatura envolvendo os estudos de genética molecular do TAB, dentre elas a
complexidade, a heterogeneidade e a reprodutibilidade dos resultados entre os
diferentes estudos (NICULESCU; LE-NICULESCU, 2010B).

A complexidade genética da maioria das condicbes médicas e
psiquiatricas é tal que provavelmente um grande repertorio de genes devera
estar envolvido, a maioria dos quais pode falhar para atingir os rigorosos
limiares para significancia estatistica exigidos nos estudos GWAS (KURIAN et
al., 2011; MANOLIO et al.,, 2008; MANOLIO et al., 2009). Em geral, um
pequeno numero de genes tém sido identificados até agora pelos GWAS, em
oposi¢cao a um maior numero de genes, biologicamente relevantes, implicados
por outras abordagens anteriores. E possivel que os GWAS possam apenas
detectar genes em que ocorra um alto grau de conservacéo (baixo grau de
heterogeneidade) na populacdo (SHE et al., 2009). Genes que estao
envolvidos em func¢des mais distintas geralmente apresentam um maior grau
de heterogeneidade devido as pressdes evolutivas de adaptacdo ao ambiente

(MCCARTHY et al.,, 2012b). Dessa maneira, uma mutagdo em um gene
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altamente heterogéneo ndo se destacaria frente a todo o repertério
diversificado de variantes comuns e serd de mais dificil de deteccdo nos
GWAS. Além dos fatores acima expostos, alguns autores sugerem que 0S
valores p utilizados para o teste de hip6teses permitem apenas uma precisa
classificacdo dos resultados de associacdo genética dentro do estudo em
questdo individualmente. Essa seria uma possivel explicagdo para a frequente
frustracdo em termos de reprodutibilidade dos resultados entre os diferentes
estudos. Seria, portanto, muito provavel que achados positivos de associacao
genética de um determinado estudo ndo sejam replicados em estudo realizado
em uma amostra diferente, uma vez que a complexidade e a heterogeneidade
genética irdo garantir que ndo ha dois grupos iguais (MCCARTHY et al.,
2012b).

Com relacdo aos genes circadianos, uma explicacdo possivel para o
fracasso na deteccéo de associagbes com o TAB nos GWAS pode resultar da
constatacdo de que a organizacdo molecular dos genes circadianos € mais
complexa do que anteriormente concebida (UEDA et al.,, 2005; YAN et al.,
2008; ZHANG et al., 2009). E possivel, portanto, que genes circadianos e
importantes mecanismos efetores modulados pelo sistema circadiano sejam
relevantes para o TAB mas simplesmente ndo foram identificados pelos GWAS
devido a sua complexidade (MCCARTHY et al., 2012).

Diante dessas dificuldades relativas aos GWAS, alguns pesquisadores
argumentam que abordagens que convirjam diversas linhas de evidéncia
seriam necessarias para investigar os substratos genéticos dos transtornos
psiquiatricos. Assim, um grupo de pesquidadores desenvolveu uma abordagem
para identificacdo e priorizacdo de genes candidatos (LE- NICULESCU et al.,
2007; LE-NICULESCU et al., 2009b; OGDEN et al., 2004; PATEL et al., 2010;
RODD et al., 2007) e biomarcadores (KURIAN, 2011; LE-NICULESCU et al.,
2009a) para transtornos médicos e psiquiatricos com padrdo de heranca
genética complexa através da integracdo de mdultiplas linhas de evidéncia -
expressdo génica, dados genéticos de associacdo e ligagdo - a partir de
estudos em seres humanos e modelo animal (BERTSH et al., 2005;
NICULESCU; LE NICULESCU, 2010a). Desenvolvido através de um modelo
matematico bayesiano de escala logaritmica, o método ficou conhecido como

Gendmica Funcional Convergente (NICULESCU, 2000). Quanto mais linhas de
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evidéncia para um gene, maior pontuacdo atinge aquele gene na lista de
tabulagéo (NICULESCU, 2000).

Com relacdo aos estudos de gendmica funcional convergente no TAB,
pesquisadores encontraram resultados sugerindo que varios genes envolvidos
na regulagéo dos ritmos circadianos (tais como Artnll, RorB ou Gsk3b) sé&o
candidatos primérios para genes vinculados ao TAB (LE-NICULESCU et al.,
2009b; PATEL et al., 2010). De fato, esse grupo de pesquisadores, através
desta nova abordagem de pesquisa genética, tem obtido repetidos resultados
de evidéncias envolvendo determinados genes circadianos. Mais ainda, 0s
resultados tem sido replicados a medida que novos GWAS sao incorporados
para a andlise dos dados. E interessante observar que, individualmente,
nenhum dos GWAS incorporados na analise gendmica convergente encontrou
associacao dos genes circadianos com o TAB de forma isolada.

Ainda tentando transpor e implementar os resultados dos estudos
GWAS, a abordagem de analise de vias de sinalizacdo em conjunto (Pathway
Analysis) também tem sido utilizada na pesquisa genética dos transtornos
psiquiatricos (LUO et al.,, 2010; WANG; LI; BUCAN, 2007). Inspirados em
técnicas de analise de expressao génica de microarranjo agregados aos dados
genéticos dos GWAS, esses estudos utilizam técnicas estatisticas que
consideram conjuntamente multiplas variantes em genes relacionados ou que
interagem em vias fisiolégicas comuns para determinar genes ou conjuntos de
genes potencialmente relacionados a etiologia de uma determinada doenca.
Assim, ao utilizar essa técnica, alguns pesquisadores sugerem que quando
analisados no contexto de redes genéticas e vias moleculares fundamentais, os
dados dos estudos GWAS possam expor aspectos da base poligenética de
vulnerabilidade as doencas de heranca genética complexa (MCCARTHY et al.,
2008).

Alguns estudos utilizaram essa técnica para investigacao de fatores de
da vulnerabilidade genética ao TAB (TORKAMANI; TOPOL; SCHORK, 2008).
Usando dados de dois estudos GWAS pregressos, a analise de “pathway”
complementar utilizando dados de metilacdo génica encontrou evidéncia do
envolvimento de vias relacionadas a canais idnicos (CHUANG et al., 2013).
Resultados positivos para vias de genes relacionados a canais idnicos também

foram encontrados em um recente estudo GWAS cuja amostra era composta
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de mais de 30000 pacientes com diagnostico psiquiatrico (CDGPGC, 2013).
Outro pesquisador achou evidéncias, utilizando dados de trés estudos GWAS e
de expressao génica de tecido cerebral humano, de associagdo do TAB com
um grupo de genes da via de sinalizagdo Wnt, que desempenha um papel
central na sinalizacao intracelular cerebral (PEDROSO et al., 2012). Um estudo
que realizou exploracdo genética do sistema bioldgico da via melatoninérgica
revelou mutacdes correlacionadas com uma atividade diminuida da proteina
codificada pelo gene acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT), que é a

Gltima enzima via de sintese da melatonina (ETAIN et al., 2012).

2.5.3 Os genes relégio ou circadianos

A procura por fatores genéticos relacionados aos Transtornos do humor
voltou-se, nos ultimos anos, para a pesquisa dos ritmos bioldgicos ou
circadianos, motivada pelas inimeras evidéncias de um possivel papel dos
ritmos bioldgicos na neurobiologia dos Transtornos do humor (ETAIN et al.,
2011; MILHIET et al., 2014; SERRETTI; MANDELLI, 2008). O complexo
mecanismo genético-molecular responsavel pelo comportamento ritmico
observado nos neurdnios do NSQ ja foi previamente descrito no escopo deste
estudo. A Figura 4 demonstra o funcionamento integrado dos denominados
“genes Clock”, melhor traduzido para o portugués como genes circadianos ou
genes reldgio. Diversos resultados de estudos genéticos de associacao tém
implicado genes circadianos na susceptibilidade genética para o TAB. A Tabela
02 mostra que estudos independentes tém demonstrado associacdes entre o
TAB e varios genes circadianos, tais como o0 gene Clock, Npas2, Artnll, Per3
e Nrld1.

Estudos de interagbes multi-locus entre os genes Bhlhb2, Csnk1e e
Clock (SHI et al., 2008) e as variagcdes no numero de copias de segmentos de
DNA do gene Gsk-3B (LACHMAN et al., 2007) também foram relatados. Os
achados de inumeras associacdes entre diversos genes circadianos e o TAB
somam-se aqueles relacionados a genes das vias serotonérgicas,
dopaminérgicas, glutamatérgicas e de genes relacionados a sinalizacdo e
crescimento celular. Todos os achados de associacdes retratam um efeito

relativo pequeno na determinagdo do fendtipo completo. Entretanto, a



53

constatacdo de inimeras associacdes entre 0s genes circadianos e o TAB
corrobora evidéncias pregressas que sugerem um papel significativo dos ritmos
biol6gicos na neurobiologia do TAB.

Duas vias fisiolégicas ainda merecem nota devido a sua relacdo com 0s
genes circadianos e possivelmente com o TAB. A via de sinalizacdo Wnt &
composta por uma série de produtos protéicos que participam de processos
essenciais no cérebro, como crescimento, migracado e diferenciagdo celular,
além de formacdo e remodelamento sinaptico (BUDNIK; SALINAS, 2011).
Algumas das funcbes exercidas pelas proteinas WNT estdo fortemente

relacionadas com a atividade da GSK-3B.

Tabela 02- Estudos de associacdo genética com resultados positivos para
genes circadianos do nucleo regulador central no TAB.

GENE NOMENCLATURA ESTUDOS GENETICOS DE
ASSOCIACAO
CLOCK CIRCADIAN LOCOMOTOR OUTPUT CYCLES (Benedetti, 2008, 2007, 2003; Kripke, 2009; Lee, 2010;
APUT Shi, 2008; Soria, 2010)
NPAS2 NEURONAL PAS DOMAIN PROTEIN 2 (Kripke, 2009; Mansour, 2009; Soria, 2010)
ARNTL1 ARYL HYDROCARBON RECEPTOR NUCLEAR (Mansour, 2006, 2009; Nievergelt, 2006; Soria, 2010)
TRANSLOCATOR-LIKE 1 (BMALL)
ARNTL?2 ARYL HYDROCARBON RECEPTOR NUCLEAR (Soria, 2010)
TRANSLOCATOR-LIKE 2 (BMALZ2)
PER1 PERIOD HOMOLOG 1 (DROSOPHILA) (Kripke, 2009)
PER2 PERIOD HOMOLOG 2 (DROSOPHILA) (Kripke, 2009)
PER3 PERIOD HOMOLOG 3 (DROSOPHILA) (Mansour, 2006; Nievergelt, 2006; Kripke, 2009; Rocha,
2010; Dallaspezia, 2011)
CRY1 CRYPTOCHROME 1 (Soria, 2010)
CRY?2 CRYPTOCHROME 2 (Mansour, 2009; Sjoholm, 2010)
TIMELESS TIMELESS HOMOLOG (DROSOPHILA) (Mansour, 2006)
NR1D1 NUCLEAR RECEPTOR SUBFAMILY 1, GROUPD,  (Kishi, 2008; Kripke, 2009; Severino, 2009)
MEMBER 1
NR1D2 NUCLEAR RECEPTOR SUBFAMILY 1, GROUP D, - --
MEMBER 2
RORA RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR A (Soria, 2010b)
RORB RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR B (Mansour, 2009; McGrath, 2009)
RORC RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR C
CSNK16 CASEINE KINASE | DELTA (Kripke, 2009)
CSNKl1¢e CASEINE KINASE | EPSILON (Mansour, 2009; Shi, 2008; Soria, 2010)
BHLHB2 BASIC HELIX-LOOP-HELIX DOMAIN (Shi, 2008)
CONTAINING, CLASS B, 2
BHLHB3 BASIC HELIX-LOOP-HELIX DOMAIN (Soria, 2010)
CONTAINING, CLASS B, 3
GSK3p GLYCOGEN SYNTHASE KINASE 3-BETA (Benedetti, 2004a, 2004b, 2005; Szczepankiewicz, 2006;

Adli, 2007)
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Nos ultimos anos alguns pesquisadores passaram a sugerir que a via de
sinalizagdo Wnt poderia estar relacionada a fisiopatologia do TAB, entre outras
evidéncias, pela sua intima relagdo com a GSK-3B, quinase apontada por
diversos estudos como envolvida no mecanismo pelo qual o litio, medicacdo
estabilizadora do humor, exerce seus efeitos terapéuticos (GOULD; MANJI,
2002; VALVEZAN; KLEIN, 2012). Assim, alguns poucos estudos buscaram
investigar um possivel papel genético das proteinas desta via na
vulnerabilidade ao TAB. Um estudo de gémeos monozigoticos discordantes
para o TAB evidenciou que alguns genes da via de sinalizacdo Wnt
apresentaram padrdo distinto de expressédo génica (MATIGIAN et al., 2007).
Posteriormente um grupo de pesquisadores encontrou evidéncia de associagao
entre o TAB e polimorfismos dos genes WNT2B e WNT7A da via de
sinalizacdo Wnt (ZANDI et al., 2008).

Outros genes de possivel interesse sdo aqueles envolvidos na via
melatoninérgica, dadas as inimeras evidéncias de alteragcbes da funcédo
melatoninérgica nos transtornos do humor. Um ensaio clinico comparou
recentemente a eficacia da agomelatina, antidepressivo agonista do receptor
melatoninérgico MT2, em um grupo de pacientes com depressdo unipolar e
outro com depresséo bipolar e ndo encontrou diferenga significativa nas taxas
de resposta e remissao entre os dois grupos (TIUVINA; SMIRNOVA, 2012). Ja
foram publicados alguns estudos genéticos demonstrando associacdo entre
Transtorno Depressivo e 0 gene do receptor MT2 (GALECKA et al., 2010;
GALECKI et al., 2011). Outro estudo encontrou resultado de associacéo
significativa entre um polimorfismo de receptores melatoninérgicos e o diabetes
tipo 2, sugerindo uma possivel ligacdo entre a regulacdo do ritmo circadiano e
a homeostase glicémica através da via de sinalizagdo de melatonina
(KARAMITRI et al., 2013; WANG et al., 2013). Embora at¢é o0 momento n&o
existam estudos que tenham investigado os genes de receptores da melatonina
no TAB, dois estudos ja reportaram associagdo entre polimorfismos do gene da
acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT), enzima envolvida na etapa final de
sintese da melatonina, e alteracdes do sono e dos ritmos circadianos no TAB
em remisséo (COMAI; GOBBI, 2014; GEOFFROQY et al., 2013).
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2.5.4 O gene candidato
2.5.4.1 O gene Per3

Assim como o gene Clock, o gene humano Per3 é um membro relevante
da familia dos genes circadianos Period que foi primeiramente isolado em
mamiferos em 1998 (ZYLKA et al., 1998). Ele esta localizado no cromossomo
humano 1 (1p36.23) (ZYLKA et al., 1998) e é altamente expresso no nucleo
supraquiasmatico, bem como no hipocampo, coértex piriforme e cerebelo
(DUNLAP, 1999; LOWREY; TAKAHASHI, 2000). Os niveis de mPer3 RNA
exibem uma robusta variacdo circadiana em sua concentragdo no nucleo
supraquiasmatico, similar a observada com os niveis de mPerl RNA e mPer2
RNA (SHEARMAN et al., 2000). Entretanto, ao contrario do que ocorre com 0S
genes Perl e Per2, o gene Per3 possui um padrdo de expressao génica
independente do estimulo luminoso (ZYLKA et al., 1998) Alguns anos apés seu
isolamento em mamiferos, pesquisas laboratoriais demonstraram que animais
“knock-out” para o gene Per3 apresentam encurtamento do periodo circadiano
endoégeno (SHEARMAN et al., 2000). Recentemente, assim como para outros
genes circadianos, um estudo demonstrou que o litio altera a expressdo do
gene Per3 em culturas laboratoriais de fibroblastos (OSLAND et al., 2011).

Ja foram identificadas 6 variacdes funcionais e 4 haplétipos do gene
Per3 (EBISAWA et al., 2001). Identificou-se também que um desses
polimorfismos é capaz de alterar a fosforilagcdo e degradacéo da proteina PER3
e, portanto, sua atividade e retorno ao nucleo celular (EBISAWA et al., 2001).
Esse polimorfismo consiste na substituicdo de uma timina por guanina na
posicdo 1940 do exon 15, que resulta na substituicdo de um aminoacido na
proteina final (EBISAWA et al.,, 2001). Posteriormente, foram localizados 2
outros polimorfismos do gene Per3, ambos localizados no exon 18 (EBISAWA
et al., 2001). O primeiro polimorfismo é resultante da troca de uma Unica base
(SNP T3110C) e resulta na substituicio de aminoacido na proteina final
(EBISAWA et al., 2001). O segundo polimorfismo localizado no exon 18 € um
dominio composto de 4 ou 5 repeticoes em tandem de 54 pares de bases
(EBISAWA et al., 2001). O alelo constituido de 4 repeticbes deriva-se da perda
da terceira repeticdo, regido que contém sitios de fosforilagcdo para a quinase

CSK1-¢. Assim, a presenga desse polimorfismo também pode ocasionar uma
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alteracdo da fosforilagdo da proteina PER3 e comprometer sua funcdo de
inibicdo dos genes Artnll e Clock (EBISAWA et al., 2001).

Um estudo demonstrou associacdo entre o polimorfismo composto de
apenas 5 repeticdes em tandem do gene Per3 com uma preferéncia diurna, um
fendtipo normal do ciclo sono-vigilia na espécie humana (ARCHER et al.,
2003). Esse estudo ainda demonstrou associagdo do mesmo polimorfismo com
o Transtorno de atraso de fase do sono, resultado replicado posteriormente em
outro estudo (ARCHER et al., 2003; PEREIRA et al., 2005). J4 o achado de
associagao entre preferéncia diurna e o referido polimorfismo do gene Per3 foi
replicado em outras populagbes (KUNOROZVA et al.,, 2012; LAZAR et al.,
2012). O cronotipo preferéncia diurna também se associou com outros
polimorfismos do gene Per3 (OJEDA et al., 2013). Outros resultados positivos
também foram encontrados para a variante alélica composta de 5 repeticoes
em tandem, que se associou com alteragcdes na regulacdo do sono, parametros
eletroencefalogréaficos e um pico noturno precoce de melatonina (VIOLA et al.,
2007; VIOLA et al., 2012). Em populac@es clinicas, o gene Per3 associou-se
com a severidade da insénia em um grupo de pacientes com dependéncia de
alcool (BROWER et al., 2012). Ainda digno de nota, alguns estudos comec¢am
a sugerir o envolvimento dos genes circadianos com o diabetes tipo 2 e a
obesidade (PAPPA et al., 2013; SHIMBA et al., 2013).

Estudos genético-moleculares de ligacdo para o TAB demonstraram
resultados positivos para a regido do cromossomo 1 onde se localiza o gene
Per3 (CICHON et al.,, 2001; CURTIS et al., 2003). Diversos estudos de
associacao ja demonstraram resultados positivos para os genes circadianos na
susceptibilidade ao TAB bem como para outros Transtornos do humor, como
revisado anteriormente. Com relacdo ao gene Per3, alguns estudos de
associacdo demonstraram resultados positivos com o TAB e determinados
subfenoétipos clinicos. Nievergelt et al. (2006) demonstraram resultados
positivos entre haplotipos do gene Per3 e o TAB em um estudo de associacao
baseado em familias composto por 159 familias e 564 individuos, sendo que
em cada familia havia no maximo 2 individuos acometidos por TAB. Foram
genotipados 6 marcadores do tipo SNP com a evidéncia de associacéo

estatisticamente significativa para um polimorfismo do gene Per3.
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Em outro estudo, Mansour et al. (2006) ndo encontraram evidéncia de
ligacdo para a regido cromossdmica onde o gene Per3 se localiza. Entretanto,
na analise conduzida por um desenho de associacdo do tipo caso-controle
envolvendo duas amostras independentes de pacientes com TAB, os mesmos
autores encontraram associacao entre um polimorfismo SNP do gene Per3 e o
TAB somente em uma das amostras (MANSOUR et al., 2006). Artioli et al.
(2007), em uma amostra mista composta de 512 pacientes com TAB e 519
pacientes com depressdo unipolar, analisaram a associacdo de diversos
parametros clinicos com variacdes génicas descritas previamente nos exons 15
e 18 do gene Per3. Nesse estudo foi encontrada associacdo entre as variantes
génicas estudadas e a idade de inicio do transtorno, a resposta ao tratamento
antidepressivo, a variacdo diurna do humor e algumas caracteristicas de
temperamento. Ao estudar uma amostra de 90 pacientes com TAB, Benedetti
et al. (2008) encontraram associagdo entre a homozigose para a variante
alélica de 4 repeticdes do exon 18 do gene Per3 e uma idade precoce de inicio
para o transtorno.

Um estudo que acessou a relacdo de polimorfismos de diversos genes
circadianos com o TAB e com o cronotipo vespertino encontrou resultado de
associacdo entre o polimorfismo rs228697 do gene Per3 e o cronotipo
vespertino no TAB (KRIPKE et al., 2009). Um grupo de pesquisadores realizou
um estudo de associacdo envolvendo 209 polimorfismos do tipo SNP, que
acessou 19 genes circadianos em uma amostra de 199 pacientes com TAB e
440 individuos controles, demonstrou associacdo significativa entre o gene
Per3 e o TAB (SORIA et al.,, 2010), que ndo manteve a significancia apos
correcdo por multiplos testes. Ao estudar o polimorfismo VNTR do exon 18 do
gene Per3 em uma amostra de 67 pacientes, outros pesquisadores
encontraram associacdo entre a homozigoze para a variante alélica de 4
repeticdes e o inicio do TAB no periodo pos-parto (DALLAPEZIA et al., 2011).
Todas as associagdes encontradas nos estudos citados foram modestas e
algumas ndo permaneceram significativas apds correcdo para multiplos testes
(Nievergelt et al., 2006; SORIA et al., 2010). Em outros estudos nao foi
encontrada evidéncia de associacao entre o gene Per3 e o TAB (MANSOUR et
al., 2006; MANSOUR et al., 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Uma série de evidéncias sugere que o TAB apresenta determinagao
genética. Ao mesmo tempo, diversos estudos pregressos demonstram uma alta
prevaléncia e as consequéncias das alteracbes do sono e dos ritmos
circadianos em pacientes com o TAB. Essas manifestagbes sdo observadas
durante episddios de mania e de depressdo, bem como durante os periodos
interepisodicos ou de remissao dos sintomas no TAB. Ao longo, principalmente
das ultimas décadas, identificou-se a presenca de um centro regulador dos
ritmos biol6gicos na espécie humana, representado pela atividade de um
conjunto de genes no nucleo supraquiasmatico, que funcionam de maneira
integrada em alcas de retroalimentacédo negativa. A existéncia desse complexo
sistema regulador dos ritmos biol6gicos passou a suscitar investigacées acerca
do seu possivel papel na fisiopatologia do TAB, bem como de outros
transtornos do humor. Deste modo, alguns pesquisadores comecaram a
investigar a presenca de alteracbes do sono e dos ritmos circadianos em
individuos com alto risco para o desenvolvimento do transtorno para determinar
0 possivel papel destas alteragbes como fator de risco ou endofenétipo para o
TAB. Assim, estudos que busquem investigar a possivel relacdo entre aspectos
clinicos relacionados ao sono, ritmos circadianos e aspectos de genética
molecular podem contribuir para uma melhor compreensdo sobre a

neurobiologia do TAB.



59

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

» |nvestigar a qualidade do sono em pacientes com TAB e em um
grupo controle e a possivel associacdo entre polimorfismos do

gene Per3 e o TAB.

4.2 Objetivos especificos

= Comparar os dois grupos com relacdo a qualidade do sono
avaliada pela PSQI.

= |nvestigar a relacdo entre qualidade do sono e variaveis clinicas,
sociodemogréficas em pacientes com TAB.

= Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
do gene Per3 entre 0s grupos caso e controle.

= Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
do gene Per3 entre os pacientes com TAB subdivididos de acordo

com a qualidade do sono.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento, procedimentos do estudo e sujeito da pesquisa

O presente estudo apresentou delineamento transversal, sendo as
medicdes para cada individuo dos grupos caso e controle realizadas em um
anico momento. Apds receber o devido esclarecimento sobre o projeto de
pesquisa, todos os individuos assinaram termo de livre consentimento para
participar do estudo. O estudo envolveu individuos de ambos os sexos, todos
maiores de 18 anos. O grupo caso foi composto por uma amostra de
conveniéncia formada de pacientes em tratamento regular em servico
ambulatorial de psiquiatria. O grupo controle foi composto por amostra da
populacdo geral de conveniéncia recrutada por convite direto. Na entrevista
realizada, apos assinatura do termo de livre consentimento, foram coletados
dados relativos as caracteristicas sociais, demograficas e sobre o histérico
clinico dos participantes. Posteriormente, foram aplicados os instrumentos
descritos a seguir: a entrevista diagndstica Mini International Neuropsychiatric
Interview (MINI-PLUS) (AMORIM, 2000), as escalas de avaliagdo do humor
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) (HAMILTON, 1960) e Young Mania
Rating Scale (YMRS) (YOUNG et al., 1978) e o Inventario de Qualidade de
Sono de Pittsburgh (PSQI) (BUYSSE et al., 1989). Por fim realizou-se a coleta
de sangue periférico para as analises envolvendo biologia molecular.

Para o grupo caso considerou-se 0s seguintes critérios de exclusao:

» |dade inferior a 18 anos;

» Doenca clinica em fase aguda ou ativa;

» Doenca neuroldgica degenerativa.
Para o grupo controle os critérios de excluséo utilizados foram:

» |dade inferior a 18 anos;

» Doenca clinica em fase aguda ou ativa;

» Doenca neuroldgica degenerativa;

= Historico pessoal de transtornos psiquiatricos avaliado pelo MINI-PLUS,
de acordo com os critérios do DSM;

= Historico de transtornos psiquiatricos em parentes de primeiro grau;

» Uso de psicofarmacos.
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5.2 Procedimentos e descri¢do dos instrumentos clinicos utilizados

O projeto foi previamente aprovado em comité de ética (ANEXOS A, B,
C). ApoOs assinatura do termo de livre consentimento (ANEXOS D, E, F), foi
realizada avaliacdo individual de todos os participantes (grupos caso e
controle) durante o periodo de janeiro/2011 a mar¢o/2013. No grupo caso,
aplicou-se a entrevista diagnostica Mini International Neuropsychiatric Interview
(MINI-PLUS) (AMORIN, 2000), para confirmacdo do diagndstico de TAB e
caracterizacdo das comorbidades psiquiatricas. Embora a ocorréncia de
comorbidades psiquiatricas no TAB seja comum (KESSLER et al.,, 1994;
KESSLER et al., 2005), certificou-se que o TAB era o diagnostico primario.
Para o grupo controle, a aplicacdo do MINI-PLUS teve como objetivo excluir do
estudo aqueles individuos com diagndstico psiquiatrico de eixo |. Este
instrumento é amplamente utilizado no cenario da pesquisa clinica, para
confirmacéo de diagndsticos psiquiatricos de eixo | da classificacdo diagndstica
psiquiatrica do DSM-IV-TR. A quinta edicdo do DSM foi lancada somente apés
o término da coleta de dados.

Para compor o grupo caso o diagnéstico dos pacientes com TAB foi
estabelecido utilizando-se os critérios do DSM-IV-TR. Todavia, os dados
clinicos da histéria pregressa do paciente, relevantes para a caracterizacao
longitudinal do diagndstico também foram considerados. No grupo de pacientes
com diagnéstico de TAB, foram aplicadas as escalas de Hamilton Depression
Rating Scale (HDRS) (HAMILTON, 1960) e Young Mania Rating Scale (YMRS)
(YOUNG et al., 1978), para a avaliacdo do humor. Como critério de inclusdo e
para excluir a influéncia direta de sintomas depressivos e maniacos
clinicamente significativos na qualidade do sono, optou-se por incluir somente
pacientes que preenchessem critérios para eutimia. Apesar de nao haver
consenso sobre o tema, alguns autores consideram como eutimicos aqueles
pacientes estabilizados ha pelo menos 1 més, que ndo preencheram o0s
critérios para episddio maniaco ou depressivo no més precedente a entrevista
clinica, de acordo com o DSM-IV, e que obtiveram escore inferior a 7 pontos,
tanto na YMRS, quanto na HDRS (AMARAL et al., 2006; EIDELMAN et al.,
2010b; THOMPSON et al., 2005). Este foi o critério utilizado neste estudo para

caracterizar a eutimia. Entre os autores citados acima se observa variancia no
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ponto de corte das escalas de avaliacdo do humor adotado para caracterizacao
da eutimia.

Durante o periodo das avaliagbes, todos os pacientes com TAB
encontravam-se em continuidade de seus esquemas terapéuticos
medicamentosos. A avaliagcdo das comorbidades clinicas, reconhecido fator de
risco para alteragBes do sono, foi realizada utilizando-se método descrito em
outro estudo que avaliou o sono (WOJNAR et al., 2009). O processo consiste
em gerar um escore baseado no numero de doencas clinicas apresentadas em
cada individuo e é utilizado para facilitar a comparacdo entre grupos e evitar
perda de dados por numero pequeno de observagbes (TAYLOR et al., 2007).
Para avaliacdo do uso de alcool considerou-se os critérios para dependéncia e
uso abusivo do DSM-IV-TR. O uso social foi considerado como o uso de bebida
alcoolica sem configurar abuso/dependéncia segundo os critérios do DSM-IV-
TR. Por fim, aplicou-se nos dois grupos um instrumento de avaliagdo do sono
para investigar a qualidade do sono e permitir a comparagédo destes dados

entre 0s grupos.

5.3 Avaliacdo do sono e o indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh

(PSQI)

A qualidade do sono é um importante constructo clinico uma vez que
gueixas relacionadas ao sono sdo frequentes na populagéo geral e ocorrem de
maneira comérbida com diversas condicbes médicas cronicas bem como com
0s transtornos psiquiatricos (BUYSSE et al., 1989). Muito embora a qualidade
do sono seja um constructo clinico amplamente aceito e difundido, trata-se de
um fendbmeno complexo, multifatorial e de dificil mensuragdo (BUYSSE et al.,
1989). Os achados objetivos do laboratério do sono fornecidos pela
polissonografia e a actigrafia podem correlacionar-se com a percepcao
subjetiva da qualidade de sono, mas nao conseguem captar a dimenséo
pessoal da maior ou menor satisfacdo relacionada ao sono (BUYSSE et al.,
1989). Consideram-se o0s questionarios de avaliacdo do sono como uma
medida subjetiva do sono, sendo que a polissonografia é considerada o padréo
ouro (TOGEIRO; SMITH, 2005; MONK et al., 1994).
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O questionario selecionado para avaliacdo do sono, neste estudo, foi o
Inventario de Qualidade de Sono de Pittsburgh, validado para a lingua
portuguesa (PSQI-BR — ANEXO G) (BERTOLAZI et al., 2011). A PSQI foi
elaborada em 1989 com o objetivo de fornecer uma medida de qualidade de
sono padronizada, facil de ser respondida e interpretada e que discriminasse
individuos com uma boa qualidade de sono, daqueles com uma baixa
qualidade de sono (BUYSSE et al., 1989).

A PSQI acessa a qualidade e alteracdes do sono em um periodo de 30
dias. O questionario consiste de 19 questbes agrupadas em sete
subcomponentes, que produzem um escore em uma escala de 0-3 para cada
subcomponente, gerando um escore final de 0-21 pontos (BUYSSE et al.,
1989). Os sete subcomponentes correspondem a dimensdes especificas
relacionadas a qualidade do sono rotineiramente avaliadas em entrevistas
clinicas de pacientes com queixas em relacdo ao sono (BUYSSE et al., 1989).
Séo eles:

Qualidade subjetiva do sono (0-1 normal; 2-3 alterada);
Laténcia do sono (0- normal; 1-3 alterada);

Duracgao do sono (0- normal; 1-3 alterada);

Eficiéncia habitual do sono (0- normal; 1-3 alterada);

Disturbios do sono (0- normal; 1-3 alterada);

o gk Wb E

Uso de medicacao para o sono (0- normal; 1-3 alterada);
7. Disfuncao diurna (0- normal; 1-3 alterada).

As pontuacdes obtidas nos sete subcomponentes sdo somadas e geram
um escore global. Valores maiores que 5 no escore global indicam uma baixa
qualidade do sono. Quanto maior a pontuacdo no escore global, pior a
qualidade do sono. A validade da PSQI foi avaliada pelo poder do instrumento
em discriminar individuos controle de grupos com acometimento da qualidade
do sono. O grupo controle diferiu dos outros grupos tanto no escore global
como no escore dos sete subcomponentes (BUYSSE et al., 1989).

Desde sua elaboracdo, a PSQI tem sido amplamente utilizada para
medir a qualidade do sono em diferentes grupos de pacientes, desde aqueles
com transtornos psiquiatricos e do sono, até aqueles pacientes acometidos por
diversos problemas clinicos como diabetes, doenca renal crbnica, asma,

doenca de Parkinson e cancer. Sua versao original foi validada para o uso em
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varias linguas como o espanhol, aleméo, francés, holandés e, recentemente,
para o portugués (BERTOLAZI et al., 2011).

Neste estudo, utilizou-se o escore global da PSQI como variavel
continua e categérica para comparacgdo entre 0s grupos. Posteriormente, com
0 objetivo de prosseguir com a comparacao das variaveis relacionadas ao sono
entre 0s grupos, transformou-se cada um dos sete componentes da PSQI em

variaveis categoricas, com seus cortes descritos na pagina anterior.

5.4 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada no Laboratério de Genética Molecular
da Faculdade de Medicina da UFMG a partir das amostras de sangue
coletadas em tubos contendo EDTA. Para tal, utilizou-se o método de extracéo
salina, conforme o protocolo a seqguir:

1- Colocar o sangue em tubo falcon de 50 ml.

2- Adicionar 1 volume de solucdo tampdo TMK1 para lavagem do
sangue.

3- Adicionar 500 pL de Triton-100 para lise celular e agitar bem.

4- Centrifugar a 2600 RPM por 15 minutos a 4 °C.

5- Desprezar lentamente o sobrenadante e salvar o pellet (sedimento
contendo DNA).

6- Lavar o pellet adicionando o mesmo volume de solucédo tampéao
TMK1 do passo 2 e agitar bem.

7- Centrifugar a 1600 RPM por 10 minutos a 4 °C.

8- Desprezar o sobrenadante.

9- Ressuspender o pellet em 1,600 pL de solugcéo tampao TMK2.

10-Adicionar 100 L de solucdo SDS 10%.

11-Incubar a 55° C no banho-maria por 10-20 minutos.

12-Adicionar 900 pL de NaCl saturado.

13-Centrifugar a 15500 RPM, por 15 minutos a 4 °C.

14-Despejar o sobrenadante em um tubo falcon de 50 ml com 5 ml de
etanol 100%.

15-Rodar a pipeta de vidro até comecar a formar um grumo na pipeta.
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16-Retirar a pipeta com o DNA e mergulhar em um tubo Falcon de 15
ml com etanol 70% por cerca de 10 minutos.

17-Remover a pipeta com o DNA e deixar secar por 10 minutos.

18-Ressuspender o DNA em 500 uL de TE por 3 minutos.

19-Incubar por 2 dias a 55° C e armazenar a 4° C.

5.5 Genotipagem

Alguns polimorfismos foram selecionados para obter uma boa
representacdo do gene candidato. Utilizamos, para tal, polimorfismos de um
Unico par de base que se encontram em alto grau de desequilibrio de ligacédo
com os polimorfismos que representam. Esses polimorfismos sdo denominados
“tagSNPs”. Os polimorfismos marcadores foram selecionados através do
Projeto Internacional Hapmap, respeitando-se algumas variaveis que
determinam a representatividade dos mesmos. Os marcadores tagSNPs
utilizados e as sequéncias alvo dos polimorfismos selecionados estéo
representados na Tabela 03.

A genotipagem foi realizada através da técnica de Reacdo em Cadeia de
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), utilizando-se a tecnologia TagMan® da
AppliedBiosystems. A RT-PCR realiza a quantificagdo do DNA ou RNA de
maneira mais precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores
na fase exponencial da reacdo. O sistema TagMan® utiliza uma sonda
fluorescente para possibilitar a deteccdo de um produto especifico da PCR

conforme esse se acumula durante os ciclos da reacéao.

Tabela 03- Marcadores genéticos e polimorfismos avaliados do gene Per3.

TagSNP Sequéncia Funcéo Posicao
rs228697 TATGACCGTTTTCCTGCCTGACCCC[C/G]CTGTCTGTCCTCTGTTGTCGCCATC missense 7887579
1s228727 TATGGCACAGTTTGCAGAGAAGTTA[C/T]GTGCCATACGTATTTTAGTCTGCAT intrénico 7847836
rs228729 CATCCTACGAATGCACCAGGACTCA[C/T]ACAAGCAGCCAGAGGAGTGGTCAGT intrénico 7845695
rs707467 TTTCAGTTAGTCTGAAGTGGGGGCG[A/CJAGGTGGGGAGAACAGATTATTTTTT intrénico 7861684

rs10462020 GGTTACAGCAGCACCATTGTCCATG[G/T]JCCCACCCCCAGAGACAGGTACCAC missense 7880683
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A RT-PCR foi realizada no aparelho Stratagene® Mx3500, do
Laboratorio de Genética Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG. A
discriminacdo alélica foi realizada pelo software MxPro® do aparelho
Stratagene® Mx3500. A equipe que realizou a genotipagem nao teve

informacdes clinicas sobre os pacientes.

5.6 Andlise Estatistica

A analise estatitisca referente aos dados clinicos foi realizada pelo
programa STATA (versdo 12.0) da Statacorp. Inicialmente, verificou-se a
distribuicdo das variaveis continuas através do teste de Shapiro-Wilk. Para a
comparacao das variaveis clinicas e sécio-demograficas entre 0s grupos caso
e controle, foram utilizados os testes qui-quadrado de Pearson para as
variaveis categoricas e os testes t de Student ou Mann Whitney para as
variaveis continuas, de acordo com sua distribuicdo. Considerou-se o nivel de
significancia de 5% para todas as variaveis.

Posteriormente, empregando-se como variavel resposta a qualidade do
sono medida pela PSQI, foi realizada analise multivariada (regresséo logistica)
que uniu os pacientes dos dois grupos ajustando para as variaveis clinicas e
demograficas comuns que foram coletadas tanto no grupo caso quanto no
grupo controle. Prosseguindo a investigacdo da possivel influéncia das
variaveis coletadas na qualidade do sono (variavel resposta), foi realizado um
novo modelo de analise multivariada por regressdo logistica englobando
somente o0s pacientes com TAB. Para esta analise utilizou-se novamente a
qualidade do sono aferida pela PSQI como variavel resposta.

Assim, com o objetivo de analisar as possiveis associacbes das
variaveis clinicas relacionadas ao TAB com a variavel resposta, os pacientes
com TAB foram subdivididos entre aqueles com uma boa qualidade do sono
(PSQI < 5) e aqueles com uma baixa qualidade do sono (PSQI > 5). Em ambos
os modelos multivariados de regressdo logistica, aquelas variaveis que
assumiram valores de p menores ou iguais a 0,25 na analise univariada foram
selecionadas como candidatas para fazerem parte do modelo multivariado.
Algumas variaveis que assumiram valores de p maiores que 0,25 foram

incluidas no modelo multivariado pela relevancia clinica. Em ambos os modelos
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considerou-se um nivel de significancia de 5% para selecionar as variaveis
mais significativas até o modelo final. A qualidade do ajuste dos modelos de
regressao logistica foi avaliada pelo teste qui-quadrado ajustado.

As andlises de associacdo de alelos, gendtipos, estimativa de risco
determinada pela presenca dos polimorfismos (odds ratio, OR) e 1000
permutacdes (teste de correcéo de falsos positivos — erro tipo I) foram feitas no
programa UNPHASED (DUDBRIDGE, 2008a). O Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) foi calculado utilizando o programa HAPLOVIEW 4.1 (BARRETT et al.,

2005). O nivel de significancia considerado foi novamente de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise das caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos grupos

caso e controle

Na Tabela 4 estdo descritas as variaveis sociodemograficas dos grupos
caso e controle. A maior proporcao de género foi de mulheres em ambos os
grupos. Nao foram observadas diferencas significativas para a idade e para o

género.

Tabela 4- Dados demograficos dos grupos caso e controle.

CASO (209) CONTROLE (213) P

Variaveis

demogréficas Médiaxdp/% (n) Médiaxdp/% (n)

Idade (anos) 43,4+14,1 45,1+18,3 0,29
<25 anos 12 (25) 15,5 (33) 0,32
> 25 anos 88 (184) 84,5 (180)

Sexo

Masculino 31,6 (66) 37,6 (80) 0,19
Feminino 68,4 (143) 62,4 (133)

Escolaridade (anos) 11,1+£3,35 10,8+3,28 <0,01
Estado civil

Solteiro 45 (94) 28,6 (61) <0,01
Casado 35,9 (75) 55,4 (118)

Viavo 5,7 (12) 7 (15)

Divorciado 12,4 (26) 5,6 (12)

Amasiado 1(2) 3,3(7)

Situacdo empregaticia

Empregado 19,6 (41) 69,5 (148) <0,01
Afastado 13,9 (29) 0,9 (2

Aposentado 30,1 (63) 11,7 (25)

Desempregado 33,1 (69) 7,5 (16)

Outros 3,3(7) 10,3 (22)
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Ao analisar a variavel estado civil observa-se uma diferenca significativa
entre 0s grupos. A maior propor¢céo observada foi de solteiros (45%) no grupo
caso e casados (55,4%) no grupo controle. A variavel situacdo empregaticia
também apresentou diferenca significativa entre os grupos. No tocante as
variaveis clinicas acessadas nos grupos caso e controle, observa-se que 0s
grupos sdo comparaveis com relacdo as variaveis nimero de doencas clinicas
e uso de medicagéo clinica. No que se refere ao consumo de alcool os grupos
divergiram na variavel uso atual, sendo este mais frequente no grupo controle

O padréao de uso também divergiu significativamente entre os grupos (Tabela

5).

Tabela 5- Variaveis clinicas coletadas nos grupos caso e controle.

CASO (209) CONTROLE (213) P
Variaveis clinicas % (n) % (n)
N° Doencas clinicas
Nenhuma 63,6(133) 67,1(143) 0,65
1 20,1(42) 18,8(40)
2 10,5(22) 9,9(21)
3 4,8(10) 4,2(9)
4 ou mais 1,0(2) 0,0(0)
Medicacdo Clinica 35,4 (74) 31,1 (66) 0,35
Alcool-atual 33,5 (70) 50,2 (107) <0,01
Padréo-Consumo
Uso social 67,1 (47) 100 (107) <0,01
Uso abusivo 32,9 (23) 0 (0)
Tabaco 43,1 (90) 12,2 (26) <0,01
Café 82,8 (173) 75,6 (161) 0,07
Padréo-Consumo
S6 de manha 36,4 (63) 45,9 (74) 0,07
Vaérias vezes ao dia 63,6 (110) 54,1 (87)
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Algumas variaveis clinicas relativas somente ao grupo caso foram
avaliadas com o0 objetivo de caracterizar mais detalhadamente a amostra de

pacientes com TAB do presente estudo (Tabela 6).

Tabela 6- Variaveis clinicas coletadas no grupo caso.

CASO (209)
Varidveis clinicas relacionadas ao TAB média+dp/% (n)
Tipo de diagnostico psiquiatrico
TAB Tipo | 79,4 (166)
TAB Tipo Il 20,6 (43)
YMRS (escore global) 2,1+1.9
HMRS (escore global) 3,1+1,8
Histdrico familiar TAB (Sim) 40,9 (85)
Tempo de doenca (anos) 17,9+12 4
Idade do inicio da doenca (anos) 25,4+9,8
N° de episodios 14,8+11,8
Idade do primeiro episddio maniaco 27,4+10,1
Idade do primeiro episédio depressivo 24,5£11,8
Numero de episddios maniacos 7,379
NUmero de episodios depressivos 7,316,1
Numero de internacdes 6,8+7,5
Sintomas Psicoticos 53,11 (111)
Ciclagem Rapida 18,7 (39)
Tentativas de auto-exterminio 46,4 (97)
NUmero de tentativas de auto-exterminio 2,4+2,0 (97)
Idade da primeira tentativa de auto-exterminio 28,4 £10,4 (97)

Tentativa por método violento 34 (33)
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A amostra € composta em sua maioria por pacientes que preenchem os
critérios do DSM para TAB tipo | (79,4%). Os escores globais médios para as
escalas de humor YMRS e HDRS foram de 2,1 e 3,1, respectivamente. O
tempo médio de doenca e a idade média de inicio foram respectivamente de
17,9 e 25,4 anos. Aproximadamente metade dos pacientes apresentava pelo
uma tentativa de autoexterminio pregressa. Destes, 34% o fizeram utilizando
métodos considerados violentos. Ainda com relacdo as variaveis coletadas
somente no grupo caso, as Tabelas 7, 8 e 9 mostram, respectivamente, as
comorbidades psiquiatricas de eixo | do DSM-VI-TR, as principais
comorbidades e medicacdes clinicas e os psicofarmacos utilizados pelos
pacientes com TAB da amostra em estudo. As comorbidades mais prevalentes

foram os Transtornos de Ansiedade (Tabela 7).

Tabela 7- Comorbidades psiquiatricas de eixo | segundo o DSM-IV-TR.

CASO (209)
Comorbidades psiquiatricas % (n)
TAG 23,9 (50)
Panico 14,4 (30)
Fobias 11,1 (24)
TEPT 4,3 (9)
TOC 2,4 (5)
Transtorno alimentar 2,4 (5)

As prevaléncias de Hipertensao Arterial, Diabetes e Hipotireoidismo na
amostra deste estudo foram, respectivamente, de 23,9%, 9,6% e 13,9%
(Tabela 8). Com relacdo aos psicofarmacos utilizados pelos pacientes no
momento da avaliagdo, mais de 50% da amostra tinha prescricao de Carbonato
de Litio (Tabela 9). Mais de 60% dos pacientes apresentava prescricdo de
benzodiazepinicos. Mais de 20% da amostra utilizava, no momento da

avaliacao, pelo menos duas medicagdes para ajudar a dormir.
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Tabela 8- Comorbidades e medicagfes clinicas mais utilizadas pelo grupo
caso.

CASO (209)

Principais comorbidades e medicagdes clinicas % (n)

HAS 23,9 (50)
DM 9,6 (20)
Hipotireoidismo 13,9 (29)
Anti-hipertensivos 23,9 (50)
Hipoglicemiantes 9,6 (20)
Horménio tireoidiano 13,4 (28)

Tabela 9- Psicofarmacos utilizados pelos pacientes no momento da
avaliacdo.

CASO (209)

Psicofarmacos prescritos % (n)
Litio 52,2 (109)
Anticonvulsivantes 66,0 (138)
Antipsicoticos atipicos 33,9 (71)
Antipsicéticos tipicos 46,4 (97)
Benzodiazepinicos 63,1 (132)
Antidepressivos 23,4 (49)
Medicacdo especifica para sono

Somente Benzodiazepinicos 41,6 (87)
Benzodiazepinicos + Fenotiazinas 20,5 (43)
Benzodiazepinicos + Imidazopiridina 1,0 (2)
Somente Fenotiazinas 11,5 (24)

A andlise das variaveis clinicas e sociodemograficas entre os grupos foi
finalizada comparando-se os dados obtidos pela aplicacdo do questionario de
avaliacdo do sono PSQI. A Tabela 10 apresenta os dados da qualidade do
sono obtidos pela aplicacdo da PSQI nos grupos caso e controle. A analise da

Tabela mostra que entre os grupos ocorreram diferencas estatisticamente
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significativas em todos os subitens da PSQI assim como em relacdo ao escore

global fornecido pelo questionério.

Tabela 10- Avaliacdo da qualidade do sono nos grupos caso e controle

acessada pela PSQI.

CASO (209) CONTROLE (213) P
Variaveis Médiaxdp/% (n) Média+dp/% (n)
PSQI-Total 10,44 .4 4,3+2,8 <0,01
<5 (boa) 18,7 (39) 79,3 (169) <0,01
> 5 (baixa) 81,3 (170) 20,7 (44)
Qualidade subjetiva do sono
0-1 (Boa) 17,2 (36) 33,8 (72) <0,01
2-3 (Ma) 82,8 (173) 66,2 (141)
Laténcia do sono
Normal 12 (25) 50,2 (107) <0,01
Alterada 88 (184) 49,8 (106)
Duracéo do sono
Normal 56,5 (118) 52,6 (112) <0,01
Alterada 43,5 (91) 47,4 (101)
Eficiéncia habitual do sono
Normal 42,1 (88) 79,3 (169) <0,01
Alterada 57,9 (115) 20,7 (44)
Distdrbios do sono
Ausente 12 (25) 17,4 (37) <0,01
Presente 88 (184) 82,6 (176)
Uso de medicac¢édo do sono
Ausente 17,7 (37) 100 (213) <0,01
Presente 82,3 (172) 0,0 (0)
Disfuncdo diurna
Ausente 16,7 (35) 45,5 (97) <0,01
Presente 83,3 (174) 54,5 (116)

6.2 Andalise multivariada utilizando-se a qualidade do sono como variavel

resposta

Com o objetivo de melhor entender a influéncia das variaveis clinicas e

sociodemograficas comuns aos grupos caso e controle em relagcéo a qualidade
do sono, criou-se um modelo multivariado utilizando-se a mesma como variavel
resposta. As Tabelas 11 e 12 mostram os modelos inicial e final do modelo de
regressao logistica realizado. O modelo final permaneceu apenas com a
variavel TAB, sendo constatada uma odds ratio de 16,4 para o grupo caso.

Assim, na populacéo deste estudo a condi¢cdo de portador de TAB aumenta o
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risco de apresentar uma baixa qualidade do sono em aproximadamente 16
vezes quando comparado ao grupo controle de maneira independente e

significativa.

Tabela 11- Modelo inicial de regresséo logistica das variaveis comuns aos
grupos caso e controle para a qualidade do sono.

Variaveis Odds P 95% (Intervaldo de Confianca)
explicativas Ratio

TAB 16,67 0,00 9,46 29,40
Idade 1,01 0,22 0,99 1,02
Sexo 1,19 0,53 0,68 2,08
Escolaridade 1,05 0,17 0,97 1,14
Estado Civil 0,86 0,28 0,66 1,12
Situagéo 1,15 0,15 0,94 1,40
empregaticia

Alcool atual 0,97 0,95 0,48 1,97
Uso de tabaco 1,26 0,44 0,69 2,31
Uso de café 0,90 0,74 0,48 1,68
Constante 0,05 0,00 0,00 0,39

Tabela 12- Modelo final de regressao logistica das variaveis comuns aos
grupos caso e controle para a qualidade do sono.

Variaveis Odds P 95% (Intervaldo de Confianca)
explicativas Ratio

TAB 16,4 0,00 9,4 28,6
Constante 0,04 0,00 0,01 0,28

ApoOs a realizacdo do modelo multivariado de regresséo logistica
abrangendo a populacéo caso e controle e a qualidade do sono como variavel
resposta, aprofundou-se a investigacdo da possivel influéncia das variaveis
clinicas relacionadas ao TAB na qualidade do sono. Para tal, um novo modelo
multivariado de regresséo logistica foi realizado somente no grupo TAB, que foi
subdividido de acordo com a qualidade do sono avaliada pela PSQI. Os
modelos inicial e final de regressédo logistica para o grupo de pacientes com
TAB estdo demonstrados nas Tabelas 13 e 14. Nenhuma variavel incluida no

modelo inicial permaneceu com significAncia estatistica no modelo final.
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Tabela 13- Modelo inicial de regressao logistica das variaveis clinicas
relacionadas ao TAB para a qualidade do sono.

Variaveis Odds P 95% (Intervaldo de Confianca)
explicativas Ratio

TAB tipo Il 1,52 0,35 0,62 3,70
Historico Familiar 1,18 0,66 0,54 2,54
Tentativas de 1,44 0,33 0,68 3,02
suicidio

Doencas clinicas 1,72 0,19 0,76 3,89
TAG 2,31 0,11 0,82 6,48
Panico 0,91 0,19 0,64 8,33
Litio 1,52 0,79 0,43 1,87
Medicacdo para 0 1,26 0,27 0,71 2,33
sono

Const 1,26 0,66 0,44 3,60

Tabela 14- Modelo final de regresséo logistica das variaveis clinicas
relacionadas ao TAB para a qualidade do sono.

Variaveis Odds P 95% (Intervaldo de Confianca)
explicativas Ratio

TAG 2,46 0,07 0,91 6,70
Const 3,64 0,00 2,49 5,32

6.3 Andlise da distribuicdo genotipica dos polimorfismos do gene Per3

entre 0s grupos caso e controle

ApoOs a realizacdo da comparacao entre as variaveis sociodemogréficas
e clinicas entre os dois grupos, passou-se a avaliacdo do padrdao de
distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos do gene Per3 entre os
grupos TAB e controle com o objetivo de investigar uma possivel associacdo
entre o TAB e gene Per3. Abaixo, na Tabela 15, estdo detalhados os
resultados com relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para os
polimorfismos avaliados. A frequéncia alélica dos polimorfismos rs228727,
rs228729 e rs707467 encontra-se dentro do esperado, ao passo que 0S
polimorfismos com valor de p < 0,05 (rs228697 e rs10462020) estdo fora de
equilibrio. Os valores da menor frequéncia alélica dos polimorfismos avaliados
na populacdo deste estudo e na populacdo caucasiana também estdo
discriminados na Tabela 15.
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Tabela 15- Equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNP’s do gene Per3.

SNP’s P MAF (%) MAF CEU (%)
15228697 0,008 0,07 0,06
15228727 0,935 0,42 0,45
15228729 0,702 0,33 0,28
rs707467 0,713 0,24 0,29
1510462020 0,009 0,29 0,11

A Tabela 16 apresenta os dados da distribuicéo alélica e genotipica dos
polimorfismos do gene Per3 entre 0s grupos caso e controle. N&o foi
encontrada diferenca significativa na frequéncia alélica entre os grupos para 0s
polimorfismos do gene Per3. Com relacao a distribuicdo genotipica, o valor p
para o polimorfismo rs707467 foi igual a 0,02, assumindo significancia
estatistica. Todavia, apds correcdo pelo teste das 1000 permutacBes para
excluir a possibilidade de um resultado falso positivo, a significancia estatistica
Nao se manteve para uma associacao entre 0s genotipos do rs707467 e o TAB
(valor p=0,24). O resultado do teste das 1000 permutacBes esta descrito em

negrito na Tabela 16 dentro do paréntese ao lado do valor p para o rs707467.

6.4 Andlise da distribuicdo genotipica dos polimorfismos do gene Per3 em
pacientes com TAB subdivididos entre aqueles com uma baixa qualidade

do sono e aqueles com uma boa qualidade do sono

Posteriormente a andlise de associacdo genética caso-controle, deu-se
seguimento a investigacao de uma possivel relacdo entre e o gene Per3 e 0
TAB através de uma avaliagdo caso-caso subdividindo-se novamente a
populacao de pacientes com TAB pelo resultado do escore global da PSQI, que
discrimina entre boa e baixa qualidade do sono (PSQI<5; PSQI>5) (Tabela 17).
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Tabela 16- Frequéncia de alelos e gend6tipos do gene Per3 (TAB/controle).

SNP Alelos TAB Controle X2 P OR(95%IC)
rs228697 G* 36(9,14) 25(6,04) 2,78 0,09 1.00 (ref)
C 358(90,86) 389(93,96) 1,08(0,63-2,77)
GG  4(2,03) 3(1,45) 2,77 0,25 1.00 (ref)
GC  28(14,21) 19(9,18) 1,10(0,22-5,50)
CC  165(83,76) 185(89,37) 0,66(0,14-3,03)
rs228727 A 157(41,98) 179(42,02) 0,00 0,99 1.00 (ref)
G* 217(58,02) 247(57,98) 1,00(0,75-1,32)
AA  35(18,72) 37(17,37) 0,31 0,85 1.00 (ref)
GA  87(46,52) 105(49,30) 0,87(0,50-1,50)
GG  65(34,76) 71(33,33) 0,96(0,54-1,71)
rs228729 A 140(35,35) 138(32,09) 0,98 0,32 1.00(ref)
G* 256(64,65) 292(67,91) 0,86(0,64-1,15)
AA  28(14,14) 21(9,76) 1,88 0,38 1.00(ref)
GA  84(42,42) 96(44,65) 0,65(0,34-1,24)
GG  86(43,43) 98(45,58) 0,66(0,35-1,24)
rs707467 T 99(24,75) 100(23,92) 0,07 0,78 1.00(ref)
G*  301(75,25) 318(76,08) 0,95(0,69-1,31)
GG  8(4,00) 18(8,61) 7,58 0,02(0,24)** 1.00(ref)
GT  83(41,50) 64(30,62) 2,91(1,19-713)
TT  109(54,50) 127(60,77) 1,93(0,80-4,61)
rs10462020 T 287(73,21) 286(67,14) 3,6 0,057 1.00(ref)
G* 105(26,79) 140(32,86) 0,74(0,55-1,01)
TT  111(56,63) 101(47,42) 3,53 0,17 1.00(ref)
GT  65(33,16) 84(39,44) 0,70(0,46-1,07)
GG  20(10,20) 28(13,15) 0,64(0,34-1,22)

*alelo polimdrfico; **Teste das 1000 permutagdes



Tabela 17- Frequéncia alélica e genotipica do gene Per3 no grupo de

pacientes com TAB subdivididos pelo escore global da PSQI.

SNP  Alelos MAa(>5) Boa(<5) X P OR(95%IC)

1s228697 C  301(90,66) 53(91,38) 0,03 0,86  1.00 (ref)
G* 31(9,33) 5(8,62) 1,09(0,40-2,93)

CC  139(83,73) 24(82,76) 1,47 047  1.00 (ref)
CG  23(13,86) 5(17,24) 0,79(0,27-2,29)

GG  4(2,41)  0(0) 1,09E+11
(6,62E+10-1,79E+11)**

1s228727 A 133(42,63) 23(39,66) 0,17 067  1.00 (ref)
G* 179(57,37) 35(60,34) 0,88(0,49-1,56)

AA  27(17,95) 7(2414) 339 0,18  1.00 (ref)
GA  77(46,36) 9(31,03) 21,3(0,72-6,28)
GG  51(32,69) 13(44,83) 0,98(0,35-2,74)

1s228729 A 119(3535) 18(32,09) 046 049  1.00(ref)
G* 215(64,65) 40(67,91) 0,81(0,44-1,48)

AA  24(1437) 3(10,34) 046 0,79  1.00(ref)
GA  T71(4251) 12(41,38) 0,73(0,19-2,84)
GG  72(43,11) 14(48,28) 0,64(0,17-2,43)

rs707467 T  247(7351) 50(83,33) 281 0,09  1.00(ref)
G* 89(26,49) 10(16,67) 0,55(0,26-1,14)

TT  87(51,79) 20(66,67) 4,27 011  1.00(ref)
GT  73(43,45) 10(33,33) 1,67(0,73-3,81)

GG  8(4,76)  0(0) 4,46E+10
(3,11E+10-6,41E+10)**

rs10462020 T  241(73,48) 42(70,00) 0,3 058  1.00(ref)
G* 87(26,52) 18(30,00) 0,84(0,46-1,54)

TT  93(56,71) 16(53,33) 0,34 084  1.00(ref)
GT  55(33,54) 10(33,33) 1,67(0,73-3,81)

GG  16(9,75)  4(13,33)

*alelo polimorfico; ** Intervalo de confianga

A Tabela 17 apresenta a frequéncia de alelos e gendtipos dos
polimorfismos do gene Per3 nos dois grupos de pacientes com TAB. Os
resultados revelam que néo houve diferenca significativa entre os dois grupos

para nenhum dos polimorfirmos avaliados no que se refere tanto a distribuigdo
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alélica quanto a distribuicdo genotipica quando subdividiu-se o grupo de
pacientes com TAB entre aqueles com boa e aqueles com baixa qualidade do

sono.
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7 DISCUSSAO

A finalidade do presente estudo foi comparar aspectos do sono de
pacientes portadores de TAB com um grupo controle e investigar possiveis
associacdes entre polimorfismos de gene Per3 e o TAB. Este estudo envolveu
422 individuos, incluindo 209 pacientes com TAB e 213 individuos controle. Do
grupo caso, 79,4% da amostra foi composta por pacientes que preenchiam

critérios para TAB tipo I, de acordo com os critérios do DSM-IV-TR.

7.1 Anadlise das caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos grupos

caso e controle

No que se referem as variaveis sociodemograficas, avaliadas nos grupos
caso e controle, os grupos nao variaram com relacao a idade, seja esta tratada
de forma categérica (p=0,29) ou continua (p=0,32), e ao género, sendo o sexo
feminino o género mais prevalente nos dois grupos. Essa semelhanca entre os
grupos é relevante uma vez que existem certas evidéncias que sugerem que
idade e género podem influenciar alguns aspectos relacionados ao sono
(KANEDA; FURUTA, 2009; ZHANG; WING, 2006). A escolaridade aferida em
namero de anos estudados apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p<0,01), embora a diferenca absoluta observada entre as
médias dos dois grupos seja pequena. Assim, observa-se que ambos 0S
grupos obtiveram valores médios superiores a 10 anos de escolaridade, o que
pode sugerir que a diferenca observada entre os grupos tenha tido pouca
influéncia nos valores da varidvel resposta, bem como pouca interferéncia na
realizacdo da entrevista e aplicacao dos instrumentos desta pesquisa.

Ainda com relacdo as variaveis sociodemograficas, os grupos também
apresentaram diferenca significativa para as variaveis estado civil (p<0,01) e
situacdo empregaticia (p<0,01). Observa-se maior numero de solteiros (45%) e
desempregados (33%) no grupo de pacientes com TAB, corroborando dados
da literatura que demonstram taxas elevadas de desemprego e absenteismo
no TAB, bem como maior propor¢éao de divorciados e solteiros se comparado a
populacao geral (BOWDEN, 2005; DEAN et al., 2004; GOLDBERG; HARROW;
GROSSMAN, 1995; HIRSCHFELD et al.,, 2003; SADOCK; SADOCK, 2007;
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SCHOEYEN et al., 2011). Uma recente revisdo apontou uma menor
escolaridade como preditor de pior desempenho laboral no TAB. (GILBERT;
MARWAHA, 2013).

Algumas variaveis clinicas foram coletadas nos dois grupos com a
finalidade de melhor caracteriza-los. Os grupos nédo divergiram com relacao ao
namero de doencas clinicas (p=0,65) e ao uso de medicagBes clinicas
(p=0,35). A comparabilidade dos grupos para essas variaveis é relevante uma
vez que a literatura demonstra que a presenca de doencas clinicas crbnicas se
associa com maiores taxas de alteracfes e pior qualidade do sono (OHAYON,
2005; TAYLOR et al., 2007). Assim, procurou-se buscar certa semelhanca
entre os grupos para a variavel nimero de doencas clinicas, jA que uma maior
taxa de comorbidades clinicas no grupo TAB poderia representar um fator de
confusdo para a comparacdo dos dados relativos a qualidade do sono entre os
dois grupos. Uma andlise futura possivel, para compreender melhor a
influéncia das comorbidades clinicas na qualidade do sono em pacientes com
TAB, seria formar um grupo de pacientes com TAB sem comorbidades clinicas,
para verificar se tal modificacdo resultaria em algum impacto na comparacao
da qualidade do sono com o grupo controle ou mesmo com um grupo de
pacientes com TAB com comorbidades clinicas. Ainda com relacdo as
comorbidades clinicas, a Tabela 8 descreve aquelas que foram mais
prevalentes na amostra de pacientes com TAB deste estudo. Os resultados
encontrados estdo em acordo com a literatura médica que identifica a
Hipertenséo Arterial, o Diabetes e o Hipotireoidismo entre as comorbidades
clinicas mais comuns em pacientes com TAB (KRISHNAN, 2005;
NEWCOMER, 2006).

Os grupos divergiram de forma significativa com relacdo as variaveis uso
de alcool atual (p<0,01) e padréo de uso do alcool (p<0,01). No grupo controle
cerca de 50% dos individuos faziam uso de alcool (padrdao de uso social), sem,
todavia, preencher os critérios do DSM-IV para Transtornos mentais e
comportamentais relacionados ao uso de alcool (dependéncia quimica/uso
abusivo). Por sua vez, no grupo TAB, entre aqueles que faziam consumo de
alcool, 32,6% o faziam de forma abusiva, segundo os critérios do DSM-IV. O
resultado de maior prevaléncia de uso abusivo de &lcool encontrado na

amostra de pacientes com TAB ratifica dados pregressos que evidenciam taxas
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elevadas de uso abusivo de alcool em pacientes com TAB (APA, 2000;
FARREN; MURPHY; MCELROY, 2014; KRISHNAN, 2005; SIMON et al.,
2004).

No grupo de pacientes com TAB a frequéncia do uso de tabaco foi de
43%, divergindo de forma significativa do grupo controle (p<0,01), taxa
comparavel a frequéncia encontrada em outros estudos envolvendo uma
amostra de pacientes com TAB (DIAZ et al., 2009; DICKERSON et al., 2013).
Assim como o uso de alcool, o uso de tabaco e café pode interferir
negativamente em parametros relacionados ao sono (BIXLER, 2009;
SABANAYAGAM; SHANKAR, 2011; SIN; HO; CHUNG, 2009). Ainda que
certamente as variaveis relacionadas ao consumo de alcool ou tabaco possam
configurar fatores de confusdo para a comparacdo da qualidade do sono entre
0S grupos, uma amostra de pacientes com TAB selecionada sem comorbidade
com Transtornos relacionados ao uso de &lcool ou tabaco seria pouco
representativa e tornaria mais dificil a extens@o das conclusées deste estudo
para as amostras clinicas habituais de pacientes com TAB.

Algumas variaveis clinicas relacionadas a caracterizacdo e evolucéo
longitudinal do TAB foram coletadas no grupo caso, para melhor delinear a
amostra em estudo e propiciar investigacfes de sua possivel influéncia na
qualidade do sono (Tabela 6). Ainda que a heterogeneidade seja uma
caracteristica fenotipica comum no TAB, para este estudo, buscou-se formar
uma amostra composta predominantemente por pacientes com TAB tipo |
(79,4%), priorizando neste aspecto a homogeneidade da amostra, uma vez que
a selecao dos individuos € considerada um dos aspectos mais importantes
para a realizacdo de estudos de associacdo de genética molecular
(CRADDOCK; SKLAR, 2013; HATTERSLEY; MCCART, 2005).

Cerca de 50% da amostra apresentou historico familiar positivo, acima
das taxas descritas por alguns estudos pregressos (APA, 2000; MANTERE et
al., 2004; ROSA et al., 2008). Nesse item a influéncia de um possivel viés de
memo©éria pode ter contribuido para a diferenca encontrada. Esse elevado indice
de histdrico familiar positivo para o TAB € ainda relevante porque um recente
estudo encontrou associacéo entre historico familiar para transtornos do humor
e pior evolucdo longitudinal no TAB (ANTYPA; SERRETTI, 2013). A variavel

namero de episodios maiores de humor oferece uma estimativa de evolucdo
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longitudinal do transtorno (14,8+11,8), revelando a recorréncia das crises
apresentadas por estes pacientes. A presenca de sintomas psicéticos ao longo
da vida foi comparavel aos dados existentes na literatura (SUOMINEN et al.,
2007). Quase 20% dos pacientes apresentaram a manifestacdo de ciclagem
rapida, valor semelhante as taxas descritas pela literatura (APA, 2000;
COYRELL; KELLER, 1992).

Cerca de 46% dos pacientes com TAB da amostra em estudo
apresentaram passado de pelo menos uma tentativa de auto-exterminio, valor
comparavel as taxas descritas na literatura (APA, 2000; DE ABREU et al.,
2009; VALTONEN et al, 2005). Destes, 34% o fizeram por métodos
considerados violentos ao menos em uma vez. Com referéncia as
comorbidades psiquiatricas acessadas pelo MINI-PLUS, observa-se que os
Transtornos de Ansiedade foram os mais prevalentes. As frequéncias de
comorbidades psiquiatricas relatadas na amostra deste estudo sé&o
comparaveis as descritas em estudos pregressos sobre o tema (KRISHNAN,
2005; MANTERE et al., 2006). A caracterizacdo do comportamento suicida e
das taxas de comorbidades psiquiatricas € relevante porque tais parametros
clinicos se associam com pior funcionamento global e evolucdo longitudinal no
TAB (AZORIN et al., 2009; HAJEK et al., 2005; MCINTYRE et al., 2012).

As informacbes relativas aos psicofarmacos utilizados evidenciaram
dados significativos (Tabela 9). Assim, na amostra de pacientes com TAB
avaliada, uma quantidade significativa fazia uso de medica¢cbes para dormir,
sendo que uma consideravel parcela destes pacientes fazia uso de mais de um
psicofarmaco para insbnia. Esse dado, isoladamente, poderia ser considerado
uma estimativa indireta da alta frequéncia de alteracbes do sono vivenciadas
por estes pacientes, como sera descrito posteriormente. Ao avaliar a relevancia
destes dados, € preciso ainda considerar que 0s pacientes estavam em uso
corrente das medicacdes estabilizadoras do humor, que frequentemente sao
utilizadas a noite e apresentam propriedades sedativas como efeito adverso.
No momento da avaliagao, por exemplo, 66% dos pacientes tinham prescricéo
de um anticonvulsivante e 33,9% de um antipsicotico atipico como estabilizador
do humor.

Apesar de muitos psiquiatras utilizarem medica¢fes indutoras do sono

durante o tratamento de pacientes com TAB, poucos estudos avaliaram o uso e



84

a seguranca destes medicamentos nesta populacdo (PLANTE; WINKELMAN,
2008). Como medida de comparacao, um estudo que avaliou a seguranca e 0
uso de hipnéticos ndo benzodiazepinicos no TAB encontrou prevaléncia de uso
destes medicamentos em 24% dos pacientes da amostra (SCHAFFER et al.,
2011). Os dados referentes a frequéncia de uso de outras medicacdes
indutoras do sono néo foram descritas nesse estudo (SCHAFFER et al., 2011).
Ainda como comparacao, outros estudos que avaliaram o sono de pacientes
com TAB em remissdo reportaram taxas de 40-77% de prescricdo de
medicacfes para inducdo do sono nas amostras de pacientes avaliadas
(BAUER et al., 2009; SALVATORE et al., 2008).

Um dos resultados mais proeminentes deste estudo derivou da
comparacao dos dados da qualidade do sono aferida pela PSQI entre os
grupos caso e controle. Os grupos divergiram de maneira estatisticamente
significativa para a qualidade do sono acessada pelo escore global da PSQI,
utilizado tanto como variavel categdrica quanto como variavel continua. Ainda
assim, os grupos também foram diferentes para todos os sete subcomponentes
do questionario que representam dimensdes relevantes da qualidade do sono
(BUYSSE et al.,, 1989). Esses dados sdo ainda mais expressivos ao se
considerar que 0s pacientes com TAB preencheram os critérios de eutimia ou
remissao, estipulados para inclusdo no grupo caso.

Dessa maneira, a parcela de 81,3% dos pacientes com TAB que
apresentava baixa qualidade do sono (PSQI >5) contrasta com os 20,44%
encontrados na populacdo controle. Dados ainda representativos da enorme
presenca destes distirbios sdo as elevadas taxas de alteracdes da laténcia do
sono (88,0%) e disfuncdo diurna (83,3%), apresentadas pelos pacientes com
TAB. Essas alteracdes ja haviam sido descritas em estudos pregressos que
avaliaram pacientes com TAB em remissao (GIGLIO, 2010b; HARVEY et al.,
2005; MILLAR; ESPIE; SCOTT, 2004; RITTER et al., 2012).

Ainda com relacdo aos dados da PSQI, os pacientes com TAB
apresentaram maior duracdo do sono, se comparados ao grupo controle,
embora a frequéncia de alteragbes da eficiéncia do sono tenha sido bastante
superior no grupo TAB (57,90%). Uma menor eficiéncia do sono ja foi descrita
em pacientes com TAB (HARVEY et al., 2005). O resultado de maior duracdo

do sono também ja foi encontrado em diversos estudos pregressos de
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amostras de pacientes com TAB em remissao, associado ou ndo com o achado
de pior eficiéncia do sono (BAUER et al., 2009; GRUBER et al., 2009; HARVEY
et al., 2005; MILLAR; ESPIE; SCOTT, 2004; RITTER et al., 2012; SALVATORE
et al., 2008). A relevancia desse achado € que alteracdes da duracdo do sono
em pacientes com TAB associam-se a maior taxa de recaida, pior qualidade de
vida e pior funcionamento global (GRUBER et al., 2009; GRUBER et al., 2011).
Uma interpretacdo aventada para o achado de maior duragdo do sono,
associado ao de baixa eficiéncia do sono € que os pacientes com TAB
permaneceriam mais tempo no leito, desde o momento que deitam para dormir
até o momento que finalmente levantam para iniciar as atividades diarias. Este
fendbmeno poderia ainda ser influenciado pelo fato de pacientes com TAB, por
apresentarem maiores taxas de afastamento e desemprego, ndo precisarem
cumprir esquemas rigidos de horéarios de despertar para o cumprimento das
atividades profissionais. Essa hipOtese poderia ser testada criando-se um
grupo de pacientes com TAB composto somente com individuos que estdo
trabalhando regularmente. Entretanto, a criacdo de um grupo de pacientes
escolhido dessa maneira, poderia gerar um viés de selecdo ao indiretamente
triar casos mais leves.

Um dltimo dado interessante é observar que o niumero de pacientes que
registrou fazer uso de medicacdo para dormir no questionario PSQI, que é de
autopreenchimento, foi diferente e superior aos dados que foram extraidos
sobre uso de psicofarmacos na entrevista clinica. Essa diferenca pode ser
atribuida a fatores como o uso de medicag¢fes para insénia ndo prescritas pelo
meédico assistente, o uso eventual ndo diario e a atribuicdo, por parte dos
pacientes, de efeitos sedativos as medicacdes que faziam parte do esquema
terapéutico, mas nao haviam sido prescritas primordialmente com a funcéo de
inducéo do sono. Por fim, diversos estudos ja descreveram alta prevaléncia de
baixa qualidade do sono em pacientes com TAB em remissdao, com taxas que
oscilam de 25-83% (BRILL, 2011 et al.; HARVEY et al., 2005; MAYTAL et al.,
2007; ROCHA; NEVES; CORREA, 2013). Assim, tomados em conjunto, 0s
resultados advindos da aplicacdo da PSQI demonstram a intensidade e
magnitude de alteracdes relacionadas ao sono, vivenciadas pelos pacientes
com TAB, mesmo durante o periodo de remissdo dos sintomas maiores de

humor.
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7.2 Analise univariada e multivariada dos pacientes com TAB utilizando-

se a qualidade do sono como variavel resposta

A complementacdo da andlise inicial com a posterior realizacdo de
analise multivariada, na qual a qualidade do sono foi selecionada como variavel
resposta foi importante porque permitiu reunir evidéncias para sugerir a
provavel pouca influéncia de diversas varidveis independentes que podem
interferir em parametros relacionados ao sono. Assim, no primeiro modelo
realizado, que incluiu toda a populacdo do estudo (grupos caso e controle),
inmeras variaveis que poderiam configurar um fator de confusdo para a
andlise da relacdo entre o TAB e a qualidade do sono foram, passo a passo,
sendo excluidas do modelo de regressao logistica por ndo terem atingido o
valor de significancia estatistica (Tabelas 11 e 12). Essa etapa foi, portanto,
importante porque possibilitou verificar que variaveis como idade, género, uso
de alcool, uso de tabaco, dentre outras, ndo atingiram o limiar da significancia
estatistica tendo o0 sono como variavel resposta. A variavel escolaridade, que
divergiu de forma significativa na comparacdo entre os grupos, também néo
permaneceu significativa no modelo de regresséo logistica.

O modelo final relativo aos grupos caso e controle demonstrou ainda que
a condicao de doenca, ou seja, ser portador do Transtorno Bipolar aumentou
em aproximadamente 16 vezes a chance de apresentar uma baixa qualidade
do sono, aferida pelo questionario PSQI (p<0,01; Odds Ratio 16,4). Esse dado
confirma os achados que demonstram as vastas alteracdes nas diversas
dimensdes da qualidade do sono, evidenciadas pelo presente estudo e por
evidéncias pregressas. Ndo obstante, sugere ainda que, para a populacéo
deste estudo, a qualidade do sono de pacientes com TAB foi pior que a
observada no grupo controle de maneira independente dos diversos fatores
clinicos e sociodemograficos que poderiam interferir na qualidade do sono.
Assim, esse resultado pode sugerir a possibilidade de fatores fisiopatol6gicos
inerentes ao TAB desempenharem um papel de relevancia na determinacdo de
aspectos relacionados ao sono destes pacientes.

Um segundo modelo de regresséo logistica, tendo a qualidade do sono
como variavel resposta, foi realizado somente no grupo de pacientes com TAB

gue foi dividido em dois grupos, empregando-se o resultado do escore global
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do questionario PSQI (Tabelas 13 e 14). No modelo final restou a variavel
Transtorno de Ansiedade Generalizada, que nédo atingiu o valor da significancia
estatistica (p=0,07). Assim também ocorreu para todas as outras variaveis
clinicas coletadas no grupo caso e incluidas no modelo. Em conjunto com os
resultados do primeiro modelo de regressao logistica, realizado para toda a
populacdo do estudo (caso/controle), esses resultados podem reforcar a
hipotese de que fatores fisiopatolégicos subjacentes ao TAB possuam papel
relevante na determinacdo final de algumas caracteristicas do sono destes

pacientes.

7.3 Analise da distribuicdo genotipica dos polimorfismos do gene Per3

entre 0s grupos caso e controle

ApGs a investigacdo das relagbes entre as diversas variaveis clinicas e
sociodemogréficas e a qualidade do sono, passou-se para a avaliacdo de
possiveis associacdes entre polimorfismos de gene Per3 e o TAB. Dos cinco
polimorfismos avaliados neste estudo, os SNP’s rs228697 (p=0,008) e
rs10462020 (p=0,009) apresentaram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
ao nivel de significancia de 5% (Tabela 15). Diversas hipéteses podem ser
lancadas para tentar compreender os desvios do EHW encontrados em
estudos de associacdo genética. Uma das possibilidades mais provaveis
refere-se a caracteristicas relacionadas a estratificacéo e selecdo das amostras
(ZINTZARAS, 2010). A estratificacdo populacional decorre de diferencas entre
grupos de distintas origens étnicas (WITTKE-THOMPSON; PLUZHNIKOV;
COX, 2005). Pelo menos para o rs10462020, a diferenca observada entre a
menor frequéncia alélica (MAF) da amostra deste estudo e a MAF observada
na populagdo caucasiana (Tabela 15), segundo dados do projeto Hapmap,
poderia reforcar a hipétese de estratificagdo da amostra. Além disso, a
populacdo brasileira apresenta consideravel grau de miscigenacdo (FAUSTO,
1999), o que poderia contribuir decisivamente para os desvios de EHW
encontrados. Nesse sentido, seria interessante comparar, por exemplo, as MAF
dos polimorfismos do gene Per3 de populacbes de pacientes com TAB de
diversas regides do pais para investigar se ocorreriam diferengas significativas

nas MAF’s em distintas populacdes de casos.
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Outras hipoteses também foram lancadas para tentar explicar os EHW
eventualmente encontrados nos estudos genéticos. Alguns autores sugerem
que o desvio do EHW possa ser exatamente a evidéncia de uma associacao
genética, ou seja, o desvio poderia representar exatamente um possivel papel
dos genes na predisposicdo a doenca (BALDING, 2006; HOLLENBACH et al.,
2009; NIELSEN; EHM; WEIR, 1998; WITTKE-THOMPSON; PLUZHNIKOV;
COX, 2005). Outra proposta sugerida por um estudo pregresso seria utilizar
valores menos rigidos para descartar desvios somente ao nivel de significancia
de 0,001 ou 0,0001 (Balding, 2006). Um estudo recente demonstrou a
existéncia de regides do genoma humano que apresentam desvios do EHW, o
que poderia também ser uma razdo para os desvios encontrados na amostra
do estudo (VINE; CURTIS, 2009).

A andlise da distribuicao alélica e genotipica dos cinco polimorfismos do
gene Per3 avaliados neste estudo ndo demonstrou evidéncia de associacao
genética com o TAB (Tabela 16). Os grupos caso e controle ndo divergiram na
frequéncia alélica para nenhum dos SNP’s do gene Per3. Na andlise da
distribuicdo genotipica o rs707467 apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p=0,02). Entretanto, apds correcado por multiplos
testes para exclusdo de um resultado falso-positivo a associacdo perdeu

significancia estatistica (p=0,24).

7.4 Andlise da distribuicdo genotipica dos polimorfismos do gene Per3 em
pacientes com TAB subdivididos entre aqueles com uma baixa qualidade

do sono e aqueles com uma boa qualidade do sono

Apés a realizacdo do estudo caso-controle de associacdo genética,
partiu-se para a avaliagcdo de uma possivel associacao entre os polimorfismos
do gene Per3 e uma baixa qualidade do sono em pacientes com TAB. Nesta
analise o grupo caso foi novamente dividido entre aqueles com boa e baixa
qualidade de sono a partir do escore global do questionario PSQI (Tabela 17).
O objetivo era ampliar a anéalise genética caso-caso utilizando subfenétipos em
alternativa ao tradicional delineamento caso-controle para melhorar o poder de
forca estatistica, como sugerem alguns autores (MCCARTHY et al., 2012b;

NURNBERGER, 2012). Novamente nao houve diferenca estatisticamente
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significativa, tanto para as frequéncias alélicas quanto para as frequéncias

genotipicas entre os grupos de boa e baixa qualidade do sono.

7.5 Considerac0es finais

Algumas apreciagfes finais ainda sdo necessarias acerca do presente
estudo. Os resultados de alta prevaléncia de baixa qualidade do sono em
pacientes com TAB encontrados neste estudo, associados as evidéncias
pregressas que vém se acumulando nesse mesmo sentido, bem como as
evidencias de diversas outras alteracdes e sintomas residuais durante a fase
de remissdo do TAB, parecem ir estabelecendo um consenso acerca da
necessidade de monitorar e investigar essas alteracdes durante o seguimento
clinico dos pacientes no periodo interepisédico. Mais ainda, as evidéncias de
que os diversos sintomas residuais ou subsindrOmicos associam-se com pior
funcionamento global e aumento de recaidas reforcam essa necessidade.
Todavia, as principais classificagcbes diagnosticas psiquiatricas nao
contemplam em seu texto, com a devida complexidade, as caracteristicas
clinicas do referido periodo de eutimia, remissédo de sintomas ou interepisédico
do TAB (APA, 2000). Dessa forma, a mais recente revisdo do DSM, na sua
quinta edicdo, ndo trouxe avancos nesse aspecto, pois assim como o DSM-IV-
TR, faz apenas breve mencéo ao periodo de eutimia (ANGST, 2013). Assim,
uma vez que ao longo da ultima década os achados da enorme frequéncia de
diversos sintomas residuais durante a fase de eutimia e das importantes
consequéncias progndésticas dos mesmos acumularam-se, (OLLEY et al., 2005;
SACHS, 2003), a dultima revisdo do DSM poderia ter sido uma boa
oportunidade para incorporar esses conhecimentos ja consolidados ao texto
referente ao TAB de maneira mais abrangente, como alguns protocolos clinicos
ja o fazem (MCINTYRE et al., 2012).

Com relacdo as questbes terapéuticas, embora este estudo e as
evidéncias pregressas demonstrem que uma parcela significativa de pacientes
com TAB em remissdo faca uso continuo de medicagcbes para inducdo do
sono, de forma associada aos medicamentos estabilizadores do humor, existe

uma grande escassez de estudos que guiem a conduta dos psiquiatras com
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relacdo a forma e efetividade do uso desses medicamentos (PLANTE;
WINKELMAN, 2008).

Diversos pesquisadores postulam que a vulnerabilidade ao TAB seria de
natureza poligénica complexa e que os mudltiplos alelos de susceptibilidade
apresentariam efeitos relativos pequenos (CRADDOCK; SKLAR, 2013).
Entretanto, além das variagfes individuais de sequéncia de bases de
nucleotideos de DNA, vérios outros aspectos podem conferir aumento do risco
para o TAB, incluindo variagcbes genémicas estruturais (CNV’s), variagdes de
DNA mitocondrial e interacBes génicas e epigenéticas (CRADDOCK; SKLAR,
2013). Assim, a falha em replicar resultados positivos de pesquisas anteriores
em relacdo ao gene Per3 pode estar relacionada com a composicdo da
populacdo de cada estudo e coincide com as evidéncias pregressas que
sugerem que o efeito individual de cada gene na determinacdo da
vulnerabilidade ao TAB seja pequeno e acabe, portanto, ndo atingindo o nivel
de significAncia estatistica (CRADDOCK; SKLAR, 2013).

Outro aspecto relevante refere-se as recentes evidéncias de que a
regulacdo do sistema circadiano seria bem mais complexa do que inicialmente
aventada (UEDA et al., 2005; ZHANG et al., 2009). Além dos genes envolvidos
diretamente na regulacédo central do sistema circadiano (Clock, Artnll, Cryl,
Cry2, Perl, Per2, Per3), descrita anteriormente, novas evidéncias sugerem que
centenas de genes desempenham funcgdes relevantes para o funcionamento
intrincado do sistema de regulacdo circadiano (MCCARTHY et al., 2012b).
Deste modo, € possivel que alteragbes acumuladas em um conjunto
numericamente maior de genes denominados circadianos e que funcionam de
maneira integrada configurem um fator de vulnerabilidade ao TAB (KRIPKE et
al., 2009; SORIA et al., 2010).

A utilizacdo de técnicas capazes de incorporar em uma mesma analise
alguns dos fatores genéticos relacionados a vulnerabilidade ao TAB citados
anteriormente podera trazer avangos na compreensao do risco de desenvolver
o transtorno (NURNBERGER, 2012). Estudos de genbmica funcional
convergente e analise de pathway tentam transpor essa dificuldade ao integrar
achados biolégicos de diversas fontes aos resultados genéticos advindos dos
estudos GWAS (MCCARTHY et al., 2012; PATEL et al., 2010). Assim, ao invés

de analisar a associacao de um gene individualmente, que poderia ndo atingir o
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limiar de significancia, estes estudos avaliam conjuntos de genes implicados
em uma mesma via fisiolégica funcionalmente relacionada a doenca estudada.
Recentemente alguns estudos deste tipo que avaliaram em conjunto Varios
genes envolvidos na regulacdo do sistema circadiano encontraram resultados
positivos de associacdo com o TAB (LE-NICULESCU et al., 2009b;
MCCARTHY et al., 2012b; PATEL et al., 2010). Dessa maneira, é possivel que
essas novas metodologias consigam melhor traduzir a natureza poligénica de
vulnerabilidade ao TAB.

Além das limitagcbes relacionadas a capacidade dos estudos de
associacdo caso-controle envolvendo um Unico gene candidato para a
investigacdo da vulnerabilidade as doencas de heranca genética complexa,
comentadas no ultimo paragrafo, diversas outras limitacbes devem ser
consideradas ao avaliar os resultados deste estudo. A PSQI avalia a qualidade
do sono e sua utilizacdo € ampla tanto no contexto clinico quanto na pesquisa
cientifica (Bertolazi et al., 2011). Entretanto, uma das principais limitac6es
deste estudo envolve a baixa capacidade da PSQI em captar, na sua
complexidade, os diversos aspectos relacionados ao fendmeno denominado de
sono ou ciclo sono-vigilia. Isso decorre, entre outras razfes, do fato da PSQI
ser considerada um parametro subjetivo de avaliacdo do sono. Além disso, por
avaliar o sono no periodo referente aos ultimos 30 dias, ndo é possivel excluir a
interferéncia de um viés de memoéria. Adicionalmente, ao captar um
comportamento meédio, o instrumento ndo reune informagbes sobre a
variabilidade das caracteristicas do sono dia apés dia, que poderia ser melhor
captado por um diario do sono. Entretanto, apesar dos questionarios serem
considerados parametros subjetivos do sono, algumas evidéncias
demonstraram relativa correlacdo destes com parametros objetivos aferidos
pela actigrafia e polissonografia em amostras de pacientes com TAB (KAPLAN
et al., 2012).

Ainda quanto ao estudo das caracteristicas do sono, neste trabalho
buscou-se controlar por variaveis que poderiam configurar possiveis fatores de
confusdo para a avaliacdo do sono. O sono € considerado uma variavel
complexa e multifatorial de dificil mensuracdo uma vez que diversos fatores de
risco para alteragbes do sono podem influenciar sua analise (BUYSSE et al.,

1989). Os resultados advindos do modelo de regressao logistica demonstraram
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que, para a populacdo deste estudo, diversos possiveis fatores de confusdo
para a avaliagdo do sono foram excluidos do modelo por ndo terem atingido o
limiar de significancia.

Outro aspecto relevante no controle dos possiveis fatores de confusao
foi a investigacdo do numero de doencas clinicas. A metodologia utilizada
neste estudo mostrou-se adequada uma vez que 0S grupos nao divergiram
com relagdo a essa variavel. Todavia, algumas condigdes clinicas que afetam
negativamente o sono ndo foram acessadas neste estudo. Uma delas foi a
Sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS), pois seria necessaria a
realizacdo de avaliacdo polissonografica em todos os participantes do estudo,
para confirmagéo do diagndstico. Uma possibilidade futura para tentar reduzir o
impacto dessa limitacdo seria utilizar um questionario de triagem para a SAOS
como medida indireta do risco para a mesma.

N&o é possivel excluir, dos resultados da qualidade do sono encontrados
no grupo caso, os efeitos dos diversos psicofarmacos utilizados pelos
pacientes no momento da avaliacdo. Entretanto, construir um grupo de
pacientes com TAB livre de medicacdo seria antiético e tornaria dificil a
extensdo dos resultados encontrados neste grupo artificial para as populagdes
clinicas de pacientes com TAB, que se encontram em tratamento
medicamentoso convencional. Por fim, ndo é possivel excluir totalmente a
influéncia de possiveis desestabilizacées do humor subsindrémicas ou iniciais
na qualidade do sono dos pacientes com TAB, ainda que se tenha buscado
uma caracterizagdo da eutimia ou remisséo de sintomas, por meio de critérios
descritos em outros estudos (EIDELMAN, 2010b). Uma revisdo recente
menciona a auséncia de consenso entre 0s pesquisadores com relacdo aos
critérios para caracterizacao da eutimia, que podem variar substancialmente de
um estudo para outro (ROBILLARD, NAISMITH, HICKIE, 2013).

Possiveis contribuicbes futuras para o seguimento desta pesquisa
incluem o continuo aumento da amostra de casos e andlise de mais genes
relacionados a regulacdo da via fisioldégica do sistema circadiano, assim como
a interagdo génica entre eles. Além disso, € possivel ainda aprofundar a
analise genética caso-caso atraves da investigacédo da possivel associacdo de
polimorfismos do gene Per3 com subdimensdes da qualidade do sono e

também com variaveis clinicas relacionadas ao TAB.
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AvaliacOes clinicas interessantes também podem ser realizadas, como a
comparacao do sono entre pacientes com TAB tipo | e tipo I, para verificar se
esses grupos possuem caracteristicas diferentes com relacdo a qualidade do
sono. Os resultados advindos dessa comparacdo seriam particularmente
interessantes uma vez que a maior parte dos estudos atuais sobre aspectos do
sono no TAB tem amostras compostas simultaneamente por pacientes dos dois
subtipos. Outra possibilidade seria realizar estudos com um menor numero de
individuos sendo possivel, assim, melhorar o pareamento para diversos fatores
de confusdo e investigar mais profundamente as variaveis relacionadas ao
sono através da actigrafia, da pesquisa de cronotipos, dos ritmos sociais e dos
ritmos circadianos. O seguimento destes pacientes com avaliacdes seriadas
possibilitaria ainda inferéncias temporais, uma vez que forneceria dados
prospectivos que ndo estao disponiveis em estudos transversais como este.

Alternativamente, os dados relativos a qualidade do sono poderiam
também ser correlacionados com dados relativos a aspectos neuropsicologicos
que foram coletados em uma parcela da amostra, uma vez que estudos
recentes passaram a sugerir que as alteracdes do sono possam contribuir, em
parte, para as disfun¢des cognitivas apresentadas pelos pacientes com TAB,
mesmo no periodo interepisodico do transtorno (BOLAND; ALLOY, 2013).
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8 CONCLUSAO

Este trabalho tratou da caracterizacdo da qualidade do sono de uma
amostra de pacientes com TAB e de estudo genético de associacdo do tipo
caso-controle envolvendo o gene Per3. Este estudo confirmou parcialmente a
proposta delineada no objetivo principal ao ficar demonstrada uma alta
prevaléncia de baixa qualidade do sono em pacientes com TAB em eutimia, se
comparados ao grupo controle. Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias
de associacdo genética entre os polimorfismos do gene Per3 e o TAB, como
também entre os polimorfismos do referido gene e uma baixa qualidade do
sono. Na comparacgéo dos grupos caso e controle com relagédo a qualidade de
sono demonstrou-se que os pacientes com TAB apresentam alteracdes em
diversas dimensfes da qualidade do sono e que a condicdo de portador do
transtorno aumenta em até 16 vezes a chance de apresentar uma baixa
qualidade do sono, se comparado ao grupo controle. Esses dados confirmam
resultados pregressos que demonstram que diversas alteracdes do sono estao
presentes mesmo durante o periodo interepisédico do TAB.

Apesar das diversas limitacbes do estudo, 0s resultados parecem
demonstrar a enorme frequéncia de alteragbes do sono no TAB e revelam a
importancia de monitorar e abordar esses sintomas no seguimento clinico
desses pacientes mesmo durante o periodo interepisddico. A auséncia de
associacao entre os polimorfismos do gene Per3 e o TAB na populacao deste
estudo, ao lado dos dados pregressos que reportam resultados positivos e
negativos para essa associacdo, pode suscitar questionamentos acerca do
possivel envolvimento do gene Per3 na neurobiologia do transtorno. S&o
necessarios mais estudos envolvendo um numero amplo de pacientes que
avaliem, de forma integrada, dados de expressao génica, de interacdes gene-
gene e epigenéticas, para acessar o possivel envolvimento da via fisiol6gica do
sistema circadiano na vulnerabilidade ao TAB. Assim, a continuidade da
pesquisa, agregando dados clinicos e genéticos, pode contribuir para a
elucidacdo de mecanismos fisiopatologicos subjacentes que possibilitem
avancos para uma melhor compreensao do TAB, na busca de solucdes que
amenizem as limitagcbes, o sofrimento e o custo social impostos pelo transtorno

psiquiatrico em questao.
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ANEXO A - Parecer CEP-UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0064.0.203.000-09

Interessado(a): Prof. Fernando Silva Neves
Departamento de Satide Mental
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 10 de janeiro de 2012, a solicitagdo de extensdo do projeto de
pesquisa intitulado "Avaliagcao dos polimorfismo do VAT2, BMAL-1,
Per3 CRHR1, SLC6A4, TPH2, DRD4, SLC6A3, DAOA, DTNBP1,
NRG1, DISC1, CLOCK e BDNF em pacientes com diagndstico de
transtorno bipolar e familiares de primeiro grau”.

A aprovacgéo é valida por um ano (de 29 de margo de 2012 a 30 de
margo de 2013).

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apoés o inicio do projeto.

Profa:Maria Teresa Marques Amara
Coordenadora do COEP-UFMG

\

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufing.br
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ANEXO B — Parecer CEP- Prefeitura Belo Horizonte

Secretaria Mti’njcipal de Satide de Belo Horizonte

Comi_té de ‘;E_tica_.r em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Parecer: 0037.0.410.203-10A

>P&quisadqrés rosponsévéis:' Paulo Marques Brasil Rocha . A

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Safide de Belo Horizonte —
" CEP/SMSA/BH aprovou em 21 de dezembro de 2010, o projeto de pesquisa intitulado
“ESTUDO DO SONO E A ANALISE DA FREQUENCIA DE. POLIMORFISMOS QUE REGULAM O
RITMO CIRCADIANO NUMA POPULACAO DE PACIENTES PORTADORES DE TRANSTORNO

" AFETIVO BIPOLAR E EM UM GRUPO CONTROLE”, bem como seu Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao CEP um ano apés inicio do
projeto ou ao final deste, se em prazo inferior a um ano.

~

e

N AR

Rosiene Maria de Freitas
Coordenadora do CEP/ SMSA/BH

nvolvends Seres Humanos
de Sudide de B
CEP-SMEABH

Comie de £t

Avenida Afonso Pena, 2336, 9° andar. Funcionarios - Belo Horizonte. 30.130-007 -

MG.
- TEL.: (31) 3277-5309 FAX: (31) 3277-7768
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ANEXO C - Parecer CEP-FHEMIG

G | ' B

rUNDA(,AO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

FUNDAGCAO HOSPITALAR DO ESTADO DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

e Extensdo

O CEP-FHEMIG recebeu, em 25 de Junho de 2010, solicitagdo de EXTENSAO ao
Projeto: “Estudo do sono em pacientes portadores de transtorno afetivo bipolar e
em um grupo controle e analise da fregiiéncia de polimorfismos que regulam o,

ritmo circadiano”, enviados pelo Pesquisador Paulo Marcos Brasil Rocha.

EXTENSAO SOLICITADA:
- Prorrogagao do prazo de coleta de dados, para a conclusdo do nimero necessario de

pacientes da amostra.

CONSIDERAGOES:
- O projeto ja foi apresentado e aprovado neste CEP em 15 de dezembro 2008.
- Os pesquisadores garantem que ndo havera alteragdo no protocolo de pesquisa

apreciado.

PARECER:
- A FAVOR DA EXTENSAO SOLICITADA.

- Os pesquisadores deveréo citar quando solicitados o parecer de aprovagdo do CEP-

FHEMIG 154/2008.

Belo Horizonte, 28 de Junho de 2010.
Yanit

f eyt
Vanderson Assis Romualdo
COORDENADOR DO CEP-FHEMIG

Alameda Vereador Alvaro Celso,100 - Santa Efigénia - Belo Horizonte/MG
CEP: 30150-260 - Fone: 0(xx)31 3239-9500 - Fax: 0(xx)31 3239-9579

o Site: htlg Jwiww.fhemig.mg.gov.br/.  E-mail: fhemig@fhemig.mg.gov. br S
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ANEXO D — Termo de Consentimento UFMG

TERMO DE CONSENTIMENTO: PACIENTES E FAMILIARES

PROJETO: AVALIAGAO DOS POLIMORFISMOS DO VAT2, BMAL 1 ,Per3 CRHR1,CRHR2
SLC6A4, TPH2, DRD4, SLC6A3, DAOA, DTNBPI, NRGI, DISCI, CLOCK e
BDNFEMPACIENTES COM DIAGNOSTICO DE TRANSTORNO BIPOLARE FAMILIARES DE
PRIMEIRO GRAU

OBJETIVO DAS INFORMACOES: Estas informacgdes estdo sendo fornecidas para esclarecer
quaisquer duvidas sobre o estudo e obter o seu consentimento. Este projeto estd sendo

proposto porque varias evidéncias cientificas mostram que pode haver determinantes
moleculares que ajudariam a explicar as diferencas em termos de prevaléncia de transtorno
bipolar na mesma familia e na populac@o geral Existem muitas evidéncias sugerindo que tais
diferencas poderiam provocar modificagfes nos neurotransmissores (substancia que permite a
comunicacao entre 0os neurbnios) que estariam associadas ao transtorno bipolar. Nesse estudo
pretendemos avaliar em um grupo de pessoas portadoras do transtorno bipolar e em seus
familiares de primeiro grau em tratamento no servigo psiquiatrico do HC-UFMG se elementos
ligados a neuro-transmissdo poderiam estar associados ao desenvolvimento do transtorno
bipolar.

PROCEDIMENTOS: Esse estudo ir4 consistir inicialmente de uma entrevista para coletarmos

algumas informagfes sobre o seu histdrico médico, que terlio garantia de sigilo restrito ao
responsavel pelo projeto (Dr. Fernando). Alguns pacientes e seus familiares seréo
selecionados, a participar da segunda fase desse estudo que consiste em realizar uma série de
entrevistas que visam nos dar maior clareza sobre o seu diagnostico e sobre algumas
caracteristicas de sua personalidade. A seguir faremos a coleta de 5 ml de seu sangue que
sera identificada por codigo de conhecimento exclusivo dos pesquisadores responsaveis para
que seja realizado o estudo. A amostra de seu sangue sera desprezada apoés realizarmos 0s
procedimentos ndo sendo aproveitada por nosso grupo ou qualquer um outro, em estudos
futuros ou de qualquer outra natureza.

BENEFICIOS e FINANCIAMENTO: Esse estudo é primariamente dirigido para que possa
haver melhor compreensdo de parametros clinicos e biol6gicos que possam estar associados

ao transtorno bipolar. Nao ha para o senhor(a) nenhum beneficio direto na participacao desse
estudo, e ndo é prevista qualquer compensacgédo financeira, porém esses dados podem nos
auxiliar a, no futuro, termos métodos mais eficientes no diagnéstico e tratamento de pessoas
com transtorno bipolar. O senhor (a) ndo esta abrindo méo de seus direitos legais ao assinar
esse termo. A recusa em participar desse estudo ndo implicara em prejuizo de relacionamento
profissional ou pessoal. O presente projeto € financiado exclusivamente por agéncias de
fomento publicas, ndo existe nenhum gasto financeiro por parte dos executores.

GARANTIA DE ACESSO: Em qualquer etapa do tratamento vocé terd acesso aos profissionais

responsaveis pelo mesmo para-esclarecimento de eventuais duavidas.-O profissional
responsavel é o -Dr. Fernando Silva Neves (3134099785). A comissao de ética em pesquisa da
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UFMG podera ser contatada através do endereco AV.Pres. Anténio Carlos, 6627- Unidade
administrativa li _2° andar - sala 2005. CEP: 31270 .. 901 - BH-MG telefax (031) 3409-4592-
email: coep@prpq.ufmg.br

CONFIDENCIALIDADE: As informacfes obtidas serdo analisadas pela equipe em conjunto

com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. Vocé
tem o direito a privacidade e os profissionais irdo tomar as devidas precaucdes para proteger a
confidencial idade de seus registros. Seu nome e quaisquer outras informacdes que possam
Ihe identificar ndo aparecerdo em nenhuma apresentacdo ou publicacdo resultantes desse
estudo. Cabe ao participante decidir sobre a opcdo de participar ou ndo deste estudo. O
participante deve ter ciéncia que a qualquer momento ele pode retirar 0 seu consentimento de
participagdo, sem que isso implique em perda de direitos pré-existentes ou prejuizo no
relacionamento profissional, pessoal e no tratamento de sua patologia.

Confirmo que fui devidamente esclarecido sobre os propdsitos e os procedimentos desse estudo e
livremente aceito participar do estudo.
Nome por extenso:
Assinatura:
Local e data:
Declaro que pessoalmente expliquei ao participante os propoésitos e procedimentos do estudo
Nome por extenso:
Assinatura:
Local e data:
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ANEXO E — Termo de Consentimento da Prefeitura de Belo Horizonte

TERMO DE CONSENTIMENTO

PROJETO: Estudo do sono e analise da freqiiéncia de polimorfismos que regulam o ritmo circadiano numa populagéo de
pacientes portadores de Transtorno Afetivo Bipolar e em um grupo controle

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Estas informacgfes estdo sendo fornecidas para esclarecer quaisquer
duvidas sobre o estudo e obter o seu consentimento. Este projeto estd sendo proposto porque Varias
evidéncias cientificas vém mostrando aspectos relacionados ao controle do sono ajudariam a explicar e
melhor entender as alteracGes do sono tdo comumente observadas em pacientes com Transtorno Afetivo
Bipolar. Esse estudo tem como objetivo avaliar em um grupo de pessoas em tratamento no CERSAM-
LESTE se uma baixa qualidade do sono pode ser mais freqiiente em pacientes com Transtorno Afetivo
Bipolar se comparados a individuos controles.

PROCEDIMENTOS: Esse estudo ira consistir inicialmente de uma entrevista para coletarmos algumas
informagdes sobre o seu histérico médico, que terdo garantia de sigilo restrita aos responsaveis pelo
projeto. A seguir faremos a coleta de 5 ml de seu sangue (por auxiliar de enfermagem id6nea e
experiente) que sera identificada por cédigo de conhecimento exclusivo dos pesquisadores responsaveis
para que seja realizada a analise laboratorial.

BENEFICIOS E RISCOS: Esse estudo é primariamente dirigido para que possa haver melhor
compreensdo sobre as alteragbes do sono apresentadas por pacientes com Transtorno Afetivo Bipolar.
N&o ha para o senhor (a) nenhum beneficio direto na participacdo desse estudo, e ndo é prevista qualquer
compensac¢do financeira. O senhor (a) ndo esta abrindo mao de seus direitos legais ao assinar esse termo.
A recusa em participar desse estudo ndo implicard em prejuizo de relacionamento profissional ou pessoal
e ndo trard qualquer conseqiiéncia para a continuidade de seu tratamento. O Unico procedimento invasivo
sera uma coleta de sangue periférico em tubos estéreis a vacuo, com seringa e agulha descartaveis. Este
procedimento sera executado com a maxima seguranga possivel e por pessoal experiente. Os riscos para o
paciente sdo os habituais de coleta de sangue.

GARANTIA DE _ACESSO: Em qualquer etapa do tratamento vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pelo mesmo para esclarecimento de eventuais dividas. Os profissionais responsaveis sdo: Dr
Paulo M. B. Rocha no telefone 99942393; Comité de Etica e Pesquisa da SMSA — PBH; Avenida Afonso
Pena, 2336 - 9° andar Bairro Funciondrios - Belo Horizonte — MG, Cep 30130-007 Tel: (31) 3277-5309e-
mail: coep@pbh.gov.br; Comité de Etica e Pesquisa UFMG; Av Antonio Carlos, Unidade Administrativa
Il — 2° andar — sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, tel (031-34094592), email:
coep@prpg.ufmg.br

CONFIDENCIALIDADE: As informagdes obtidas serdo analisadas pela equipe em conjunto com as de
outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. VVocé tem o direito a
privacidade e os profissionais irdo tomar as devidas precaucfes para proteger a confidencialidade de seus
registros. Seu nome e quaisquer outras informacfes que possam lhe identificar ndo aparecerdo em
nenhuma apresentacdo ou publicagdo resultantes desse estudo. Cabe ao participante decidir sobre a op¢éo
de participar ou ndo deste estudo. O participante deve ter ciéncia que a qualquer momento ele pode retirar
0 seu consentimento de participacdo, sem que isso implique em perda de direitos pré-existentes ou
prejuizo no relacionamento profissional , pessoal e no tratamento de sua patologia .

Confirmo que fui devidamente esclarecido sobre os propdsitos e os procedimentos desse estudo e
livremente aceito participar do estudo.

Nome por extenso:

Assinatura:

Local e data:

Declaro que pessoalmente expliquei ao participante os propositos e procedimentos do
estudo.

Nome por extenso:

Assinatura:

Local e data:


mailto:coep@pbh.gov.br
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ANEXO F — Termo de Consentimento FHEMIG

TERMO DE CONSENTIMENTO
PROJETO: Estudo do sono em pacientes portadores de transtorno afetivo

bipolar e em um grupo controle e analise da frequéncia de polimorfismos que
regulam o ritmo circadiano

1 OBJETIVO DAS INFORMACOES:

Estas informacbes estdo sendo fornecidas para esclarecer quaisquer
duvidas sobre o estudo e obter o seu consentimento. Este projeto esta sendo
proposto porque varias evidéncias cientificas mostrando que pode haver
determinantes genéticos que ajudariam a explicar as alteracdes do ciclo sono-
vigilia tdo comumente observadas em pacientes com Transtorno Afetivo
Bipolar.

Esse estudo tem como objetivo avaliar em um grupo de pessoas em
tratamento no servico psiquiatrico do IRS-FHEMIG se alguns genes ligados a
regulacdo dos ritmos circadianos podem ser mais freqientes em pacientes com

Transtorno Afetivo Bipolar.

2 PROCEDIMENTOS:

Esse estudo ira consistir inicialmente de uma entrevista para coletarmos
algumas informacdes sobre o0 seu histdrico médico, que terdo garantia de sigilo
restrita aos responsaveis pelo projeto. A seguir faremos a coleta de 5 ml de seu
sangue (por auxiliar de enfermagem id6nea e experiente) que sera identificada
por codigo de conhecimento exclusivo dos pesquisadores responsaveis para

gue seja realizado o estudo genético.

3 BENEFICIOS:




7

Esse estudo € primariamente dirigido para que possa haver
melhor compreenséo de parametros clinicos e bioldgicos das alteragdes
dos ritmos circadianos apresentadas por pacientes com Transtorno
Afetivo Bipolar. Nao h&a para o senhor(a) nenhum beneficio direto na
participacdo desse estudo, e ndo € prevista qualquer compensacao
financeira. O senhor (a) ndo esta abrindo mao de seus direitos legais ao
assinar esse termo. A recusa em participar desse estudo ndo implicara

em prejuizo de relacionamento profissional ou pessoal.

4 GARANTIA DE ACESSO:

Em qualquer etapa do tratamento vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pelo mesmo para esclarecimento de
eventuais duvidas. Os profissionais responsaveis sdo: Dr. Humberto
Correa, que pode ser encontrado no telefone 91039600, Dr. Fernando
Silva Neves no telefone 99925006 e Dr. Paulo Marcos Brasil Rocha no

telefone 99942393.

5 CONFIDENCIALIDADE:

As informacdes obtidas serdo analisadas pela equipe em conjunto
com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum paciente. Vocé tem o direito a privacidade e os profissionais
irdo tomar as devidas precaucdes para proteger a confidencialidade de
seus registros. Seu nome e quaisquer outras informacdes que possam
Ihe identificar ndo aparecerao em nenhuma apresentacéo ou publicacéo

resultantes desse estudo. Cabe ao participante decidir sobre a opg¢éo de

participar ou ndo deste estudo. O participante deve ter ciéncia que a
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qualquer momento ele pode retirar 0 seu consentimento de participacéo,
sem que isso implique em perda de direitos pré-existentes ou prejuizo
no relacionamento profissional, pessoal e no tratamento de sua

patologia .

Confirmo que fui devidamente esclarecido sobre os propdésitos e 0s
procedimentos desse estudo e livremente aceito participar do
estudo.

Nome por extenso:

Assinatura:

Local e data:

Declaro que pessoalmente expliquei ao participante os propoésitos e
procedimentos do estudo.

Nome por extenso:

Assinatura:

Local e data:
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ANEXO G - Inventéario de Qualidade do Sono de Pittsburgh (PSQI-BR)

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

Nome: Idade:
Data:

Instrucdes:

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

1. Durante o 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?

Nudmero de minutos

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

Hora usual de levantar

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

Horas de sono por noite

Para cada uma das questdes restantes, marque a melhor (uma) resposta. Por favor, responda
a todas as questoes.
5. Durante o ultimo més, com que fregiiéncia vocé teve dificuldade de dormir porque voce...
(@) N&o conseguiu adormecer em até 30 minutos
Nenhuma no dltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
(b) Acordou no meio da noite ou de manha cedo
Nenhuma no dltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
(c) Precisou levantar para ir ao banheiro
Nenhuma no dltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
(d) N&o conseguiu respirar confortavelmente
Nenhuma no dltimo més Menos de 1 vez/ semana

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

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

(e) Sentiu muito frio

Nenhuma no Gltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
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(f) Sentiu muito calor
Nenhuma no ultimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
(g) Teve sonhos ruins
Nenhuma no ultimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
(h) Teve dor
Nenhuma no ultimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana

(i) Outra(s) razdo(des), por favor descreva

Com que freqiiéncia, durante o tltimo més, vocé teve dificuldade para dormir devido a essa
razdo?
Nenhuma no dltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
6. Durante o ultimo més, como vocé classificaria a qualidade do seu sono de uma maneira
geral?

Muito boa
Boa

Ruim
Muito ruim
7. Durante o ultimo més, com que freqiiéncia vocé tomou medicamento (prescrito ou “por
conta prépria”) para lhe ajudar a dormir?
Nenhuma no ultimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
8. No ultimo més, com que freqiiéncia vocé teve dificuldade de ficar acordado enquanto

dirigia, comia ou participava de uma atividade social (festa, reunido de amigos, trabalho,

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

9. Durante o ultimo més, quéo problemético foi para vocé manter o entusiasmo (&nimo) para
fazer as coisas (suas atividades habituais)?

Nenhuma dificuldade
Um problema leve

Um problema razoavel
Um grande problema

10. Vocé tem um(a) parceiro [esposo(a)] ou colega de quarto?
Nao
Parceiro ou colega, mas em outro quarto

Parceiro no mesmo quarto, mas nao na mesma cama
Parceiro na mesma cama

Se vocé tem um parceiro ou colega de quarto, pergunte a ele/ela com que freqiiéncia, no dltimo
més, Vocé teve:



(@)

(b)

()

(d)

Ronco forte

Nenhuma no ultimo més
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
Longas paradas na respiracdo enquanto dormia

Nenhuma no Ultimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
Contrac6es ou puxfes nas pernas enquanto vocé dormia
Nenhuma no UGltimo més Menos de 1 vez/ semana
1 ou 2 vezes/ semana 3 ou mais vezes/ semana
Episédios de desorientacdo ou confusédo durante o sono

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

Menos de 1 vez/ semana

Menos de 1 vez/ semana

141

(e) Outras alteragBes (inquietagBes) enquanto vocé dorme; por favor, descreva

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



