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“O que entendo ¢ que quando estou dormindo, ndo tenho temor nem esperanga, nem
pena nem gléria; e bem haja quem inventou o sono, capa que encobre todos 0s
pensamentos humanos, manjar que tira a fome, dgua que afugenta a sede, fogo que
alenta o frio, frio que mitiga o ardor, e finalmente moeda geral com que tudo se compra,
balanga e peso que iguala o pastor ao rei e 0 simples ao discreto. SO uma coisa ma tem
0 sono, segundo tenho ouvido dizer: é parecer-se com a morte, porque, de um
adormecido a um morto, ha pouca diferenca.”

Miguel de Cervantes



RESUMO

Introducdo: A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um disturbio comum
associado ao aumento do risco de doencas cardiovasculares, metabolicas e mortalidade.
Fatores de risco para SAOS tém uma base genética conhecida ou suspeita e a descoberta dos
marcadores genéticos € de extrema importancia para sua prevencdo e tratamento
personalizado. O objetivo desse estudo foi avaliar a correlacdo entre alteragdes genéticas,
fenotipos e dados clinicos que possam contribuir para o desenvolvimento da SAOS e propor
um modelo preditivo para a sindrome. Métodos: Avaliamos dados polissonogréficos, clinicos
e genotipicos de duzentos e quarenta e dois pacientes, cento e oitenta e um casos e oitenta e
um controles. As variantes genéticas: dos genes PER3 (rs228697, rs228727, rs228729 e
rs10462020), BDNF (rs6265), NRXN3 (rs10146997), APOE (rs7412 e rs429358), HCRTR2
(rs2653349), MC4R (rs17782313) foram genotipadas e analisadas no programa estatistico R
(versdo 3.6.3). Resultados: A média de idade dos participantes foi 51,48 + 14,29, com
predominio do sexo masculino (57,02%) e a média de IMC foi 26,63 = 4,36. A analise de
associacdo entre os geno6tipos e a SAOS ndo evidenciou associacdo entre os polimorfismos
PER3 (rs228697, rs228727 e rs10462020), NRXN3 (rs10146997), APOE (rs7412 e
rs429358), HCRTR2 (rs2653349) e MC4R (rs17782313) com SAOS. Entretanto, 0s
polimorfismos do BDNF (rs6265) e do PER3 (rs228729) mostraram associagdo significante
com SAOS (p =0,01317 e p = 0,000094, respectivamente). No entanto, apds ajuste para idade
e IMC, BDNF (rs6265) e do PER3 (rs228729) ndo continuaram mostrando associagdo
significante (p =0,06201 e p= 0,0659, respectivamente). Um algoritmo proposto mostrou
capacidade adequada para predizer SAOS apresentando boa sensibilidade e especificidade.
Para valores de pontos de corte crescentes de 0 a 1, obteve-se a curva ROC cuja area baixa foi
de 79,4% (I1C 95% 72,2% - 86,6%). O melhor valor de corte foi de 0,763 com sensibilidade de
71,6% e especificidade de 76,5%. Conclusédo: O algoritmo gerado neste trabalho, o qual
inclui dados de caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e genéticas dos pacientes podera
ser aplicado a préatica clinica e permitira a estratificacdo de risco para a SAOS. A
aplicabilidade desse algoritmo deve ser comprovada em estudos com maior nimero de
pacientes e em diferentes etnias.

Palavras-chave: Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono, Polimorfismo de Um Unico

Nucleotideo, Fenotipo, Estratificacdo de risco



ABSTRACT

Introduction: Obstructive sleep apnea syndrome is a common disorder associated with an
increased risk of cardiovascular, metabolic diseases and mortality. Risk factors for OSAS
have a known or suspected genetic basis and the discovery of genetic markers is extremely
important for their prevention and personalized treatment. The aim of this study was to assess
the correlation between genetic changes, phenotypes and clinical data that can contribute to
the development of OSAS and propose a predictive model for OSAS. Methods: case-control
study with two hundred and forty-two patients, one hundred and eighty-one cases and eighty-
one controls included. Polysomnographic, clinical, and genotypic data for the PER3 genes
(rs228697, rs228727, rs228729 and rs10462020), BDNF (rs6265), NRXN3 (rs10146997),
APOE (rs7412 and rs429358), HCRTR2 (rs2653349), MC4R (rs17782313) were analyzed
(rs7) statistic R (version 3.6.3). Results: Two hundred and forty-two patients, 161 cases and
81 controls were included in the research. The average age of the participants was 51.48 +
14.29, with a male predominance (57.02%) and the average BMI was 26.63 + 4.36. The
analysis of association between genotypes and OSAS did not show any association between
the PER3 (rs228697, rs228727 and rs10462020) polymorphisms, NRXN3 (rs10146997),
APOE (rs7412 and rs429358), HCRTR2 (rs2653349) and MC4R (rs17782313) with SA
However, the BDNF (rs6265) and PER3 (rs228729) polymorphisms showed a significant
association with OSAS (p = 0.01317 and p = 0.000094, respectively). However, after
adjusting for age and BMI, BDNF (rs6265) and PER3 (rs228729) did not continue to show a
significant association (p = 0.06201 and p = 0.0659, respectively). A proposed algorithm
showed an adequate ability to predict OSAS with good sensitivity and specificity. For values
of increasing cutoff points from 0 to 1, we obtained ROC curve whose low area was 79.4%
(Cl 95% 72.2% - 86.6%). The best cutoff value was 0.763 with sensitivity of 71.6% and
specificity of 76.5%. Conclusion: The algorithm generated in this study, which includes data
on sociodemographic, clinical, and genetic characteristics of patients, can be applied to
clinical practice and will allow risk stratification for OSAS. The applicability of this
algorithm must be proven in studies with a larger number of patients and in different
ethnicities.

Keywords: Sleep Apnea, Obstructive, Polymorphism, Single Nucleotide, Phenotype, Risk

stratification
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1. INTRODUCAO

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um disturbio respiratério do
sono caracterizado pela obstrucdo das vias aéreas superiores (VAS) durante o sono,
associado a sinais e sintomas clinicos (Epstein et al., 2009). A SAOS pode acarretar
diversas consequéncias, como sonoléncia diurna excessiva, fungdo diurna prejudicada,
disfungdo metabdlica e risco aumentado de doenga cardiovascular e acidentes de
veiculos automotores (George, 2007; Parati et al., 2007; Botros et al., 2009; Punjabi,

2009; Strohl et al., 2013).

A prevaléncia estimada da SAOS na America do Norte é de 20% a 30% nos homens
e de 10% a 15% nas mulheres (Young et al., 2009; Neelapu et al., 2017). Na Asia a
prevaléncia é semelhante a dos Estados Unidos, provavelmente devido & anatomia
craniofacial dos asiaticos (Dempsey et al., 2010). No Brasil, um estudo realizado na
grande S&o Paulo identificou uma prevaléncia média na populacao de 32% (Tufik et al.,
2010). Os estudos de prevaléncia mostram que a SAOS varia de acordo com a etnia
(Larkin et al., 2010), sendo mais prevalente em afro-americanos em comparagdo com
caucasianos, independente do peso corporal (Ancoli-Israel et al., 1995; Redline, Tishler,

2000), sugerindo que fatores genéticos e fenotipicos contribuam para a doenca.
1.1 — Avaliacao diagnostica e classificacéo

Os critérios diagnésticos para SAOS sdo baseados nos sinais e sintomas clinicos
determinados durante uma avaliacdo abrangente do sono, que inclui historia e exame
fisico orientados para o sono e achados identificados pelo teste do sono. A avaliagdo
clinica do paciente procura identificar queixas de sono agitado e ndo reparador, roncos,
pausas respiratorias, despertares (com dispneia noturna ofegante ou paroxistica),

insdnia, sonoléncia diurna excessiva ou fadiga. Avaliacdo das morbidades que podem
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ocorrer como resultado da SAQOS, incluindo hipertensdo, acidente vascular cerebral,
infarto do miocardio, cor pulmonale, diminui¢do da vigilancia diurna e acidentes com

veiculos automotores, também deve ser realizada (Epstein et al., 2009).

No exame fisico deve ser observado a presenca de obesidade, sinais de
estreitamento das VAS ou a presenca de outros disturbios que podem contribuir para o
desenvolvimento ou consequéncias da SAQOS. Caracteristicas a serem avaliadas que
podem sugerir a presenca de SAOS incluem circunferéncia do pesco¢o aumentada (> 43
centimetros em homens, > 40 centimetros em mulheres), indice de massa corporal
(IMC) > 30 kg / m?, um escore de Mallampati modificado de 3 ou 4, presenca de
retrognatia, estreitamento peritonsilar lateral, macroglossia, hipertrofia amigdaliana,
Uvula alongada/aumentada, palato duro ogival/atrésico, anormalidades nasais (polipos,
desvio, anormalidades valvares, hipertrofia de cornetos) e/ou overjet acentuado (Figura

1) (Epstein et al., 2009).

-
Ff

N\
‘g
A

Figura 1: Sinais clinicos de SAOS. A- Retrognatia (retroposi¢cdo mandibular), B- indice de
Mallampati modificado, C- grau das tonsilas palatinas (Bittencourt, 2008).

Entretanto, nenhum modelo clinico é recomendado para prever a gravidade da
apneia obstrutiva do sono, sendo necessarios testes objetivos. Os dois métodos aceitos

de teste objetivo sdo polissonografia em laboratorio (PSG) (Figura 2) e teste caseiro
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com monitores portateis (MPs). A PSG é rotineiramente indicada para o diagndstico de
distarbios respiratorios relacionados ao sono. Monitores portateis (MPs) podem ser
usados para diagnosticar SAOS em pacientes com alta probabilidade pré-teste de SAOS

moderada a grave (Epstein et al., 2009).

Figura 2: Paciente realizando polissonografia em laboratério do sono
(Bittencourt, 2008).

O uso da PSG para avaliar a SAOS requer o registro dos seguintes sinais
fisiologicos: eletroencefalograma (EEG), eletrooculograma (EOG), eletromiograma do
queixo (EMG), fluxo aéreo, saturacdo de oxigénio, esforco respiratrio,
eletrocardiograma (ECG) ou frequéncia cardiaca, derivagdes do eletromiograma (EMG)
de posicdo e perna. O estudo dispGe da presenca constante de um individuo treinado
para monitorar a adequacdo técnica, a conformidade e o comportamento do paciente

(Epstein et al., 2009).

Uma apneia é definida como uma interrupcdo completa (> 90%) do fluxo de ar por
> 10 segundos. Uma hipopneia é definida como uma obstrucdo parcial do fluxo de ar

(30% ou mais), resultando em dessaturacdo de oxigénio de pelo menos 3% e/ou de um
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despertar (Figura 3). O indice de apneia-hipopneia (IAH) é o niUmero de apneias e/ou

hipopneias por hora de sono (Berry et al., 2012).

o Respiragao normal e Hipopneia e Apneia

W

Figura 3: Colapsibilidade da VAS em pacientes com SAOS. Descri¢do anatdmica da via aérea
superior (esquerda); representacdo de (1) respiracdo normal: 1: faringe; 2: laringe; 3: musculo
genioglosso; 4: epiglote; 5: palato duro; e 6: palato mole; (2) obstrugdo parcial das vias aéreas
superiores (hipopneia); e (3) obstrucdo completa das vias aéreas superiores (apneia). (Mediano et
al., 2019)

A American Academy of Sleep Medicine (2014) descreve o ronco primario (RP),
como ronco sem comorbidade médica, como vibraces audiveis das VAS durante a
respiracdo no sono, o qual muitas vezes é confundido com a SAQOS. Os pacientes com
ronco primario ou habitual ndo apresentam apneias/hipopneias obstrutivas na PSG/MP,
entretanto, o ronco € indicativo de maior resisténcia e maior colapsibilidade das VAS
(Guilleminaut et al., 1993). O ronco habitual ocorre em 44% dos homens e 28% das
mulheres com idade entre 30 e 60 anos na populacdo em geral (Young et al., 1993).
Para o diagndstico do ronco ndo existem especificacdes de critérios de diagndstico,
como métricas acusticas e aspectos ndo acusticos. Consequentemente, o diagnostico do
RP € indistinto e os limites estdo abertos a interpretacdo. Portanto, a investigacdo das
definicGes operacionais utilizadas na pratica de pesquisa é essencial (American

Academy of Sleep Medicine, 2014).
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Outros procedimentos de avaliagdo do sono incluem teste de laténcia multipla do
sono (TLMS) e actigrafia. O TLMS avalia sonoléncia excessiva diurna e nao é
rotineiramente indicado na avaliacdo diagnostica da SAOS, mas pode ser solicitado para
descartar narcolepsia (Littner et al., 2005). A actigrafia isolada ndo é indicada para o
diagndstico de SAOS, mas pode ser um complemento Gtil para MPs ao determinar o

padrdo de atividade de repouso durante o periodo de teste (Morgenthaler et al., 2007).

A avaliacdo da via aérea superior (VAS) por meio de imagens ndo é apenas para
compreender a fisiopatologia do colapso da VAS, mas também para melhorar as taxas
de sucesso do tratamento, selecionando a opgao terapéutica mais apropriada para cada
paciente. Dentre os exames de imagem da VAS para SAOS podemos citar
nasofibrofaringoscopia de fibra Otica da VAS durante a vigilia, endoscopia do sono
induzida por drogas (Drug-induced sleep endoscopy - DISE) (Trudo et al., 1998;
Vroegop et al., 2014; De Vito et al., 2014,), teleradiografia com tracado cefalométrico,
tomografia computadorizada, dinamica de fluidos computacional (Vos et al., 2007,
Jeong et al., 2007; De Backer et al., 2007; Van Holsbeke et al., 2011; Zhao et al., 2013)

e ressonancia magnética (Kastoer, 2018).

Resumidamente, de acordo com a Associacdo Brasileira de Medicina do Sono e a
American Academy of Sleep Medicine o diagndstico da SAOS no adulto requer a
presenca dos critérios A, B + D ou C + D (Tabela 1) (American Academy of Sleep

Medicine, 2014; Haddad e Bittencourt, 2013).

Tabela 1: Critérios de diagnostico para SAOS em adulto (Haddad e Bittencourt, 2013; American

Academy of Sleep Medicine, 2014)

A. Presenca de um ou mais dos seguintes itens:
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1. Episodios de sono ndo intencionais durante a vigilia, sonoléncia diurna excessiva

(SDE), sono ndo reparador, fadiga ou insonia;
2. Acordar com pausas respiratdrias, engasgos ou asfixia;
3. Companheiro(a) relata ronco alto e/ou pausas respiratorias durante o sono.
B. A polissonografia (PSG) ou MP demonstra:

1. Cinco ou mais eventos respiratorios predominantemente obstrutivos (apneias
obstrutivas e mistas, hipopneias ou esforco respiratério relacionado ao despertar
(Respiratory Effort Related Arousal - RERAS) por hora de sono durante um PSG

ou por hora de monitoramento (MP).
2. Evidéncias de esforco respiratorio durante todo ou parte de cada evento.
C. APSG ou MP demonstra:

1. Quinze ou mais eventos respiratdrios predominantemente obstrutivos (apneias,
hipopneias ou RERAS) por hora de sono durante um PSG ou por hora de

monitoramento (MP)
2. Evidéncia de esforco respiratério durante todo ou parte de cada evento

D. O disturbio ndo pode ser mais bem explicado por outro distirbio do sono,

doencas médicas ou neuroldgicas, uso de medicacGes ou por uso de substancias.

A gravidade da SAOS é classificada com base no IAH; SAOS leve (AHI 5-14,9
eventos/h sono), SAOS moderada (IAH 15-29,9 eventos/h sono) e SAQOS grave (IAH

>30 eventos/h sono) (American Academy of Sleep Medicine Task Force, 1999).

1.2 — Gerenciamento da SAOS: tratamento e acompanhamento
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A SAOS deve ser abordada a longo prazo como uma doenga cronica por uma equipe
multidisciplinar. Varias modalidades de tratamento estdo disponiveis (Epstein et al.,
2009). Os objetivos dos tratamentos sdo, além da eliminacdo dos eventos obstrutivos e
da normalizagdo da oxigenacdo sanguinea, melhorar outros indicadores como
sonoléncia, qualidade de vida, satisfacdo do paciente e do conjuge, adesdo a terapia e

obtencgéo de qualidade e quantidade adequada de sono (Epstein et al., 2009).

O tratamento é abordado de maneira gradual, comecando com alteracdes
comportamentais, se aplicavel (Thorpy, 2012). As opcbes de tratamento
comportamental incluem perda de peso, idealmente para um IMC < 25 kg/m?
(Pevernagie et al., 1995; Peppard et al., 2000; Kushida et al., 2005; Epstein et al.,
2009), terapia posicional (Pevernagie et al.; 1995, Morgenthaler et al.; 2006, Kastoer,

2018) e evitar alcool e sedativos antes de dormir.

O tratamento dos distarbios respiratorios relacionados ao sono baseia-se
principalmente na melhora da ventilagdo durante o sono (Thorpy, 2012). A pressao
aérea positiva nas vias aéreas ou positive airway pressure (PAP) pode ser administrada
nos modos continuos Continuous positive airway pressure (CPAP), dois niveis (Bilevel
positive airway pressure - BPAP) ou autotitulacdo (Automatic Positive Airway Pressure
- APAP). A PAP aplicada através de uma interface nasal, oral ou oronasal durante o
sono € o tratamento preferencial para SAOS (Gay et al., 2006). A PSG realizada durante
toda a noite no laboratério € a abordagem preferida para determinar o nivel ideal de
PAP (Kushida et al., 2006; Morgenthaler et al., 2007; Kushida et al., 2008). A terapia
com PAPs é segura; efeitos colaterais e eventos adversos sdo principalmente pequenos e

reversiveis (Kushida et al., 2006).

Aparelhos orais (AOs) podem melhorar a permeabilidade das VAS durante o

sono, ampliando-as e/ou diminuindo a colapsibilidade das VAS por meio do avango
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mandibular e da estabilizagdo da mandibula e do hioide, reduzindo a obstrucéo da base
da lingua (Ferguson et al., 2006; Giles et al., 2006; De Backer et al., 2007; Mogell et
al., 2019). Os AOs sdo indicados para ronco primario, SAOS leve a moderada, sendo
aceitos como terapia para pacientes com SAOS grave que ndo respondem ou s&o
incapazes ou ndo desejam tolerar terapias com PAP (Kushida et al., 2006; Sutherland et
al., 2014; Ramar et al., 2015; Mogell et al., 2019). Efeitos colaterais (Sheats et al.,
2017) incluem principalmente dor na ATM, alteracdes oclusais, que podem ser

transitorios (Epstein et al., 2009; Sheats et al., 2017).

Os primeiros métodos usados para tratar a SAOS foram cirdrgicos. Até 1981,
antes da introducdo do CPAP, a traqueostomia era a terapia padrao-ouro, realizada para
contornar a via aérea. A uvulopalatofaringoplastia (UPFP) foi a primeira intervencao
cirtrgica descrita na propria VAS (Fujita et al., 1981) e envolve o encurtamento do
palato com o fechamento das incisbes da mucosa, geralmente em combinagdo com
amigdalectomia (Littner et al., 2001; Aurora, et al., 2010). A cirurgia de avango
maxilomandibular (AMM) amplia e diminui a colapsibilidade das VAS, ao projetar
cirurgicamente a maxila e a mandibula por osteotomias mandibulares-maxilares e
sagitais Le Fort I. O AMM pode melhorar os parametros de PSG comparaveis ao CPAP

na maioria dos pacientes (Epstein et al., 2009).

A cirurgia bariatrica é indicada em individuos com indice de massa corporal
(IMC) > 40 kg/m? ou com IMC > 35 kg/m? com comorbidades importantes (SAGES
Guidelines Committee, 2008, de Raaff, et al., 2017). Na SAQS a cirurgia bariatrica
deve ser considerada como adjuvante a terapias de primeira linha menos invasivas,
como a PAP e pode alcancar uma taxa de remissao de 40%, mas requer
acompanhamento clinico continuo desses pacientes (Mechanick et al., 2008; de Raaff et

al., 2017).
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A terapia de neuroestimulacdo do nervo hipoglosso baseia-se na estimulacéo elétrica
do nervo hipoglosso, que causa a protrusdo da lingua, sincronizada com a respiracao
(12° nervo craniano) (Safiruddin et al., 2015) e estudos recentes tém mostrado boa
efetividade (Strollo et al., 2015). A terapia miofuncional consiste na adequagdo das
estruturas e funcBes do sistema estomatognatico, por meio de exercicios funcionais e
musculares visando o aumento do tonus e mobilidade das estruturas orais e cervicais,
que em pacientes apneicos podem estar comprometidas (Mezzanotte et al., 1996;

Guimarées, 2009; Ayappa e Rapoport 2013).

As vezes é necessaria uma abordagem adaptada ao paciente para otimizar a adeséo,
bem como a eficicia da terapia com SAOS. A terapia combinada pode ser muito Util
para pacientes nos quais a SAOS é insuficientemente tratada com apenas uma terapia

(Millman et al., 1998; Dieltjens et al., 2015; Vanderveken 2015, Kastoer 2018).
1.3 — Fisiopatologia e fenotipagem dos pacientes

A fisiopatologia da SAOS é complexa e, apesar dos progressos consideraveis
ocorridos em sua compreensao (White, 2005), os caminhos fisiopatoldgicos precisos
que levam a obstrucdo das VAS ndo sdao bem compreendidos (Dempsey et al., 2010).
Ademais, ndo existe uma técnica clinicamente disponivel para medir as caracteristicas

fisioldgicas que causam a SAOS (Wellman et al., 2011).

A maioria dos pacientes com SAOS tem uma via aérea anatdbmica pequena, com
ativacdo aumentada do musculo dilatador faringeo, mantendo a paténcia das vias aéreas
em vigilia, mas ndo dormindo. No entanto, a variabilidade individual em varias
caracteristicas fenotipicas pode, em ultima instancia, determinar o desenvolvimento e a
gravidade da apneia. Essas incluem: (1) anatomia das vias aéreas superiores, (2) a

capacidade dos musculos dilatadores das vias aéreas superiores em responder a pressao
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negativa da via faringea e aumento de CO- durante o sono, (3) limiar de excitacdo em
resposta a estimulacdo respiratéria e (4) loop gain (instabilidade do controle
ventilatorio). Como resultado, os pacientes podem responder a diferentes abordagens
terapéuticas com base na anormalidade predominante que leva a desordem respiratoria

do sono (White, 2005).

Apesar da heterogeneidade e complexidade da SAQOS, o diagndstico, a avaliacdo da
gravidade e o manejo da SAOS permanecem ligados a um Unico indicador, o indice de
apneia e hipopneia (IAH) (American Academy of Sleep Medicine, 2014). Uma
abordagem centrada no IAH, limita a compreensdo dos fundamentos genéticos e
bioldgicos do transtorno, bem como o entendimento dos modestos efeitos do tratamento

até mesmo com o CPAP (Zinchuk et al., 2017).

Uma forma de abordar esses desafios € classificar o transtorno em categorias
menores ¢ mais homogéneas, chamadas de “fenotipos”, que podem ser baseadas em
caracteristicas clinicas, patofisioldgicas, celulares ou moleculares (Wenzel, 2012).
Existem varias estratégias de fenotipagem, podendo ser clinica, com base em medidas
como sinais, sintomas, dados demograficos, comorbidades, medidas fisiologicas e
anatdmicas ou responsividade ao tratamento, ou fenotipagem molecular que visa
classificar os individuos com base em caracteristicas moleculares, como proteinas,

metabolitos e outros produtos bioldgicos (Zinchuk et al., 2017).

As abordagens de fenotipagem fisiopatoldgica de multiplos recursos (com métodos
supervisionados) foram realizadas utilizando uma técnica de polissonografia modificada
(Wellman, et al, 2011; Eckert, et al., 2013, Zinchuk et al., 2017). Com essa abordagem
verificou-se as quatro caracteristicas fundamentais ou fen6tipos que contribuem para a
patogénese da SAOS (Eckert, 2018; Mukherjee et al., 2018). Uma via aérea superior

anatdmica ou flexivel é o determinante-chave (Isono et al., 1997; Schwab et al., 2003;
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Kirkness et al., 2008; Eckert, 2013; Eckert, Wellman, 2015; Neelapu et al., 2016), mas
SAQS é claramente muito mais do que apenas um problema anatémico (Eckert, 2013;
Dempsey et al., 2014). Outros tragos, referidos como "fatores ndo anatdmicos"”, como a
funcdo muscular ineficaz do masculo dilatador das VAS durante o sono (Eckert, 2013),
controle respiratdrio instavel (loop gain alto) (Eckert, Wellman, 2015), um baixo nivel
de excitacdo respiratoria (Eckert, Wellman, 2015; Eckert, 2018) também séo
contribuintes importantes para a patogénese de SAOS. A contribuigéo relativa desses
fendtipos, cada um dos quais € um alvo terapéutico (Figura 4), varia amplamente entre

0s pacientes (Eckert et al., 2013; Eckert, Wellman, 2015).

Anatomia prejudicada (via aérea superior estreita/dobravel)

(100% mas magnitude variavel)

AO
Cirurgia VAS

Terapia Posicional
Perda de peso

Obstrucao repetitiva das vias aéreas superiores durante o sono
(apneia obstrutiva do sono)

e  Estimulacio do nerve P 7 A r\
hipoglosso | \
. Treino de musculatura ¢ X 2 Certos hipnéticos
i / I
VAS
’ /7 I \
*  Medicamentos 7 \
Musculos dilatadores ineficazes |+ o2 Limiar de despertar respiratorio
das vias aéreas superiores (36%) e  CO2 baixo (37%)
| e Acetazolamida

Controle ventilatério instavel (alto
ganho de loop) (36%)

Figura 4: Principais fendtipos que causam apneia obstrutiva do sono e potenciais terapias
direcionadas a nédo pressao positiva em vias aéreas (ndo PAP). AO = aparelho oral, VAS = via aérea
superior (Adaptado de Eckert, 2018).

O procedimento de fenotipagem fisiopatoldgica da SAQS, ndo esta disponivel na
rotina clinica. No entanto, a analise dos dados de uma revisdo mostra que é possivel

usar os dados registrados em PSG/MPs para uma caracterizagdo qualitativa de todos
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esses tracos, melhorando o manejo clinico de pacientes com SAOS (Bosi et al, 2018)

(Tabela 2).

A proporcdo de hipopneias versus apneias obstrutivas esta associada a
colapsibilidade faringea avaliada sob condicGes ativas (pressdo de colapso critico ativo
ou "Pcrit ativo") (Gleadhill et al, 1991) (Tabela 2). Limiar de despertar (LD) que é
definido como o nivel de esforgo respiratério em que os eventos obstrutivos terminam
com um despertar do sono (Sands et al, 2016) pode ser caracterizado por trés

parametros PSG/MP (Edwards et al., 2014).

A sensibilidade do sistema de controle ventilatério pode ser quantificada como
ganho do circuito de feedback de controle ventilatério (loop gain). Uma relacéo de loop
gain alta indica um sistema de controle respiratério instavel que é propenso a oscilacGes.
Terril et al., (2015) sugeriram um meétodo de medi¢do de LG com base na analise
clinica de PSG onde a diferenca entre o IAH-REM (indice de apneia/hipopneia em sono
REM - rapid eye movement) e o IAH-NREM (indice de apneia/hipopneia em sono ndo
REM — non-rapid eye movement) maior que 25 eventos esté relacionada a um LG de

>1.

A duracdo dos eventos respiratérios tem sido apontada como importante nas
morbidades relacionadas a SAOS. A hipoxemia e a duracdo do evento podem
representar caracteristicas diferentes do estresse relacionado a SAOS, os quais podem
contribuir para a mortalidade por vias independentes (Kulkas et al., 2013; Muraja-

Murro et al., 2013, Butler et al., 2019).

SAOS em REM pode influenciar o controle glicémico a longo prazo, hipertenséo,
pressdo arterial ndo-dipping (Mokhlesi et al., 2014, Mokhlesi et al., 2015, Conwell et

al., 2011) e efeitos hemodinamicos periapneicos (especialmente durante o batimento
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cardiaco ap0s o evento obstrutivo) (Muraja-Murro et al., 2017). Na posi¢do supina as
apneias séo mais frequentes e mais longas e, em pacientes com IAH >30/h, predispde a
maiores taxas de risco de mortalidade cardiovascular e eventos cardiovasculares nao
fatais (Kulkas et al., 2015). Além disso, na posi¢cdo supina, a profundidade de
dessaturacdo de oxigénio € mais severa em todos os graus de gravidade do IAH
(Leppénen et al., 2016).

Tabela 2. Padrdes polissonograficos para manejo clinico. Utilizacdo de dados polissonograficos para

avaliacdo de fenotipos fisiopatoldgicos (Adaptado de Bosi et al., 2018).

Tabela 2. Padrdes polissonogréficos para manejo clinico

Padrao Significado clinico

Apneico: apneias obstrutivas representam pelo

menos 90% do indice total de apneia-hipopneia Alta colapsabilidade: Pcrit >2

Proporgao Hipopneico: aqueles registrados com mais de ~ ¢mH20

apneia/hipopneia cinco eventos/h no sono NREM e com mais de
90% dos eventos sendo hipopneia (Bosi et al,
2018).

Baixa colapsabilidade: niveis mais
baixos (mais negativos) de Pcrit

2/3 destes escores predizem um
baixo LD
LD baixo: SRVAS: baixa

IAH de <30/h, associado ao nadir de oxigénio colapsibilidade, faixa normal de

Limiar de despertar (LD) SpO2 >82% e com uma proporcéo de IAH e RERASs (Pcrit < -2 cmH20)
hipopneia:apneia > 58,3% (Edwards et al., LD alto: dessaturacdes
2014). prolongadas e severas

relacionadas a uma resposta
ventilatéria reduzida a um
estimulo quimico

Loop gain IAH/REM - IAH/NREM se for >25 ev.=LG>1 (alto)
(Terril et al., 2015)
Instabilidade ventilatoria

Duragao dos eventos Duragdo méaxima de hipopneias e Sat. Min.

respiratorios/hipoxemia causada por hipopneia (Otero et al., 2012) D IEmER: EDaE A

condicéo do paciente que o IAH

SAOS em REM IAH >5 geral e IAHREM:IAHNREM >2
(Conwell, et al., 2011) Maior risco de hipertensao



28

I1AH Supino isolado = IAH Supino: IAH >2
. eventos/h
SAQS supina IAH Supino predominate = IAH Supino: IAH
>2 eventos/h IAHN Supino <5 eventos / h)
(Joosten SA et al., 2012)

Alta colapsabilidade em supina

1.4 — Fatores genéticos e genes candidatos

Muitos dos fatores de risco estabelecidos (obesidade, distribuicdo de gordura
corporal, morfologia craniofacial, controle neural dos musculos das VAS) tém uma base

genética conhecida ou suspeita (Redline, Tishler, 2000; Mukherjee et al., 2018).

Uma doenca complexa, ou fendtipo de alto nivel, pode ser considerada como
determinada por varios fendtipos intermediarios, que por sua vez sao determinados por
fendtipos de nivel mais baixo. As manifestacdes como eventos de apneia/hipopneia e
dessaturacdo de oxigénio sdo fendtipos de alto nivel. Tragcos como a forma facial e da
cabeca (Chi, et al., 2014), quimiossensibilidade ventilatoria, compensacdo de carga,
atividade do sistema nervoso simpatico, frouxiddo do tecido conjuntivo, fatigabilidade
muscular e obesidade central sdo fendtipos intermediérios possiveis para a SAOS.
Exemplos de fenétipos de baixo nivel, a maioria dos quais sao influenciados por genes
especificos, incluem niveis hormonais (por exemplo, insulina, leptina) ou subtipos de
receptores (por exemplo, receptores adrenérgicos serotoninérgicos e retindicos). Os
fendtipos intermediarios e de baixo nivel podem ser medidos e definidos mais
facilmente do que um complexo. Produtos genéticos especificos podem influenciar mais
diretamente os fenétipos de nivel mais baixo do que os fenétipos de nivel mais alto

(Redline, Tishler, 2000).

Os fendtipos intermediarios podem ajudar a vincular vias genéticas e biologicas a
expressdo clinica da SAOS e identificar fenoOtipos mais robustos passiveis de

intervencdes direcionadas. Dados de biomarcadores e genbémicos podem ser
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incorporados a medida que nossos conceitos de fenétipos da SAOS evoluam,

permitindo o desenvolvimento de terapias personalizadas (Zinchuk et al., 2017).

Estudos em animais demonstraram que os genes podem ser influentes em mais de
um fenotipo da SAOS como o gene Tumor Necrosis Factor a (TNFa) que influencia
obesidade e alteracbes craniofaciais (Redline, Tishler, 2000, Bowen et al., 1996)
(Tabela 3). Alteragcdes nédo letais no controle genético de fatores de crescimento neural
(Brain derived neurotrophic factor gene - BDNF) podem contribuir para as variagoes
fenotipicas nas caracteristicas ventilatorias (Redline, Tishler, 2000). A disfungdo do
sistema serotoninérgico também parece estar relacionada a SAOS; um estudo preliminar
demonstrou associacdo entre o polimorfismo 1438G/A do gene 5-HTR2A (5-
Hydroxytryptamine Receptor 2A) e risco para a SAOS na populacdo brasileira (de
Carvalho et al., 2013). Estudos em ratos sugerem que a deficiéncia de leptina provoca
respostas ventilatérias deprimidas a hipercapnia (Redline, Tishler, 2000). Estudos tém
demonstrado associagbes da SAOS e morbidades cardiovasculares com algumas
variantes de genes clock (Andreas, Eichele, 2008; Burioka et al., 2008; Moreira et al.,
2017). A avaliacdo das diferencas raciais e étnicas na SAOS pode langar luz sobre os
mecanismos genéticos subjacentes para a doenca. No Brasil verificou-se que a
ancestralidade europeia aumenta o risco a SAQS, diferente de outros estudos que
apontaram os afro-americanos como tendo um maior risco (Guindalini et al., 2010).
Porém, estudos complementares sdo necessarios para confirmacdo desses achados em
nossa populagéo.

Tabela 3. Fenétipos intermediarios e genes candidatos (fendtipo de baixo nivel) para SAOS.

Produtos genéticos especificos podem influenciar mais diretamente fenétipos de nivel baixo do que

fendtipos de nivel alto (Adaptado de Redline, Tishler, 2000).

Fenotipos intermediarios Genes Candidatos
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Obesidade

Controle ventilatério

Dismorfismos craniofaciais

Regulagéo do sono

Receptor de leptina/leptina

Pro-opiomelanocortina

Fator de crescimento da insulina

Glucocinase

Adenosina desaminase

Receptor de melanocortina-3

Fator de necrose tumoral

Proteina reguladora da glicose

Proteina agouti e peptideo relacionado com a proteina
B-3 Receptor adrenérgico

Orexina
RET-proto-oncogene, receptor tirosina-quinase

Fatores de crescimento neurotroficos (BDNF, GDNF)
Endotelina-1

Endotelina-3

Krox-20

Receptor de &cido retindico

Receptores de leptina/leptina

Orexina (?)

Genes homeobox

Receptores de horménio do crescimento
Receptores do fator de crescimento
Receptor de &cido retindico
Endotelina-1

Colageno tipo 1 e 1

Fator de necrose tumoral
Orexina

Leptina

1.4.1- GENES CLOCK

A maioria das células, e talvez todas, abrigam um reldgio circadiano que regula

centenas de processos fisioldgicos, variando da temperatura corporal e do ciclo vigilia-

sono até a concentracdo sérica de cortisol e melatonina. Todos os rel6gios operam

usando um mecanismo molecular muito semelhante; eles se comunicam através de uma

rede neuroenddcrina complexa e ainda pouco compreendida (Albrecht, 2002; Gumz,

2014; Partch, 2014). Os genes do reldgio circadiano que desempenham um papel



31

fundamental no controle circadiano de processos metabélicos chave sdo Bmall, Cklo,
Ckle, Clock, Cryl, Cry2, NPAS2, Perl, Per2, Per3, Rev-Erb-a, RORo e Timeless

(Partch, 2014).

O ritmo circadiano de vigilancia, pressao arterial, atividade simpética, biogénese e
metabolismo de corticoides estd severamente alterado em pacientes com SAOS. Dada a
Importancia previamente esbocada dos genes clock na génese do ritmo circadiano, a
investigacdo da ativacdo do gene circadiano em pacientes com SAQS parece promissora

(Burioka et al., 2008).

Periodo regulador circadiano 3 (PER3) é um membro da familia de genes Period e,
em humanos, esta localizado no cromossomo 1 (1p36.23). E expresso em um padrio
circadiano no nacleo supraquiasmético (SCN), o marcapasso circadiano primario no
cerebro dos mamiferos. Os genes dessa familia codificam componentes dos ritmos
circadianos da atividade locomotora, metabolismo e comportamento. PER1 e PER2 sé&o
necessarios para a contagem do tempo molecular e a resposta a luz no relégio circadiano
principal no ndcleo supraquiasmatico (NSQ) e PER3 foi associado a ritmicidade

circadiana e a homeostase do sono (Dijk & Archer, 2010).

Um estudo avaliou padrdes de expressdo diaria dos nove genes do reldgio
circadiano em 133 pacientes com SAOS e 11 controles normais. As expressdes de oito
genes do reldgio circadiano (exceto PER1) a meia-noite foram significativamente
reduzidas em pacientes com SAOS grave. Esse estudo mostrou que as expressoes
combinadas de CRY1 e PER3 aumentaram a capacidade de prever SAOS grave (Yang,

2019).

Canales et al. (2019) encontrou associa¢do entre SAOS e diminuigcdo da expressao

matinal dos genes clock, que sdo fundamentais para a regulacdo circadiana dos
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processos homeostaticos didrios. A expressdo do PER3 foi reduzida na SAOS e a
expressdo PER1, NPAS2 e REV-ERB-f foi reduzida entre aqueles com hipoxemia

noturna relacionada a SAOS.
1.4.2- BDNF

O gene BDNF codifica uma proteina encontrada no cerebro e na medula espinhal
chamada fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived
neurotrophic factor) (Jones e Reichardt, 1990). Essa proteina promove a sobrevivéncia
das células nervosas (neurénios) (Barde et al., 1982; Acheson et al., 1995; Huang e
Reichardt, 2001; Lee et al., 2002), desempenhando um papel no crescimento (Acheson
et al., 1995; Huang e Reichardt, 2001; Katoh-Semba et al., 2002), maturagéo

(diferenciacdo) e manutencgdo dessas celulas.

O gene BDNF humano esta localizado no cromossomo 11, regido pl3-14 e se
estende por ~70 kb. O gene tem uma estrutura complexa, pois consiste em 11 exons (I-
IX, mais Vh e VIIIh) na extremidade 5 e de nove promotores funcionais que sao usados
em tecidos e regides cerebrais especificamente. Embora o gene do BDNF compreenda
nove exons, a sequéncia codificadora reside no exon 9, com oito exons a montante que
codificam promotores que regulam a expressao regional e especifica para o tipo de
célula. Entre estes, 0 exon 1V foi 0 mais extensamente caracterizado, uma vez que este
exon, contendo elementos promotores, regula a expressdéo do BDNF dependente da

atividade (Metsis et al., 1993; Timmusk et al., 1993, Cattaneo et al., 2016).

Uma multiplicidade de estimulos que alteram a expressdao do gene do BDNF em
estados fisiologicos e patologicos foi descrita (Lindholm et al., 1994; Binder e
Scharfman, 2004), como estimulos luminosos (Castrén et al., 1992), estimulacédo

osmotica (Castrén et al., 1995; Dias et al., 2003), estimulos elétricos no hipocampo
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(Patterson et al., 1992; Castrén et al., 1993; Bramham et al., 1996) e exercicios fisicos

(Neeper et al., 1995).

O BDNF afeta os mecanismos que regulam o peso, o comportamento alimentar e o
metabolismo (Nakagomi et al., 2015; Akbarian et al., 2018). Um estudo realizado em
uma amostra populacional paquistanesa demonstrou que o polimorfismo do BDNF
(rs6265) (den Dunnen et al., 2016), na presenca de obesidade pode estar associada a um
risco elevado de caracteristicas metabdlicas, comportamentais e fisicas andmalas e
comorbidades relacionadas & obesidade (Rana et al., 2018). Yiksekkaya et al. (2016)
investigaram a possivel associacdo do polimorfismo do gene BDNF rs6265 (196G/A) e
rs8192466 com a obesidade e a SAOS. Foi encontrado que o0 gendtipo BDNF rs6265
(196G/A) foi mais frequente entre os obesos em comparacdo aos ndo-obesos, mas ndo
foi significativamente relacionado a SAOS. O gendtipo BDNF rs6265 (196G/G) foi
mais comum e o polimorfismo BDNF rs6265 (196G/A) foi menos comum em sujeitos
com SAOS e sem obesidade em comparagdo com outros grupos. Portanto, o gendtipo
BDNF rs6265 (196G/G) pode ser util para avaliar SAOS em pacientes ndo-obesos. O
polimorfismo rs8192466 do BDNF néo foi detectado em nenhum sujeito incluido neste

estudo.

Sugere-se que lesdes neuromusculares contribuam para o colapso das VAS e a
disfuncdo da degluticdo em pacientes com SAOS. Um estudo investigou a expressao de
duas importantes neurotrofinas, fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e fator
de crescimento nervoso (NGF), em fibras musculares da Uvula de pacientes roncadores
e SAOS. Os achados mostraram que o BDNF, mas ndo o NGF, foi significativamente
aumentado em uma subpopulacdo de fibras musculares em pacientes com ronco e

SAOS (Shah et al., 2018).
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A regulacdo do BDNF na SAQS e durante a terapia com CPAP em um ambiente
clinico foi avaliada por Staats et al. (2005). Os pacientes com SAOS ndo tratada
apresentam niveis séricos e plasmaticos normais de BDNF. O tratamento com CPAP foi
associado a uma rapida diminuigdo dos niveis séricos e plasméaticos de BDNF, mas ndo
a uma diminuicdo na secrecdo de BDNF, o que pode refletir uma maior demanda

neuronal por BDNF nessa condigéo.

Sugere-se também que a proteina BDNF esteja intimamente associado a cognicao.
Wang et al. (2012) determinaram o0s niveis séricos da proteina BDNF em homens com
SAOS de meia-idade e exploraram a relacdo do déficit cognitivo com a fragmentacdo
do sono e a hipdxia/hipopneia. Os pacientes com SAOS reduziram significativamente
0s niveis séricos de BDNF em comparag¢do com o grupo controle. Os autores inferiram
que a hipdxia noturna, bem como a privacdo do sono de ondas lentas e do REM, pode
levar a diminuicdo do nivel sérico de BDNF nos pacientes com SAQOS o que poderia
contribuir para 0 comprometimento cognitivo na SAOS (Wang et al., 2012). Flores e
colaboradores (2020) também encontraram niveis alterados de BDNF em pacientes com
SAQS, além disso, pacientes com SAOS que tiveram niveis mais elevados de BDNF
também tém comprometimento neurocognitivo reduzido. A tratamento com CPAP
melhorou o nivel de comprometimento cognitivo. Os autores inferiram que os niveis de
BDNF representam uma resposta neuroprotetora a hipdxia intermitente em pacientes

com SAQS (Flores et al., 2020).
1.4.3- MC4R

As melanocortinas sdo neuropéptidos derivados da poliproteina pro-
opiomelanocortina (POMC). Apos clivagem proteolitica da POMC formam-se as varias
melanocortinas, nomeadamente a hormona adrenocorticotrépica (ACTH) e as hormonas

alfa, beta e gama estimuladora de melandcitos (MSH) (Jacobowitz e O'Donohue, 1978).
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Ao nivel da periferia celular estes neuropeptidios sdo reconhecidos por cinco receptores
das melanocortinas (MCRS), classificados de 1 até 5 (MC1R-MC5R) (Tan et al., 2004).
Os MCRs pertencem a familia dos receptores com sete dominios membranares
associados as proteinas Gs (GPCRs). Os MCRs diferem entre si na distribuicéo tecidual

e na afinidade de ligacdo as diferentes melanocortinas e antagonistas (Getting, 2006).

O MC4R e vastamente expresso no SNC, nomeadamente no hipotalamo,
hipocampo, tdlamo e medula espinhal (Mountjoy e Wild, 1998) e est4 envolvido na
regulacdo da homeostasia energética, no aumento da ingestdo alimentar, obesidade
severa, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, na regulacdo da funcdo eréctil e dor (Huszar

et al., 1997; Martin e Macintyre, 2004; Tao, 2010).

O receptor de melanocortina 4 é uma proteina que em humanos € codificada pelo
gene MC4R (Magenis, 1994), localizado no cromossomo 18g21.32 (Magenis et al.,
1994; Sundaramurthy et al., 1998). Variantes comuns proximas ao MC4R estdo
associadas a massa gorda, peso, risco de obesidade e resisténcia a insulina (Loos et al.,
2008; Chambers et al., 2008). Entre suas vias relacionadas estdo a via antipsicotica,
farmacodindmica e receptores de ligacdo a ligantes peptidicos (Czerwensky, et al.,

2013).

Formas monogénicas de obesidade podem resultar de interrup¢des na via da leptina-
melanocortina. As causas mais comuns sdo aquelas associadas a muta¢fes no receptor
de melanocortina-4 (MC4R). Sdo encontrados em 2,5% das criangas com obesidade de
inicio precoce e em 6% dos adultos obesos (Faroogi et al., 2005). O MC4R €é expresso
em grande parte no hipotalamo e estd intimamente envolvido na regulacdo do apetite,

nas funcbes autondmicas e endocrinas e na resisténcia a insulina.
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Apneia obstrutiva do sono é uma das consequéncias deletérias da obesidade. No
entanto, a associacdo de deficiéncia do MC4R e SAOS é pouco conhecida.
Considerando a prevaléncia de mutacbes no gene MC4R, é possivel que a associagcdo
com SAOS esteja sub relatada, uma vez que o teste genético para MC4R raramente é

realizado nesses pacientes (Pillai et al., 2014).

Um relato de caso de crianga com obesidade aos 23 meses de idade mostrou através
de sequenciamento de DNA dos genes envolvidos na obesidade de inicio precoce
mutacdes homozigotas do gene MC4R (Pro299his). Notavelmente, ndo houve mutacoes
no gene do receptor de leptina. A polissonografia durante a noite foi significativa para
SAOS grave (IAH 36 eventos/h e saturagdo de oxigénio de 50%). Os autores
concluiram que esta obesidade precoce pode ndo apenas estar ligada apenas a SAOS,
mas também pode sugerir uma mutacdo especifica no gene MC4R. Finalmente,
sugeriram que pesquisas futuras possam fornecer mais informagfes sobre as possiveis

associacoes entre MC4R e SAQS (Pillai et al., 2014).
1.4.4- NRXN3

Neurexin-3-alfa € uma proteina que em humanos é codificada pelo gene NRXN3,
localizado no cromossomo 14024.3-g31.1. As neurexinas sao uma familia de proteinas
que funcionam no sistema nervoso dos vertebrados como moléculas de adeséo celular e
receptores. Eles sdo codificados por varios genes ndo ligados, dos quais dois, NRXN1 e

NRXN3, estdo entre os maiores genes humanos conhecidos (Rowen, 2002).

Entre suas vias relacionadas estdo a transmissdo através de sinapses quimicas e
moléculas de adesdo celular (CAMs). Pensa-se que o gene NRXN3 esteja envolvido na
plasticidade sinaptica, sendo que alguns polimorfismos foram vinculados a

predisposicdo genética para uma série de condigdes, como autismo (Yuan et al., 2018),
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dependéncia de alcool ou drogas (Hishimoto A et al., 2007; Stoltenberg SF et al., 2011),
obesidade (Graff et al., 2016), circunferéncia abdominal (Heard-Costa et al., 2009),
IMC, esclerose lateral amiotréfica, velocidade do fluxo sanguineo e pressdo arterial

(Sung et al., 2015).

A gordura abdominal central € um forte fator de risco para diabetes, doengas
cardiovasculares e SAOS (Polesel et al., 2015; Bouloukaki et al., 2019). Para identificar
variantes comuns que influenciam a gordura abdominal central, foi realizada uma
anélise de associacdo em dois estagios em todo o genoma para a circunferéncia da
cintura (CC). Os autores concluiram que variantes comuns no NRXN3 estdo associadas

a CC, IMC e obesidade (Heard-Costa et al., 2009).

Sabe-se que a duragdo mais curta do sono predispde a obesidade (Itani et al., 2017).
Um estudo investigou se a associacdo ¢ modulada pelos genes da obesidade FTO,
TMEM18 e NRXN3. Foram testados trés polimorfismos (SNPs), ou seja, FTO
(rs9939609), TMEM 18 (rs4854344) e NRXN3 (rs10146997), bem como para sua
combinacdo. Os autores concluiram que aos 7 anos de idade, variagdes comuns no FTO,
TMEM18 e NRXN3 influenciam a vulnerabilidade a complicacdes metabdlicas da

privacao do sono (Prats-Puig et al., 2013).

1.4.5- APOE

Inicialmente chamada “proteina rica em arginina”, a apolipoproteina E (apoE) foi
identificada associada a particulas de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL -
“Very Low Density Lipoprotein”) ricas em éster de colesterol (Shore & Shore, 1974).
Sua expressdao em diferentes 6rgdos e tecidos sugere que a apoE participa de outros
processos bioldgicos além daqueles relacionados ao transporte de lipideos e regulagdo

da homeostase do colesterol plasmatico. Muitos estudos tém relacionado a apoE a
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imunidade inata, ao funcionamento cerebral normal e a indmeras doengas

neurodegenerativas (Orth & Bellosta, 2012).

O gene APOE fornece instrucBes para produzir a proteina apolipoproteina E. A
localizacdo citogenética desse gene é 19q13.32. Existem pelo menos trés versdes
ligeiramente diferentes (alelos) do gene APOE, chamados de €2, e3 e e4. O alelo mais

comum € o €3, encontrado em mais da metade da populacdo em geral (Mahley, 1988).

O estudo Cleveland Family Study encontrou evidéncias sugestivas de ligacdo ao
IAH em uma regido do cromossomo 19 que inclui o gene APOE (Palmer et al., 2003).
Larkin et al., (2006), relataram que evidéncias sugerem que existe um locus de
suscetibilidade a SAOS na regido de APOE, mas é improvavel que o proprio APOE seja
0 locus causador. Gottlieb et al. (2004) encontraram associacdo entre o alelo APOE &4
ao aumento do risco de SAOS, principalmente em individuos com menos de 65 anos.
Os autores relataram, contudo, que 0s mecanismos subjacentes a essa associagdo sdo

incertos.

Entretanto, nem todos os estudos encontraram essa associacdo (Saarelainen et al.,
1998). Thakre et al. (2009) realizam uma meta-analise resumindo as evidéncias de uma
associacao entre APOE ¢4 e SAOS. Uma revisdo sistemaética realizada por Xu et al.
(2015) ndo evidenciou que os alelos APOE €2 e €4 tém associagdes significativas com a
suscetibilidade da SAOS. Entretanto, uma meta-analise de estudos de associacdo
genética para agrupar genes suscetiveis a SAOS na populagéo chinesa, demonstrou que
0 gene APOE estava associado a um risco de SAOS (Sun et al., 2015). J& outra meta-
andlise da associacdo entre variantes haplotipicas do gene da apolipoproteina E (APOE)
("2/"3/"4) e SAOS ndo detectou associacdo entre APOE "2/"3/"4 e susceptibilidade a

SAOS (Lu et al., 2016).
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Um estudo avaliou as frequéncias de alelos, gendétipos e hapldtipos em varios
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na regido de APOE e testou sua associagdo
com o status da SAOS em criangas. A comparacao das frequéncias de alelos e genotipos
entre os casos (n = 92) e controles (n = 92) revelou diferencas significativas para os
SNPs rs405509 e rs7412. Os autores concluiram que polimorfismos envolvendo mais
de um locus no gene APOE e sua regido reguladora estdo associados a SAOS em

criangas (Kalra et al., 2008).

Kripke et al. (2010) avaliaram varias associacGes candidatas de SNPs com
disturbios do sono. Trezentos e sessenta participantes passaram por polissonografia e
dez polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram genotipados. As previsdes de
que 0 TNFo rs1800629 e os APOE SNPs rs405509 e rs429358 estariam associados ao

IAH ou ao escore global de apneia ndo foram confirmadas.

Pacientes foram genotipados ap6s uma PSG, de grande amostra populacional do
Estudo Epidemioldgico do Sono de Sdo Paulo. O estudo demonstrou que 0s
polimorfismos do APOE podem modular os efeitos da hipOxia intermitente e da
fragmentacédo do sono na arquitetura do sono de pacientes com SAQOS, e que a presenca
do alelo €2 pode servir como um marcador biologico para a identificacao de um
subgrupo de pacientes com maior probabilidade de sofrer com efeitos prejudiciais da

SAOS no sono (Pellegrino et al., 2011).

Um estudo de caso-controle investigou se as variagcbes no gene APOE-¢ estavam
associadas a alteragdes craniofaciais, IAH e IMC em pacientes com SAOS. Os
polimorfismos que definem o alelo APOE-¢/-4 (SNPs) rs429358 e rs7412 foram
genotipados. N&o houve associacéo do alelo APOE-¢4 com o perfil facial entre esses

pacientes com SAOS. Entretanto, os autores alertaram que em relagdo a pesquisa
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genética, esse estudo estd com pouca forga devido ao pequeno tamanho da amostra

(Roedig et al., 2014).

Uyrum et al., (2015) investigaram os alelos APOE como fator de risco genético na
SAQOS. Comparados aos individuos sem alelos APOE2 (E3/E3, E3/E4), os individuos
com pelo menos um alelo APOE2 (E2/E3, E2/E4) apresentaram um risco 9,37 vezes
maior de SAOS. Os individuos com alelos APOE2 (E2/E3, E2/E4) comparados aos
individuos com apenas um genotipo E3/E3 apresentaram um risco 10 vezes maior de
SAQS. Os autores concluiram que os genotipos especificos de APOE estdo associados a
SAOS em uma populacdo de alto risco, ou seja, aqueles com sinais e sintomas de

SAQCS.
1.4.6- HCRTR2

Orexina, também chamada hipocretina, € um neurotransmissor que regula a
excitacdo, vigilia e apetite. Hipocretina-1 e -2 (também conhecidas como orexina-A e
B) sdo processadas a partir de um precursor comum, a pré-pro-hipocretina (também
conhecida como pré-pré-orexina), que ¢é codificada pelo gene precursor de
neuropeptideo da hipocretina (HCRT) (Sakurai et al., 1998; De Lecea et al., 1998). Um
estudo descreveu as orexinas como ligantes de dois receptores acoplados a proteina G:

HcrtR1 e HertR2. (Sakurai et al., 1998).

O receptor de orexina tipo 2 (Ox2R ou OX2), também conhecido como receptor de
hipocretina tipo 2 (HcrtR2), é uma proteina que em humanos €é codificada pelo gene
HCRTR2. As doencas associadas ao gene HCRTR2 incluem dor de cabeca em cluster e
disturbio do sono (Rainero et al., 2004). As anota¢des da Ontologia Genética (GO)
relacionadas a esse gene incluem a atividade do receptor acoplado a proteina G e a

ligacdo ao hormdnio peptidico (Sakurai et al., 1998; Gaudet et al., 2011).
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Os peptideos do sistema hipocretina/orexina tém efeitos em uma ampla gama de
processos fisioldgicos e comportamentais, como regulacdo da alimentacdo e do sono,
tdnus muscular e fungdes autondmicas e neuroendocrinas, que podem ser relevantes
para a patogénese da SAOS. Além disso, a proximidade dos neurbnios do sistema
hipocretina/orexina aos centros de controle respiratério facilita possiveis interacGes

entre a excitacao e os sistemas respiratorios (Ahmed, et al., 2012).

Niveis plasmaticos de orexina-A foram maiores nos pacientes com SAOS
comparados aos controles e uma correlagcdo positiva, mas fraca, com o indice de
despertar e o IAH (lgarashi et al., 2003). Baixos niveis plasmaticos de orexina-A foram
aumentados pelo tratamento com nCPAP em pacientes com SAQOS grave, sugerindo que
a orexina-A é um marcador de plasma que reflete a gravidade da SAOS e a resposta ao
tratamento (Sakurai et al., 2005). Peever et al., (2003) demonstraram que a atividade do
genioglosso foi aumentada pela injecdo intracerebroventricular (ICV) de orexina,
portanto reducbes na orexina podem contribuir para a supressdo da atividade do

dilatador das VAS, o que pode facilitar a SAOS.

A Tabela 4 resume as informac0es relativas aos genes selecionados nesta pesquisa
quanto a localizacdo, funcdo, vias relacionadas e possiveis relagdes com a SAOS

encontradas em estudos prévios.

Tabela 4. Genes candidatos a SAOS: localizacdo, funcdo, vias relacionadas e

possivel relacdo com a SAOS

RELACAO DE
GENE LOCALIZACAO FUNCAO VIAS RISCO COM
SAOS
Regulagdo circadiana da expresséo
génica, regulacéo ciclo Ritmo circadiano e o Alteracio
PER3 1p36.23 vigilia/sono, resposta ao estimulo metabolismo e circadiana
da luz, arrastamento do relégio efeitos da melatonina

circadiano por fotoperiodo
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MC4R

BDNF

APOE

NRXN3

HCRTR2

18421.32

11p14.1

1913.32

14024.3-g31.1

6p12.1

Desempenha um papel central na
homeostase energética e no
crescimento somatico.

Promove a sobrevivéncia das
células nervosas (neurénios),
desempenhando um papel no
crescimento, maturacao
(diferenciagdo) e manutencéo
dessas células.

Essencial para o catabolismo
normal dos constituintes da
lipoproteina rica em triglicerideos,
transporte de lipidios mediado por
lipoproteinas entre 6rgdos através
do plasma e fluidos intersticiais

Codifica a proteina de superficie
celular neuronal que pode estar
envolvida no reconhecimento e
adesdo celular. Pode mediar a
sinalizagdo intracelular.

Regulagdo da alimentacdo e do
sono, ténus muscular e fungbes
autondmicas e neuroenddcrinas

Sinalizagéo por
GPCR e 0s
receptores de ligagéo
ao ligante peptidico

Vias apoptéticas em
fibroblastos
sinoviais, caminho
GPCR, sinalizagao
ERK, Nanog em
mamifero
pluripoténcia ESC,
caminho CREB

Caminho da estatina,
metabolismo de
lipoproteina,
metabolismo de
vitaminas sollveis
em gordura,
metabolismo de
glicose/energia,
neurociéncia.

Interacdes proteina-
proteina nas sinapses,
moléculas de adesdo
celular (CAMs),
distrofia musculares
e complexo distrofia-
glicoproteina,
transmissdo através
de sinapses quimicas

Receptores de
ligacéo a ligante
peptideo, Sinalizagdo
por GPRC,
sinalizagdo RET,
genes relacionados
ao ritmo circadiano

Obesidade,
ingestao
alimentar,
hiperinsulinemia,
hiperleptinemia

Obesidade e
Atividade
muscular da
VAS

Hipoxia e
fragmentacéo do
sono, alteragdo
craniofacial

Obesidade

indice de
despertar e I1AH,
atividade
muscular da
VAS

Os principais trabalhos publicados envolvendo esses genes acima citados e SAOS

estdo sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5. Genes candidatos para SAOS descritos na literatura

GENES

CANDIDATOS

FENOTIPOS INTERMEDIARIOS

AUTOR

PER3

Expressdo de CRY e PER3 ajuda a prever SAOS grave

Yang, 2019
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BDNF

MC4R

NRXR3

APOE

Expressdo do PER3 foi reduzida na SAOS

O tratamento com CPAP foi associado a uma rapida
diminuicéo dos niveis séricos e plasmaticos de BDNF,
mas ndo a uma diminuicdo na sua secrecao

Pacientes com SAOS reduziram significativamente o0s
niveis séricos de BDNF

BDNF rs6265 (196G/G) pode ser usado para descobrir
SAOS em pacientes ndo-obesos

BDNF foi significativamente aumentado em uma
subpopulagdo de fibras musculares em pacientes com
ronco e SAOS

Relato de caso mutacdo no MC4R em obesidade precoce
e SAOS

NRXNS3 estdo associadas a CC, IMC e obesidade

Varia¢Bes comuns no FTO, TMEM18 e NRXN3
influenciam a vulnerabilidade a complica¢Ges
metabdlicas da privagdo do sono

Néo encontrou associacdo do APOE com SAOS

Cleveland Family Study encontrou evidéncias sugestivas
de ligagdo ao IAH em uma regido do cromossomo 19 que
inclui o gene APOE

Associacdo entre o alelo APOE &4 ao aumento do risco de
SAOS

Polimorfismos envolvendo mais de um locus no gene
APOE (rs405509 e rs7412) e sua regido reguladora estao
associados a SAOS em criancas

Meta-analise resumindo as evidéncias de uma associagao
entre APOE ¢4 e SAOS

APOE rs405509 e rs429358 nao estdo associados a SAOS

Canales et al., 2019

Staats et al., 2005

Wang et al., 2012

Yiksekkaya et al., 2016

Shah et al., 2019

Pillai et al., 2014

Heard-Costa et al., 2009

Prats-Puig et al., 2013

Saarelainen et al., 1998

Palmer et al., 2003

Gottlieb et al., 2004

Kalra et al., 2008

Thakre et al., 2009

Kripke et al., 2010
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HCRTR2

APOE pode modular os efeitos da hipoxia intermitente e
da fragmentacéo do sono na arquitetura do sono de
pacientes com SAOS

Ndo houve associacéo do alelo APOE-¢4 com o perfil
facial entre esses pacientes com SAOS.

Revisdo sistematica ndo evidenciou que os alelos APOE
€2 ee4 e SAOS

Meta-analise encontrou associagéo entre APOE e SAOS

Gen6tipos especificos de APOE estdo associados a SAOS

Meta-analise ndo encontrou associagdo entre APOE
"2/"3/"4 e SAOS

Niveis plasmaticos de orexina-A maiores nos pacientes
com SAOS

Reducdes na orexina podem contribuir para a supressdo
da atividade do dilatador das VAS e facilitar a SAOS.

Orexina-A ¢ um marcador de plasma que reflete a
gravidade da SAOS e a resposta ao tratamento

Pellegrino et al., 2011

Roedig et al., 2014

Xu et al., 2015

Sun et al., 2015

Uyrum et al., 2015

Luetal., 2016

Igarashi et al., 2003

Peever, et al., 2003

Sakurai et al., 2005

Apesar dos desafios em estudar uma caracteristica intrinsecamente complexa, ha

evidéncias crescentes de estudos clinicos e epidemioldgicos de que fatores genéticos

influenciam significativamente a expresséo da SAOS (Redline et al.,, 1997b).

Numerosos genes foram identificados em roedores que influenciam a expresséo ou

regulacdo de proteinas ou receptores que podem ser considerados fenotipos de baixo

nivel para a SAOS (Redline S; Tishler, 2000). Embora uma base genética significativa

para o disturbio seja apoiada por estudos familiares e analises emergentes de associagdo
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de genes candidatos, os estudos moleculares da genética da SAOS tém sido inferiores
aos de outras doencas crbnicas (Liang et al., 2016). A identificacdo dos genes
associados aos fenotipos intermediarios “anatoémicos”, (alteragdes craniofaciais e
obesidade) e “ndo anatdmicos” (fun¢do muscular ineficaz dos musculos dilatadores das
VAS, loop gain alto, baixo limiar de despertar), bem como aos aspectos clinicos do
paciente nos permitird determinar a fisiopatologia desse distlrbio e fornecerd
indicadores importantes para seu diagnostico precoce, prevengdo e intervencao
terapéutica melhor direcionada. Dessa forma, o presente estudo visa contribuir para
deteccdo de alteracBes genéticas em genes que possam estar correlacionados aos dados
clinicos e ao desenvolvimento de cada fenétipo de pacientes diagnosticados com SAOS
para propor um possivel modelo preditivo a ser aplicado a prética clinica e permitira a
estratificacdo de risco para a SAOS. A descoberta desses marcadores genotipicos é de
extrema importancia para detec¢do precoce da doenca, bem como sua prevengéo e

tratamento personalizado dessa patologia.
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2. OBJETIVO

Avaliar a correlacdo entre alteracfes genéticas, fenotipos e dados clinicos que
possam contribuir para o desenvolvimento da SAOS. Para isso, foram considerados 0s

seguintes objetivos especificos:

2.1. Avaliar a influéncia de caracteristicas sociodemogréficas, polissonogréficas e

clinicas na manifestacdo da Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS);

2.2. Caracterizar a contribuicdo genética dos polimorfismos dos genes CLOCK (PER3),

BDNF, MC4R, NRXN3, APOE, HCRTRZ2, na manifestacdo da SAQS;

2.3. Propor um modelo preditivo para a SAOS baseado em caracteristicas

sociodemogréficas, clinicas e genéticas dos pacientes.
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3. METODO

3.1 Desenho de estudo

Foi realizado um estudo caso-controle, com pacientes selecionados em clinica
médica-odontolégica em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os participantes do
estudo foram divididos em dois grupos: 161 pacientes diagnosticados com SAQOS

(grupo caso) e 81 pacientes sem SAOS (grupo controle).

3.2 Coleta de dados

O material da pesquisa consistiu em amostras de sangue periférico, amostras de
saliva, além de informacdes clinicas e polissonogréaficas obtidas de prontuarios médicos
e odontoldgicos entre agosto de 2018 e janeiro de 2020. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(2.980.453) e todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 1 e Anexo 2).

3.3 Participantes

Todos os participantes, casos e controles, necessitavam ter exames basais de
polissonografia como meio de diagndstico da SAOS. Foram utilizados os seguintes

critérios de elegibilidade:
Critérios de inclusdo para o grupo caso

1. Para diagnostico da SAOS foram usados os critérios da American Academy of Sleep

Medicine (American Academy of Sleep Medicine, 2014).

2. Auséncia de dismorfismo craniofacial, sindromes genéticas, dependéncia de drogas,

alcoolismo, transtornos psiquiatricos e deméncia.

3. Idade de 18 a 85 anos.
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4. indice de massa corporal (IMC) <35 kg/m?.
Critérios de incluséo para o grupo controle

Os pacientes do grupo controle foram selecionados com 0s mesmos critérios de
inclusdo do grupo caso, a diferenca foi somente em relacdo ao diagndstico da SAOS
(American Academy of Sleep Medicine, 2014) que para os controles o IAH deveria estar

com <5 eventos/hora.

3.4 Investigacdo molecular

DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue ou de saliva de acordo
com a disponibilidade para coleta por parte do paciente. As amostras dos casos e
controles foram analisadas juntas no mesmo lote sem que o pesquisador soubesse quem

eram casos ou controles.

DNA genbémico foi extraido de leucdcitos do plasma de alguns participantes do
estudo pelo método de concentragdo salina de Lahiri e Nurnberger (Lahiri, Nurnberger,
1991). A quantificagdo foi realizada utilizando-se espectrofotdmetro e as diluigdes

realizadas para a obtencdo de uma concentracao final em torno de 60 ng/pL.

Os participantes que preferiram fazer a coleta por meio de swab bucal foram
orientados a bochechar previamente com 100 ml de &gua destilada e a coleta foi
realizada raspando a face interna das bochechas com pequenas escovas citologicas
estéreis, por aproximadamente 2 minutos de cada lado; as escovas foram introduzidas
em microtubos. As amostras colhidas foram armazenadas em geladeira por periodo de 2

a 30 dias antes da extracéo.

O DNA genomico foi extraido das células epiteliais bucais seguindo o protocolo
adaptado de Aidar e Line (2007). Todos os materiais utilizados eram esterilizados e

livres de DNase/RNase. Ap0s incubagdo, os tubos com amostras coletadas foram
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centrifugados em velocidade maxima da centrifuga por 3 minutos e descartado o
sobrenadante. Em seguida, foi acrescentado 1ml de Tampé&o de Lise (Tris HCI 10mM
pH 8; EDTA 5mM; SDS 0,5%, H-0) e resfriados a -20°C por 20 minutos. Apds esse
periodo, foi acrescentado 30 pL de Proteinase K, e mantido em banho maria a 56°C
durante 3 horas. Ap6s o periodo de incubagdo foi acrescentado mais 500ul de Acetato
de Amonio 10M, vortexado, centrifugado a 12.000 rpm, deixado em temperatura
ambiente, durante 15 minutos. Posteriormente, foi coletado o sobrenadante em novo
tubo de 1,5ml, acrescentado Isopropanol Absoluto gelado, homogeneizada a amostra e
centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado
Iml de Etanol 70%, centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos, descartado o
sobrenadante e deixado o pellet secar. O DNA foi ressupenso em 100 pL de Tampéo
Tris EDTA. A Quantificacdo do DNA foi realizada em NanoDrop, anotadas as

concentracgdes e relacdo A280/A260 considerando adequada >1,80.

A discriminacdo genotipica de variantes do gene PER3 (rs228697, rs228727,
rs228729 e rs10462020) BDNF (rs6265), NRXN3 (rs10146997), APOE (rs7412 e
rs429358), HCRTR2 (rs2653349), MC4R (rs17782313) foi realizada através de PCR-
Real Time no modo de discriminacdo de alelos, no equipamento Strategene Mx3005,

(MxPro QPCR System, 2007 Software, La Jolla, CA), utilizando TagMan.
3.5 Variaveis

3.5.1 Sociodemograficas

As variaveis sociodemograficas e antropomeétricas foram sexo, idade (WHO, 1996),
altura, peso e IMC (WHO,1995). O IMC foi limitado a <35 kg/m? e a idade para <85

anos, para evitar aumento nos niveis de IAH.

3.5.2 Polissonogréficas
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As variaveis polissonograficas foram coletadas das polissonografias dos
integrantes do estudo, realizadas durante uma noite inteira em laboratorios do sono
indicados pelos médicos dos participantes. As variaveis polissonograficas avaliadas
foram: 1AH (Epstein et al., 2009), proporcao de apneias, proporgéo de hipopneias, IAH
em REM, IAH em NREM, IAH posicional, tempo médio de apneia/hipopneia,
saturacdo minima, tempo abaixo de 90% de saturagdo de oxigénio, indice de
dessaturacédo, limiar de despertar (Bosi et al., 2018). Limiar de despertar foi calculado

com parametros da PSG de acordo com os estudos de Edwards et al., (2014).

3.5.3 Clinicas

As variaveis clinicas foram coletadas de prontuarios médicos e odontoldgicos dos
pacientes e incluiram sintomas relacionados ao sono tais como presenca de ronco,
sonoléncia e sono reparador. Relato de alteracbes na salde geral de morbidades
associadas a SAOS foram incluidos como: histérico de hipertensdo, cancer, diabetes,
fibromialgia, diminuicéo da libido, problema cardiaco, problemas emocionais, refluxo,
alteracdo na tireoide, doenca pulmonar, alteracdo na respiracao nasal, habitos de fumar e
beber. Dados odontolégicos como a presenca de bruxismo autorrelatado (Lobbezoo et
al., 2018), dor em masculos mastigatérios, ruido na articulacdo temporomandibular
(ATM), tamanho da lingua, condi¢bes do assoalho bucal, classificacdo de Mallampati,

maé oclusao de Angle, presenca de mordida aberta ou cruzada.

3.6 Anélise estatistica

A andlise dos dados foi realizada no programa estatistico R (versdo 3.6.3).
Inicialmente, modelos de regressdo logistica univariados foram ajustados utilizando
como variavel dependente o diagndstico do participante (caso-controle) e como variavel

independente todas as varidveis clinico-epidemioldgicas uma a uma utilizando a fungéo
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glm. Para as varidveis genéticas, realizou-se a andlise de associacdo com base em cinco
modelos genéticos: codominéncia, dominancia, recessivo, sobredominéncia e log-
aditivo com a fungdo association o pacote SNPassoc. As varidveis que alcangcaram um
nivel de significancia menor que 0,20 na analise univariada foram utilizadas para ajustar
um modelo de regressdo logistica multivariado inicial. Ao final apresenta-se somente 0
modelo de regressao logistica multivariado com variaveis com p < 0,05. O tamanho de
efeito para cada variavel (eta quadrado parcial) foi estimado a partir do modelo de
regressdo logistica multivariado final utilizando a fungdo modelEffectSizes do pacote
ImSupport enquanto o calculo de poder foi realizado a posteriori utilizando a fungéo

modelPower do mesmo pacote.
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4. RESULTADOS

Duzentos e quarenta e dois pacientes foram incluidos na pesquisa, sendo 161
casos e 81 controles. A meédia de idade dos participantes foi 51,48 + 14,29, com
predominio do sexo masculino (57,02%) e a média de IMC foi 26,63 + 4,36. As

variaveis polissonograficas para todos os participantes sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 — Variaveis polissonogréaficas dos pacientes da amostra.

VARIAVEIS POLISSONOGRAFICAS MEDIA DP
IAH (eventos por hora) 17,05 17,13
Proporcéo apneia (eventos por hora) 1,42 6,87
Proporgéo hipopneia (eventos por hora) 3,40 14,32
IAH REM (eventos por hora) 21,05 20,86
IAH NREM (eventos por hora) 18,19 18,17
IAH dorsal (eventos por hora) 16,79 22,44
IAH né&o dorsal (eventos por hora) 13,99 19,88
Tempo médio de apneia/hipopneia (minutos) 21,21 16,04
Saturagdo Minima (%) 82,01 11,24
Tempo abaixo de 90% (minutos) 12,09 26,52
indice de dessaturacéo (eventos por hora) 16,13 26,52
Alto Limiar Despertar (n/%) 149 (61,57%)

A Tabela 7 apresenta as varidveis relacionadas as queixas de sono e presenca de
morbidades de todos os participantes do estudo. Em relacdo as queixas de sono, 143
(59,09%) pacientes relataram sonoléncia excessiva diurna, 161 (66,52%) disseram que
roncam todas as noites e 121 (50%) acordam cansados. As principais morbidades
encontradas foram hipertensdo arterial sistémica (28,92%), diminui¢do da libido

(27,68%), respiracdo bucal (33,47%) e ingestdo de bebida alcodlica (46,69%).
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Tabela 7 — Variaveis clinicas de queixas de sono e morbidades de todos os

participantes do estudo.

VARIAVEL N %

Sonoléncia diurna 143 59,09
Sono Ronca toda noite 161 66,52

Acorda descansado 121 50
Hipertensdo 70 28,92
Cancer 8 3,30
Diabetes 20 8,26
Fibromialgia 7 2,89
Diminuicéo da libido 67 27,68
Problema cardiaco 13 5,37

Morbidades Problema emocional 54 22,31
Refluxo gastroesofagico 47 19,42
Problema na tireoide 29 11,98
Problema pulmonar 17 7,02
Dificuldade de respirar 81 33,47
pelo nariz
Fumar 11 4,54
Beber 113 46,69

Dados odontoldgicos ndo estavam disponiveis em prontuarios de alguns
pacientes. A Tabela 8 mostra os dados odontoldgicos daqueles participantes que tinham
essas informacdes (total de 200 participantes). O bruxismo autorrelatado esteve presente
em 51,5% dos participantes. A maioria dos pacientes tinham Mallampati 11l e IV (24%
e 70,5%, respectivamente). Lingua aumentada foi encontrada em 86,5% dos
participantes, dor em musculatura mastigatoria em 54,5%, ruido em ATM em 40%,
torus mandibular em 15%, palato ogival em 88,5%. Ma oclusao classe | de Angle esteve
presente em 48,5%, Classe Il em 40,5% e classe Il em 11%. Mordida aberta foi

encontrada em 1,5 % dos participantes e mordida cruzada em 15,5%.
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Tabela 8 — Dados odontoldgicos dos participantes do estudo.

VARIAVEL n/N (%)
Bruxismo autorrelatado 103/200 (51,5)
Dor musculos mastigatérios 109/200 (54,5)
Ruido em ATM 80/200 (40)
Tamanho da lingua 173/200 (86,5)
Assoalho bucal 30/200 (15)
Palato 177/200 (88,5)
Grau | 2/200 (1)
Mallampati Grau Il 9/200 (4,5)
Grau 1l 48/200 (24)
Grau IV 141/200 (70,5)
Ma oclusédo dentéria Classe | 97/200 (48,5)
Classe Il 81/200 (40,5)
Classe Il 22/200 (11)
Mordida aberta 3/200 (1,5)
Mordida cruzada 31/200 (15,5)

O maior eta quadrado parcial estimado foi o da variavel saturacdo minima
(0,101) e o menor eta quadrado parcial foi o da variavel ronco subjetivo (0,029). Logo,

0 poder estimado do modelo variou de 69,2% até 99,7%.

Cento e sessenta e um pacientes eram casos e 81 eram controles, foi realizada
analise univariada, utilizando como variavel dependente o diagndstico do participante e
como variavel independente todas as variaveis clinico-epidemioldgicas e
polissonograficas e seus resultados sdo mostrados na Tabela 8. Houve diferenca

significante para género, idade, peso e IMC entre casos e controles (Tabela 9).

A andlise das variaveis polissonograficas evidenciou diferenca significante entre
casos e controles para IAH, IAH REM, IAH NREM, IAH dorsal IAH nédo dorsal, tempo
médio de apneia/hipopneia, score 3 de limiar de despertar, saturacdo minima, indice de

dessaturacéo e ronco subjetivo (Tabela 9).
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Pacientes com SAQS relataram mais a presenca de ronco todas as noites e essa
foi a Unica queixa de sono que mostrou diferenga significante entre casos e controles.
Em relacdo as morbidades houve diferenca significante para a presenca de hipertenséo,

doencga pulmonar e presencga de respiragéo bucal nos pacientes com SAOS (Tabela 9).

A andlise comparativa entre individuos com e sem SAOS para os dados
odontolégicos evidenciou diferenca entre os grupos em relacdo a presenca de lingua
aumentada, palato ogival e ma ocluséo classe Il de Angle nos pacientes com SAOS

(Tabela 9).

Tabela 9 — Comparacao entre casos e controles de todas as variaveis clinico-

epidemioldgicas, polissonograficas e odontoldgicas.
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Variavel Categoria  Caso Controle Coeficiente padréo valor z valor p
SOCIODEMOGRAFICAS
Geénero masculino/feminino 104/57 33/47 -0,964 0,279 -3,458 0,001
Idade (média/DP) 53,57+14,02 47261395 0,030 0,010 3,031 0,002
Peso 79,06+15,01 69,38+14,29 0,050 0,012 4,393 0,000
Altura 1,69+0,09 1,66+0,10 0,016 0,025 0,647 0,518
IMC 27,51+4,37 24,85+3,82 0,179 0,042 4,233 0,000
POLISSONOGRAFICAS
IAH (média/DP) 24,29+16,81 2,63£1,53 1,069 0,209 5,113 0,000
Proporcéo apneia (média/DP) 1,79+7,91 0,31+0,37 0,217 0,344 0,631 0,528
Proporcéo hipopneia (média/DP) 3,05+12,21 4,42+19,30 -0,006 0,010 -0,550 0,576
IAH REM (média/DP) 25,78+21,01 3,51+4,69 0,188 0,030 4,745 0,000
IAH NREM (média/DP) 22,58+18,07 1,82+1,65 1,041 0,232 4,492 0,000
IAH dorsal (média/DP) 20,11+23,69 3,04+4,69 0,13352 0,039 3,435 0,001
IAH néo dorsal (média/DP) 16,76+20,90 3,56+10,26 0,108 0,033 3,243 0,001
(Tn‘:'érljpiglgi;”" de apneia/hipopneia 2915+1580  20,26+1517 0,059 0,024 2,483 0,013
2 64/26,44 23/9,50 -0,965 0,535 -1,805 0,071
Limiar de despertar (N/%)
3 37/15,28 23/9,50 -1,444 0,546 -2,643 0,008
Saturagdo Minima (média/DP) 79,21+11,46  87,87+8,12 -0,181 0,031 -5,899 0,000
Tempo abaixo de 90% (média/DP) 14,23+27,90 6,05+21,26 0,020 0,012 1,733 0,083
indice de dessaturacdo (média/DP) 20,37+20,22 2,83+6,82 0,206 0,044 4734 0,000
CLINICAS
Sonoléncia diurna (N/%) 97/40,08 46/19,00 0,094 0,305 0,308 0,758
Ronco todas as noites (N/%) 83/34,29 42/17,35 1,151 0,324 3,548 0,000
Acordar descansado (N/%) 57/23,55 37/15,28 0,320 0,291 1,090 0,272
Hipertens&o (N/%) 56/23,14 15/6,19 0,825 0,337 2,445 0,015
Cancer (N/%) 5/2,06 3/1,23 -0,211 0,745 -0,284 0,777
Diabetes (N/%) 16/6,61 4/1,65 0,731 0,579 1,263 0,207
Fibromialgia (N/%) 3/1,23 4/1,65 -1,039 0,778 -1,335 0,182
Diminuic&o da libido (N/%) 43/17,76 24/9,91 -0,192 0,300 -0,619 0,536
Problema cardiaco (N/%) 10/4,13 3/1,23 0,103 0,619 0,166 0,868
Problemas emocionais (N/%) 38/15,70 16/6,61 0,190 0,341 0,585 0,559
Refluxo gastroesofagico (N/%) 35/14,46 12/4,95 0,448 0,371 1,205 0,228
Problema na tireoide (N/%) 19/7,85 10/4,13 -0,084 0,421 -0,199 0,843
Doenga pulmonar (N/%) 8/3,30 1/0,41 2,161 1,041 2,075 0,038
Respiragéo bucal (N/%) 69/28,51 12/4,95 1,371 0,349 3,928 0,000
Fumar (N/%) 8/3,30 3/1,23 0,280 0,693 0,405 0,686
Beber (N/%) 78/32,23 35/14,46 0,211 0,291 0,724 0,469
ODONTOLOGICAS
Bruxismo (N/%) 67/27,68 36/14,87 -0,252 0,291 -0,866 0,387
Dor a palpagdo ATM/musculos (N/%) 77/31,81 32/13,22 -0,038 0,313 -0,122 0,903
Ruido articular (N/%) 59/24,38 20/8,26 0,225 0,322 0,69918 0,484
Lingua aumentada (N/%) 132/54,54 40/16,52 1,690 0,437 3,89167 0,000
Assoalho bucal (N/%) 19/7,85 9/3,71 -0,299 0,426 -0,70195 0,483
Palato ogival (N/%) 132/54,54 44/18/18 1,339 0,455 2,94393 0,003
Grade 2 1/0,41 7/2,89 13,620 1029,122 0,013 0,989
Mallampati (N/%) Grade 3 27/11,15 20/8,26 15,817 1029,122 0,015 0,988
Grade 4 114/47,10 27/11,15 17,006 1029,121 0,017 0,987
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Class 1l 66/27,27 15/6,19 0,954 0,355 2,688 0,007
Ma ocluséo (N/%)

Class 111 15/6,19 6/2,47 0,235 0,504 0,466 0,641
Mordida aberta (N/%) 2/0,82 1/0,41 -0,205 1,235 -0,166 0,868
Mordida cruzada(N/%) 25/10,33 6/2,47 0,616 0,484 1,273 0,203

Analise de fatores genéticos

A anélise de associacao entre 0s genotipos e a SAOS ndo evidenciou associacdo
com o0s polimorfismos PER3 (rs228697, rs228727 e rs10462020), NRXN3
(rs10146997), APOE (rs7412 e rs429358), HCRTR2 (rs2653349) e MC4R
(rs17782313). Entretanto, o polimorfismo do BDNF (rs6265) e do PER3 (rs228729)
mostraram associacdo significante com SAOS (p = 0,01317 e p = 0,000094,
respectivamente). No entanto, apds ajuste para idade e IMC, BDNF (rs6265) e PER3
(rs228729) ndo continuaram mostrando associagdo significante (p =0,06201 e p=

0,0659, respectivamente) (Tabela 10).

Tabela 10. Associacdo entre polimorfismos dos genes PER3, BDNF, APOE,

NRXN3, HCRTR2, MC4R e presenca de SAOS

0 % 1 % N&o ajustado Ajustado (idade e IMC)
Polimorfismo
OR lower upper p-value |OR lower upper p-value
BDNF rs6265 82 339 160 66,1166 1,10 251 0,013 |1,52 0,97 2,38 0,062

HCRTR2 rs2653349 78 33,1 158 669|108 064 182 0,768 (1,02 0558 1,79 0,936

MC4R rs17782313 82 34,3 157 65,7|1,18 0,78 18 0,428 |0,75 0,45 124 0,258

NRXN3 rs10146997 81 34,0 157 66 |096 061 153 0874 |091 055 151 0,718

APOE rs7412 81 34,0 157 66 |0,82 040 169 0622 |0,46 0,2 1,08 0,079

PERS3 rs228697 81 34,3 155 65,7|105 056 197 0,763 |[1,12 057 272 0,747

PER3 rs228727 82 34,3 157 657|129 087 193 0,204 (135 087 2,11 0,184




PER3 rs228729 81 33,6 160 66,4|2,16 1,44

APOE rs429358 81 33,9 158 66,1|1,46 0,85

PER3 rs10462020 82 34,3 157 65,7|0,92 0,56

3,23

2,53

1,52

0,000

0,159

0,738

1,59 0,97

1,41 0,79

0,89 051

2,63

2,51

1,53

58

0,066

0,239

0,660

Predicéo da presenca de SAOS por meio do modelo de regresséo logistica

Um modelo de regressdo logistica foi elaborado para predicdo da SAQOS. As

varidveis que alcancaram um nivel de significancia menor que 0,20 na analise

univariada foram consideradas aptas para o modelo final. Entretanto, apenas as

variaveis com p < 0,05 permaneceram no modelo de regressdo logistica multivariada

(Tabela 11). Embora as varidveis polissonograficas sejam importantes, ndo a incluimos

porque a polissonografia é o padrdo-ouro.

Os valores obtidos indicaram que as chances de um paciente ter SAOS sdo

demonstrados no seguinte modelo final:

1) género feminino tem aproximadamente 58% menor chance de ter SAQS;

2) um incremento de 10 anos de idade aumenta em 36% a chance de ter SAOS;

3) a presenca de ronco subjetivo aumenta em 416% a chance de ter SAOS;

4) a presenca de hipertensdo aumenta em 200% a chance de ter SAOS;

5) a respiracao bucal aumenta em 200% a chance de ter SAOS

6) a presenca de palato ogival aumenta 235% a chance de ter SAOS;

7) apresentar uma copia do alelo 2 do SNP rs228729 do PER3 aumenta em 70%

a chance de ter SAOS.

A equacdo derivada do modelo é a seguinte:
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1
D = [1+ exp (—z)]

z= —3.705 —0.855 x (X1} +0.031 = (X¥2) + 1.643 = (X3) + L.105 = (¥4) +1.093 x (X3)
+ 1209 x (¥6) +£0.528 x (X7)

Where:

Dx = diagnosis

exp = exposure

X1 =1, if the gender is female, otherwise 0

X2 = age of the patient in years

X3 =1, if subjective snoring is present, otherwise 0

X4 =1, if hypertension is present, otherwise O

X5 =1, if not breathing well through the nose, otherwise 0
X6 = number of T alleles of PER3 rs 228729

Se o resultado for abaixo 0,763 sugere-se que 0 paciente tenha pouca chance de
ter SAQS, caso seja acima de 0,763 o paciente apresenta elevada probabilidade de ter

SAQS.

Tabela 11: Modelo de regressao logistica para Sindrome da Apneia Obstrutiva do

Sono

VARIAVEL Estimate ErroPadrdo ValorZ ValorP OR Lim. Inf. Lim. Sup.
(Intercept) -3,71 1,052 -3,521 0,000 0,02 0,003 0,177
Género feminino -0,85 0,417 -2,048 0,041 043 0,184 0,954
Idade 0,03 0,015 2,013 0,044 1,03 1,001 1,063
Ronco subjetivo 1,64 0,561 2,929 0,003 5,17 1,761 16,267
Hipertensdo 1,10 0,489 2,261 0,024 3,02 1,208 8,360
Respiracéo bucal 1,09 0,420 2,599 0,009 2,98 1,340 7,048

Palato ogival 1,21 0,574 2,107 0,035 3,35 1,082 10,532
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Alelo T PER3 0,53 0,263 2,005 0,045 1,60 1,023 2,886
rs228729

Apls a aplicagdo da férmula para cada paciente, foram calculadas a
sensibilidade e a especificidade do modelo para todos os pontos de corte. Para valores
de pontos de corte crescentes de 0 a 1, obteve-se a curva ROC cuja area baixa foi de
79,4% (1C 95% 72,2% - 86,6%). O melhor valor de corte foi de 0,763 com sensibilidade

de 71,6% e especificidade de 76,5% (Figura 5).

Receiver Operating Curve
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Figura 5- A curva ROC para o modelo de regressdo logistica foi baseado na

definicéo de chance de ter SAOS. A area sob a curva ROC foi de 79,4% refletindo

a boa discriminacao do modelo.
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5. DISCUSSAO

A suscetibilidade individual para quase todas as doencas humanas na maioria
das vezes é influenciada pela variacdo genética. Portanto, caracterizar a relagdo entre
alteracbes genéticas e predisposicdo a enfermidade auxilia na identificacdo da
patogénese da doenca e possibilita o desenvolvimento de novas estratégias para

prevencéo e tratamento (Claussnitzer et al., 2020).

Para as doencas complexas como a SAQOS, onde multiplos genes, influéncias
ambientais e fatores de desenvolvimento estdo intimamente relacionados (Casale et al.,
2009), métodos baseados em associacdo, focados na deteccdo de diferencas relacionadas
a fendtipos nas frequéncias de alelos variantes direcionam para a analise de amostras de
caso-controle (Yoshizawa et al., 1993; Claussnitzer et. al., 2020). Nesse estudo
avaliamos genes candidatos identificados em estudos prévios de caso-controle e que
mostraram associagdo com os fatores de risco para SAOS como a obesidade que foi
associada aos genes BDNF, MC4R, NRXR3 (Heard-Costa et al., 2009; Pillai et al.,
2014; Yiksekkaya et al., 2016) , alteracdo na atividade da musculatura da VAS pelos
genes BDNF e HCRTR2 (Peever, et al., 2003; Shah et al., 2019), alteragdes circadianas
pelo gene PER3 (Yang, 2019; Canales et al., 2019) e alteracdes craniofaciais pelo gene
APOE (Roedig et al., 2014). Entretanto, apesar desses estudos terem apresentado
alguma associacdo, ainda existem davidas sobre o papel desses genes no

desenvolvimento da SAOS.

Os participantes do presente estudo eram em sua maioria homens de meia idade,
tinham na média sobrepeso e SAOS moderada. Mais da metade desses pacientes tinham
queixas de sono alterado (sonoléncia diurna, acordar cansado e ronco toda noite). Uma
propor¢do aumentada dos participantes apresentou hipertensdo, diminuicdo da libido,

problemas emocionais (ansiedade e/ou depressdo), refluxo gastroesofégico, alteragdes
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na tireoide (hipotireoidismo), respiracdo bucal que s&o morbidades conhecidas
associadas a SAOS (Kapur et al., 1998; Carvalho et al., 2007; Durén-Cantolla et al.,
2009; Mun et al., 2018; Garbarino et al., 2020). Quase metade dos participantes tinham
0 hébito de ingerir bebida alcdolica e isso pode estar associado a piora da gravidade do
ronco, alteragdo da arquitetura do sono, IAH, bem como & menor saturacéo de oxigénio

(Burgos-Sanchez et al., 2020).

Estudo epidemioldgico realizado em S&o Paulo encontrou diferenca na
prevaléncia de SAOS entre homens e mulheres na faixa etaria de 50 a 59 anos, com
maior prevaléncia nos homens (Tufik et al., 2010). Além disso, pessoas com sobrepeso
também apresentaram aumento na prevaléncia, com diferenca entre 0s sexos. Nesse
estudo encontramos resultados semelhantes, no grupo caso, os participantes tinham
idade média de 53,57+14,02, estavam com sobrepeso (27,51+4,37 Kg/m?) (WHO,1995)
e a maioria dos pacientes eram do sexo masculino (104/57). No grupo controle havia
mais mulheres, mais jovens (47,26+£13,95 anos, p=0,00055) e IMC médio dentro da

normalidade (24,85+3,82 Kg/m?, p=0,00002) (WHO,1995).

No presente estudo, 0 grupo caso tinha em média SAOS moderada com um I1AH
de 24,29+16,81 eventos/hora (American Academy of Sleep Medicine (AASM), 1999) e
uma diferenca significante em relacdo a presenca de hipertensdo arterial sistémica no
grupo caso em relacdo ao controle. Existem algumas discrepancias entre os estudos
quanto a correlacao entre os niveis de pressao arterial e a gravidade da SAOS (Duran et
al., 2001), mas em pelo menos dois grandes estudos foi observada uma relacdo dose-
efeito nitida (Lavie et al., 2000; Nieto et al., 2000). Cavallari e colaboradores avaliaram
alteracOes encontradas em pacientes com hipertensdo arterial sistémica do Hospital das

Clinicas de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, e verificaram predominio de pacientes com
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apneia moderada e grave entre os hipertensos, e leve entre os do controle (Cavallari et

al., 2002).

Além do 1AH, os participantes desse estudo apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos caso e controle para a indice de dessaturagdo (20,37+£20,22 versus
2,83+6,82, p <0.0001) e saturagdo minima de oxigénio (79,21+11,46 versus 87,87+8,12,
p <0.0001) o que poderia contribuir para a presenca de hipertensdo nessa amostra. As
repetidas dessaturagdes de oxigénio no sangue e aumentos concomitantes nos niveis de
dioxido de carbono arterial na SAOS aumentam o ténus neural simpético, que por sua
vez causa vasoconstricdo. Na retomada da respiracdo, o débito cardiaco aumenta a
vasculatura periférica contraida o que pode provocar aumentos abruptos e as vezes

acentuados da pressao arterial (Zoccal et al., 2007).

Ronco, sono nédo reparador e sonoléncia diurna excessiva (SED) séo sintomas
sugestivos de SAOS (Epstein et al., 2009), entretanto, surpreendentemente, somente
ronco teve diferenca significante entre caso e controle nas amostras desse estudo. A
falta de correlacdo entre o IAH e a sonoléncia excessiva diurna foi discutida em um
estudo que relatou que os fatores que determinam a SED na SAOS ndo sdo bem
compreendidos e que a gravidade da SAOS medida pelo IAH ndo se correlaciona bem

com a presenca ou grau de sonoléncia diurna (Slater et al., 2012).

Ndo ha evidéncias cientificas suficientes para confirmar ou descartar a
associacao entre bruxismo de sono e desordem respiratoria do sono (De Luca Canto et
al., 2014). Nesse estudo uma parcela significativa dos participantes relatou ter bruxismo

noturno, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre casos e controles.

Os dados odontolégicos dessa investigacdo estdo de acordo com estudos que

avaliaram alterac6es em tecidos moles e esqueléticos relacionados a SAOS, como palato
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ogival (Zonato et al., 2003), lingua aumentada (Neelapu et al., 2017) e ma oclusédo
classe 1l que foram significativamente diferentes entre os grupos caso e controle nesse
estudo. Apesar dos graus de Mallampati Il e IV terem sido os mais encontrados
(Friedman et al., 2013) na amostra desse estudo, ndo houve diferenca significativa entre

casos e controles.

Nesse estudo a avaliagdo de associacdo entre 0s genoétipos e a SAOS ndo
evidenciou associacdo entre o0s polimorfismos PER3 (rs228697, rs228727 e
rs10462020), NRXN3 (rs10146997), APOE (rs7412 e rs429358), HCRTR2 (rs2653349)
e MC4R (rs17782313) com SAOS. Os polimorfismos do BDNF (rs6265) e do PER3
(rs228729) mostraram associagéo significante com SAQOS (p = 0,01317 e p = 0,000094,
respectivamente). No entanto, apds ajuste para idade e IMC, BDNF (rs6265) e do PER3
(rs228729) ndo continuaram mostrando associacdo significativa (p =0,06201 e p=

0,0659, respectivamente).

Um estudo prévio avaliou a associacdo do polimorfismo BDNF rs6265 (G>A)
com SAOS e nédo observou uma diferenga estatisticamente significativa entre pacientes
com e sem SAOS, mesmo em uma andlise de regressdo (YUksekkaya et al., 2016). No
estudo de Yuksekkaya e colaboradores, para evitar o efeito de confusdo da obesidade,
os participantes foram divididos em quatro grupos com base na presenca/auséncia de
SAOS e/ou obesidade. Uma diferenca significativa foi encontrada entre individuos
obesos e ndo obesos em relacdo ao polimorfismo rs6265 do BDNF (p = 0,003). O
gendtipo BDNF 196G/G foi mais comum e o polimorfismo BDNF 196G/A foi menos
comum no grupo com SAOS e sem obesidade, em compara¢do com todos 0s outros
grupos de estudo. Assim, os autores inferiram que o gendtipo BDNF 196G/G pode ser
usado para descobrir SAOS em pacientes ndo obesos. A obesidade é um dos principais

fatores de risco para o desenvolvimento da SAOS (Schwartz et al., 2008), entretanto,
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guase metade dos pacientes com SAQOS ndo sao obesos (Mortimore et al., 1998). Dessa
forma, a pesquisa do gendtipo BDNF 196G/G em pacientes ndo obesos com SAOS
pode ser promissora. O nosso estudo esta de acordo com o estudo de Yiksekkaya, pois
ao avaliarmos a associa¢do do polimorfismo do BDNF rs 6265 apds ajuste para idade e

IMC ndo houve mais associacao significativa para a SAOS.

Estudos recentes sugeriram que o PER3 tem um papel fundamental na
manutencdo do ritmo circadiano em humanos. Apesar de ainda haver poucos estudos
sobre as relacdes entre os genes do relégio circadiano e SAQOS, é importante ter-se em
conta de que o ciclo sono-vigilia pode modular os genes do reldgio circadiano (Eckel-
Mahan e Sassone-Corsi, 2013) e, por sua vez, o sistema circadiano pode influenciar a
ocorréncia e a duracdo da apneia (EI-Chami et al., 2015; Butler et al., 2015). Um estudo
realizado em uma coorte de veteranos ndo selecionados para disturbios do sono,
comparou a expressao relativa de varios genes chave do reldgio bioldgico entre aqueles
com e sem SAOS ou hipoxemia noturna relacionada. Os resultados mostraram que a
expressdo de PER3 foi significativamente diminuida em 35% entre aqueles com SAOS
em comparagdo com aqueles sem SAOS. Além disso, observou-se uma tendéncia de
downregulation de PER3 com o aumento da gravidade da SAOS (Canales et al., 2019).
Outro estudo verificou que os niveis de expressdo de CRY1 e PER3 diminuiram

significativamente a meia-noite e podem predizer SAOS grave.

PER3 possui muitos polimorfismos associados a diversos fendtipos e doencas
(Archer et al., 2017). A rs228729 é um SNP intronico e foi associado ao transtorno
bipolar (Benedetti et al., 2008), a associagdo com cancer e sobrevida ao tratamento
(Couto et al., 2014; Zhang et al., 2014; Qu et al., 2016). Nosso estudo é o primeiro que
avalia a associacdo da rs228729 a SAOS. Em nosso estudo verificamos que PER3

rs228729 foi significativamente associado a SAOS em modelo codomintante,
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dominante, recessivo, heterozigose e log-aditivo, entretanto, apds ajuste para idade e
IMC, houve associacdo significante para dominante e heterose, mas ndo houve mais
associacao significativa para a SAOS pela anélise do log-Aditivo. Esses resultados nos
fazem inferir que o gene PER3 rs228729 apresentou uma tendéncia de associagdo com a

SAQCS.

Apesar das evidéncias apontarem para possibilidade de alteragcbes nos genes
BDNF e PER3 serem relevantes para desenvolvimento da SAOS, o tipo de analise
realizada no presente estudo ndo demostrou essa associa¢do. Seriam necessarias outras
avaliacOes, possivelmente que envolvessem a identificacio de mutacbes ou
polimorfismos em &reas mais abrangentes dos genes ou alteragdes relacionadas a sua

expressao.

A partir de dados coletados de avaliagdo genética e de prontuarios de pacientes
com e sem SAQS, criamos algoritmos a serem testados e, eventualmente, aplicados para
identificar pacientes de risco a SAOS. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
propor algoritmos de previsdo de chance de ter SAOS em populagdes sul-americanas.
Portanto, os resultados e a investigacdo fornecem uma referéncia para investigacoes
com foco na identificacdo de SAOS nas populacdes brasileiras e similares utilizando a
equacao:

1

Dy = [1+ exp (—=z)]

z= —3.705 —0.855 x (X1} +0.031 = (X¥2) + 1.643 = (X3) + L.105 = (¥4) +1.093 x (X3)
+ 1209 x (¥6) +£0.528 x (X7)

Where:
Dx = diagnosis
exp = exposure

X1 =1, if the gender is female, otherwise 0
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X2 = age of the patient in years
X3 =1, if subjective snoring is present, otherwise O
X4 =1, if hypertension is present, otherwise 0
X5 =1, if not breathing well through the nose, otherwise 0
X6 = number of T alleles of PER3 rs 228729

Devemos abordar algumas limitagdes do estudo, principalmente pelo fato dos
exames polissonograficos terem sido realizados em clinicas diferentes no Brasil. Sdo
conhecidas diferencas na realizacdo e andlises dos exames polissonograficos, o que
pode levar a necessidade de validacdo de algoritmos em diferentes contextos. Nossos
resultados devem ser replicados em amostras brasileiras maiores e mais independentes,

de preferéncia envolvendo estudos multicéntricos para minimizar possivel viés do

estudo.
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6. CONCLUSAO

As caracteristicas sociodemograficas, polissonograficas e clinicas associadas a
manifestacdo da SAOS sdo sexo masculino, IMC, idade, presenca de hipertensao,

ronco, palato ogival, lingua aumentada, méa oclusdo classe Il de Angle.

Os polimorfismos dos genes MC4R, NRXN3, APOE, HCRTR2 ndo foram
associados a SAOS, entretanto, os polimorfismos do BDNF (rs6265) e do PER3
(rs228729) mostraram associacdo significante com SAOS, porém, apds ajuste para
idade e IMC, BDNF (rs6265) e do PER3 (rs228729) ndo continuaram mostrando

associacéo significante.

O algoritmo gerado neste estudo, uma vez validado em amostra maior, pode ter
aplicacdo clinica e assim permitird a estratificacdo de risco para a SAOS usando as

caracteristicas sociodemograficas, clinicas e genéticas dos pacientes.

Novas pesquisas sdo necessarias para identificar mutaces ou polimorfismos em
areas mais abrangentes dos genes PER3 (rs228729) e BDNF (rs6265) ou alteracdes

relacionadas a sua expressao.
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Apéndice

Tabela completa de analise estatistica de associacao genética SAOS
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Anexo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (SWAB
BUCAL)

N° Registro COEP:

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DO PERFIL GENETICO E SUA CORRELACAO
COM FENOTIPO DO PACIENTE COM APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO
VISANDO O DIAGNOSTICO PRECOCE E INTERVENCAO TERAPEUTICA
DIRECIONADA”

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, na pesquisa
intitulada: "AVALIAQAO DO PERFIL GENETICO E SUA CORRELAC}AO COM
FENOTIPO DO PACIENTE COM APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO VISANDO O
DIAGNOSTICO PRECOCE E INTERVENCAO TERAPEUTICA DIRECIONADA".
O documento abaixo contém todas as informagfes necessarias sobre a pesquisa que esta
sendo realizada. Sua colaboragdo neste estudo é muito importante, mas a decisdo de
participar deve ser sua. Para tanto, leia atentamente as informac6es abaixo. Se vocé nao
concordar em participar ou quiser desistir em qualquer momento, isso ndo causara
nenhum prejuizo a vocé. Se vocé concordar em participar basta preencher os seus dados
e assinar a declaracdo concordando com a pesquisa. Caso tenha alguma ddvida pode
esclarecé-la com o responsavel pela pesquisa, Dra. Maria de Lourdes Rabelo

Guimardes. Obrigada.
Objetivo do estudo

A identificacdo dos genes e sua relacdo com os fendtipos da sindrome da apneia
obstrutiva do sono fornecerd indicadores importantes para seu diagndstico precoce,
prevencdo e intervencdo terapéutica direcionada. O objetivo desse estudo ¢é
compreender 0s mecanismos genéticos envolvidos no surgimento e nas manifestacdes

clinicas da sindrome da apneia obstrutiva do sono.
Procedimentos

Serdo incluidos nesta pesquisa tanto individuos portadores da sindrome da apneia
obstrutiva do sono, quanto alguns outros individuos ndo acometidos pela doenca, desde
que concordem e assinem o termo de consentimento livre e esclarecido. N&o serdo

administrados aos pacientes quaisquer medicamentos. A Unica realiza¢do pratica aos
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quais 0s pacientes serdo submetidos serd a coleta de saliva por meio de um “swab
bucal”, uma espécie de escovinha, que sera passada levemente na parte interna de sua
boca (bochechas) por um pesquisador. A coleta sera realizada com material esteril,
descartavel e por pessoas devidamente treinadas. O material colhido serd devidamente
etiquetado e utilizado somente para os propositos dessa pesquisa, ndo havendo
quaisquer custos para 0 paciente. Serdo acessadas as informacgdes de prontuarios
clinicos e dos exames de polissonografias ja realizadas na clinica odontologica. As
informacdes obtidas serdo objeto de estrita confidencialidade e ndo envolvem custos ou

pagamento de qualquer espécie.
Pesquisadores

A equipe de pesquisadores € composta pelos seguintes pesquisadores: Dra. Luciana
Bastos Rodrigues (coordenadora da pesquisa), professora do Departamento de Nutri¢éo
da UFMG e Dra. Maria de Lourdes Rabelo Guimaré&es, aluna de mestrado em Medicina
Molecular da UFMG.

Confidencialidade

Todos os dados dessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores terd acesso a eles. Os dados obtidos serdo tratados de forma a resguardar
0 participante, e somente serdo divulgados de forma agregada, sem possibilidade de
identificacdo. Porém os resultados da pesquisa serdo utilizados em trabalhos cientificos
publicados ou apresentados oralmente em congressos e palestras sem revelar sua
identidade. Os dados obtidos durante a pesquisa sdo confidenciais e ndo serdo usados

para outros fins.

RUBRICAS

Voluntario/Participante Pesquisador Responsavel

Assinatura Assinatura

Nome: Nome:
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CPF: ) . - | CPF: . . -

Cada participante recebera um codigo garantindo confidencialidade de sua identidade.

Caso o () senhor (a) queira, tera acesso aos resultados individuais.
Beneficios e riscos

Esta pesquisa oferece riscos minimos ao participante, aqueles inerentes a propria coleta
de saliva por meio da utilizagdao do “swab” bucal, tais como dor, desconforto no local da
coleta. Todos cuidados necessarios para minimizar esses riscos serdo tomados e pessoas
devidamente treinadas realizardo as coletas. Sera assegurado aos participantes o direito
de recusa a participar do estudo através do termo de consentimento livre e esclarecido.
Os beneficios desse estudo serdo o de possibilitar o aprimoramento do diagnostico
precoce, prevencao e tratamento da apneia do sono melhor direcionada para a populacao
nacional. N&o havera qualquer tipo de despesa ao participante, no que tange a materiais
ou testes. Ao assinar esse termo de consentimento o senhor (a) ndo esta abrindo méo de
seus direitos legais. Esse documento seguird em duas vias com espaco destinado para

rubricas na primeira pagina.

Através  deste  documento  fica  assegurado o  direito a0  Sr(a)
que tera

todos os esclarecimentos relativos a pesquisa garantidos, incluindo os métodos
utilizados. A partir do momento que o paciente participante da pesquisa ndo desejar
mais fazer parte da pesquisa, é reservado o direito de se retirar, estando livre de sofrer
quaisquer penalidades ou danos. Se no transcorrer da pesquisa surgir alguma davida,
podera o participante procurar um dos pesquisadores: Dra. Luciana Bastos Rodrigues
(coordenadora da pesquisa) pelo e-mail lu.bastosr@gmail.com, Dra. Maria de Lourdes
Rabelo Guimaraes pelo e-mail mlourdesrg@gmail.com, e, no tel. 3409-9134 (UFMG)
ou no tel. (031) 98775-7671. O COEP podera ser contatado em caso de davidas éticas
(Telefax: 3409-4592).

Eu, ,

paciente voluntario, dou consentimento livre e esclarecido, para que se fagam os testes

necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicacdo dos dados nos relatérios finais e

conclusivos, a fim de que estes sirvam para beneficiar a ciéncia e a humanidade.
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Declaro que recebi uma via do presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Maria de Lourdes Rabelo Guimaraes

Caso o Sr.(a) queira se informar sobre o projeto, independentemente da equipe do

Coordenador, favor contatar:

COEP (Comité de Etica em Pesquisa da UFMG)

Universidade Federal de Minas Gerais

Campus da Pampulha

Av. Antbnio Carlos, 6627, 2° andar — sala 2005- Unidade Administrativa Il
CEP 31270-901

Telefone: (31) 3409-4592



107

Anexo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(SANGUE)

N° Registro COEP:

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DO PERFIL GENETICO E SUA CORRELACAO
COM FENOTIPO DO PACIENTE COM APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO
VISANDO O DIAGNOSTICO PRECOCE E INTERVENCAO TERAPEUTICA
DIRECIONADA”

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, na pesquisa
intitulada: "AVALIACAO DO PERFIL GENETICO E SUA CORRELACAO COM
FENOTIPO DO PACIENTE COM APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO VISANDO O
DIAGNOSTICO PRECOCE E INTERVENQAO TERAPEUTICA DIRECIONADA".
O documento abaixo contém todas as informagGes necessarias sobre a pesquisa que esta
sendo realizada. Sua colaboracdo neste estudo é muito importante, mas a decisdo de
participar deve ser sua. Para tanto, leia atentamente as informac6es abaixo. Se vocé nao
concordar em participar ou quiser desistir em qualquer momento, isso ndo causara
nenhum prejuizo a vocé. Se vocé concordar em participar basta preencher os seus dados
e assinar a declaracdo concordando com a pesquisa. Caso tenha alguma ddvida pode
esclarecé-la com o responsavel pela pesquisa, Dra. Maria de Lourdes Rabelo

Guimarées. Obrigada.
Objetivo do estudo

A identificacdo dos genes e sua relacdo com os fendtipos da sindrome da apneia
obstrutiva do sono fornecera indicadores importantes para seu diagndstico precoce,
prevencdo e intervencdo terapéutica direcionada. O objetivo desse estudo €
compreender 0os mecanismos genéticos envolvidos no surgimento e nas manifestacdes

clinicas da sindrome da apneia obstrutiva do sono.
Procedimentos

Serdo incluidos nesta pesquisa tanto individuos portadores da sindrome da apneia
obstrutiva do sono, quanto alguns outros individuos ndo acometidos pela doenca, desde

que concordem e assinem o termo de consentimento livre e esclarecido. N&o serdo
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administrados aos pacientes quaisquer medicamentos. A Unica realizagdo pratica aos
quais os pacientes serdo submetidos sera a coleta de sangue total (4 ml). O desconforto
associado a coleta de sangue é o habitual de um exame de sangue de rotina. A coleta
sera realizada com material estéril, descartavel e por pessoas devidamente treinadas. O
material colhido serd devidamente etiquetado e utilizado somente para os propésitos
dessa pesquisa, ndo havendo quaisquer custos para o paciente. Serdo acessadas as
informacBes de prontuarios clinicos e dos exames de polissonografias ja realizadas
pelos participantes na empresa Aguia Branca. As informacdes obtidas serdo objeto de

estrita confidencialidade e ndo envolvem custos ou pagamento de qualquer espécie.
Pesquisadores

A equipe de pesquisadores € composta pelos seguintes pesquisadores: Dra. Luciana
Bastos Rodrigues (coordenadora da pesquisa), professora do Departamento de Nutri¢do
da UFMG e Dra. Maria de Lourdes Rabelo Guimaré&es, aluna de mestrado em Medicina
Molecular da UFMG.

Confidencialidade

Todos os dados dessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores terd acesso a eles. Os dados obtidos serdo tratados de forma a resguardar
0 participante, e somente serdo divulgados de forma agregada, sem possibilidade de
identificacdo. Porém os resultados da pesquisa serdo utilizados em trabalhos cientificos
publicados ou apresentados oralmente em congressos e palestras sem revelar sua
identidade. Os dados obtidos durante a pesquisa sdo confidenciais e ndo serdo usados

para outros fins.

RUBRICAS

Voluntario/Participante Pesquisador Responsavel

Assinatura Assinatura

Nome: Nome:
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CPF: ) . - | CPF: . . -

Cada participante receberad um codigo garantindo confidencialidade de sua identidade.
Caso o () senhor (a) queira, tera acesso aos resultados individuais.

Beneficios e riscos

Esta pesquisa oferece riscos minimos ao participante, aqueles inerentes a propria coleta
de sangue total, tais como dor, hematoma ou outro desconforto no local da coleta.
Todos os cuidados necessarios para minimizar esses riscos serdo tomados e pessoas
devidamente treinadas realizardo as coletas. Serd assegurado aos participantes o direito
de recusa a participar do estudo através do termo de consentimento livre e esclarecido.
Os beneficios desse estudo serdo o de possibilitar o aprimoramento do diagnostico
precoce, prevencao e tratamento da apneia do sono melhor direcionada para a populagéo
nacional. N&o havera qualquer tipo de despesa ao participante, no que tange a materiais
ou testes. Ao assinar esse termo de consentimento o senhor (a) ndo esta abrindo mao de
seus direitos legais. Esse documento seguira em duas vias com espaco destinado para

rubricas na primeira pagina.

Através  deste  documento  fica  assegurado o  direito a0  Sr(a)

que tera

todos o0s esclarecimentos relativos a pesquisa garantidos, incluindo os métodos
utilizados. A partir do momento que o paciente participante da pesquisa ndo desejar
mais fazer parte da pesquisa, € reservado o direito de se retirar, estando livre de sofrer
quaisquer penalidades ou danos. Se no transcorrer da pesquisa surgir alguma duvida,
podera o participante procurar um dos pesquisadores: Dra. Luciana Bastos Rodrigues
(coordenadora da pesquisa) pelo e-mail lu.bastosr@gmail.com, Dra. Maria de Lourdes
Rabelo Guimaraes pelo e-mail mlourdesrg@gmail.com, e, no tel. 3409-9134 (UFMG)
ou no tel. (031) 98775-7671. O COEP podera ser contatado em caso de davidas éticas
(Telefax: 3409-4592).

Eu, )

paciente voluntario, dou consentimento livre e esclarecido, para que se fagam os testes

necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicagdo dos dados nos relatorios finais e

conclusivos, a fim de que estes sirvam para beneficiar a ciéncia e a humanidade.
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Declaro que recebi uma via do presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Maria de Lourdes Rabelo Guimaraes

Caso o0 Sr.(a) queira se informar sobre o projeto, independentemente da equipe do

Coordenador, favor contatar:

COEP (Comité de Etica em Pesquisa da UFMG)

Universidade Federal de Minas Gerais

Campus da Pampulha

Av. Antbnio Carlos, 6627, 2° andar — sala 2005- Unidade Administrativa Il
CEP 31270-901

Telefone: (31) 3409-4592



