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RESUMO

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) ¢é caracterizada pela obstru¢ao completa ou
parcial das vias aéreas superiores, resultando em periodos de apneia associada ao sono. A SAOS
aumenta o risco de morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares e cerebrovasculares.
Embora a herdabilidade da SAOS seja estimada em ~40%, os genes subjacentes precisos
permanecem indefinidos. O objetivo do presente estudo ¢ definir a base genética da SAOS
aparentemente monogénica em duas familias brasileiras. Essas familias seguem um padrao
sugestivo de heranca autossdmica dominante. O sequenciamento completo do exoma do DNA
da linhagem germinativa e os dados gerados foram analisados usando o software Mendel, MD.
As variantes selecionadas foram analisadas usando Varstation® com andlises subsequentes que
incluiram validagdo por sequenciamento de Sanger, avaliagdo de pontuagdo patogénica pelos
critérios ACMG, anélises de co-segregacdo (quando possivel), frequéncia alélica, padrdes de
expressao tecidual, andlises de vias, efeito na modelagem de dobramento de proteinas usando
Swiss-Modelo e RaptorX. Duas familias (seis casos de SAOS afetados e trés controles ndo
afetados) foram analisadas. Uma andlise abrangente de varias etapas apontou variantes em
COX20 (rs946982087) (familia A), PTPDCI (rs61743388) e TMOD4 (rs141507115) (familia
B) que parecem ser genes fortes candidatos a serem associados a OSAS nessas familias. Em
conclusdo, as variantes encontradas em COX20, PTPDCI e TMOD4 aparentemente estdo
correlacionadas ao fenotipo da SAOS nessas familias. Mais estudos em familias etnicamente
diversas e casos de SAOS nao familiares sdo necessarios para melhor definir o papel dessas

variantes como contribuintes para o fendtipo da SAOS.

Palavras-chave: Exoma. Apneia Obstrutiva do Sono. SAOS. Genes candidatos.



ABSTRACT

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by complete or partial obstruction
of the upper airways, resulting in periods of sleep associated apnea. OSAS increases morbidity
and mortality risk from cardiovascular and cerebrovascular diseases. While heritability of
OSAS is estimated at ~40%, the precise underlying genes remain elusive. The aim of present
study is define the genetic basis of seemingly monogenic OSAS in two Brazilian families.
Brazilian families with OSAS that follows as seemingly autosomal dominant inheritance
pattern were recruited. Whole exome sequencing of germline DNA and the generated data were
analyzed using Mendel, MD software. Variants selected were analyzed using Varstation® with
subsequent analyses that included validation by Sanger sequencing, pathogenic score
assessment by ACMG criteria, co-segregation analyses (when possible) allele frequency, tissue
expression patterns, pathway analyses, effect on protein folding modeling using Swiss-Model
and RaptorX. Two families (six affected OSAS cases and three unaffected controls) were
analyzed. A comprehensive multistep analyses yielded variants in COX20 (rs946982087)
(family A), PTPDCI (rs61743388) and TMOD4 (rs141507115) (family B) that seemed to be
strong candidate genes for being OSAS associated genes in these families. In conclusion,
sequence variants in COX20, PTPDCI and TMOD4 seemingly are associated with OSAS
phenotype in these families. Further studies in more, ethnically diverse families and non-
familial OSAS cases are needed to better define the role of these variants as contributors to

OSAS phenotype.

Keywords: Obstructive Sleep Apnea. OSAS. Whole-exome sequencing. Candidate genes.
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1 INTRODUCAO

Sono ¢ um estado comportamental fisioldégico, recorrente e reversivel de
desacoplamento e baixa responsividade da percepcdo em relagdo a estimulos ambientais
(Fernandes, 2006). Tal estado ndo ocorre por exaustdo de redes neurais responsaveis pela
vigilia, ao contrario, necessita de ativa¢do de estruturas do sistema nervoso central (SNC) que
o induzam. Estas estruturas, por outro lado, sdo ativadas por genes que ajustam o individuo as
variagdes geofisicas de luz, temperatura corporal, hormonios e metabolismo (Schwartz et al.,

2008; Anafi et al., 2013).

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) ¢ um distarbio que envolve a
interrup¢do ou diminuigdo significativa do fluxo aéreo na presenca de esfor¢o respiratorio
durante o sono (Lévy et al., 2015). E hereditaria e multifatorial, devido a contribuicdes variaveis
de distarbios no controle ventilatério, anatomia craniofacial e adiposidade (Patel et al., 2008;
Peppard e Hagen, 2018). Em todo o mundo, estima-se que 936 milhdes de adultos tenham
SAOS leve a grave (Benjafield ef al., 2019), associada ao aumento da sonoléncia, mortalidade
e morbidade por uma ampla gama de doengas cardiometabolicas e outras (Lévy et al., 2015;

Peppard e Hagen, 2018).

A gravidade da SAOS ¢ caracterizada pelo indice de apneia-hipopneia (IAH), definido
como o numero de eventos de apneia e hipopneia por hora de sono (American Academy of
Sleep Medicine, 2014). Niveis elevados de IAH sdo hereditarios em europeus americanos e
afro-americanos, com quase 40% da variancia atribuida a fatores genéticos (Redline et al.,
1995; Patel et al., 2008).

Em face de uma compreensao ainda incipiente de sua base molecular, os tratamentos
habituais da SAOS abordam apenas as manifestagdes de colapso das vias aéreas e essas terapias
sdo frequentemente mal toleradas pelos pacientes. Assim, hd uma demanda consideravel para
identificar vias moleculares que possam proporcionar objetivos terapéuticos mais especificos
(Cade et al., 2021).

Nos tultimos anos, estudos genéticos identificaram variantes genéticas associadas ao
IAH aumentado, embora esses achados tenham sido baseados em grupos étnicos tnicos (Larkin
et al., 2010) ou apenas em populagdes (Wang et al., 2019; Cade et al., 2021). Até o momento,

ndo ha estudos moleculares robustos avaliando as bases genéticas da SAOS em familias.
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1.1 Conceito de sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS)

A apneia obstrutiva do sono (AOS), também conhecida como apneia-hipopneia
obstrutiva do sono ou sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) ndo ¢ uma doenga isolada,
mas uma sindrome de disfuncdo das vias aéreas superiores durante o sono. Pode ser definida
como um disturbio do sono que envolve a interrupgao ou uma diminuigao significativa do fluxo
de ar na presenca de esforco respiratorio (American Academy of Sleep Medicine, 2014; Jordan
et al., 2014). Pessoas afetadas muitas vezes sofrem de sonoléncia diurna excessiva com suas
morbidades concomitantes (Stowhas et al., 2019), e podem estar em maior risco de doengas
cardiovasculares e cerebrovasculares (hipertensdo, infarto agudo do miocardio e acidente

vascular cerebral) (Leppénen ef al., 2019).

1.2 Epidemiologia da SAOS

A prevaléncia estimada de SAOS na América do Norte ¢ de aproximadamente 20 a 30%
em homens e de 10 a 15% nas mulheres quando a sindrome ¢ definida como um indice de
apneia-hipopneia (IAH) maior que cinco eventos por hora. Quando se utilizam defini¢des mais
rigorosas, combinando um IAH > 5 eventos por hora com relato de pelo menos um sintoma de
sono perturbado ou utilizando um [IAH > 15 eventos por hora, a prevaléncia estimada ¢ de
aproximadamente 15% em homens e 5% nas mulheres (Young et al., 2009; Peppard et al.,
2013).

Estimativas globais usando cinco ou mais eventos por hora sugerem 936 milhdes de
pessoas afetadas por SAOS em todo o mundo, dos quais 425 milhdes apresentam as formas
moderada a grave entre 30 e 69 anos de idade. O niimero de individuos afetados ¢ maior na
China, seguido pelos Estados Unidos, Brasil e India (Figura 1). No Brasil, a populago estimada
entre 30 a 69 anos ¢ de 98.118.248. De acordo com o critério de IAH a prevaléncia de SAOS
estimada para IAH > 5 eventos/h ¢ de 48.729.844 (49,7%) e para IAH > 15 eventos/h,
25.481.720 (26,0%) (Benjafield et al., 2019). Um estudo realizado em 2010 na grande Sao
Paulo com 1.042 pessoas mostrou uma prevaléncia média de 32% na populagdo em geral e

30,1% em trabalhadores (Tufik et al., 2010).



23

Figura 1 — Epidemiologia da SAOS.

USA France Germany Russia
AHI 25 events per h: 54 million AHI =5 events per h: 24 million AHI =5 events per h: 26 million AHI =5 events per h: 40 million
AHI 215 events per h: 24 million AHI 215 events per h: 12 million AHI 215 events per h: 14 million AHI 215 events per h: 20 million

Japan
AHI 25 events per h: 22 million
AHI =15 events per h: 9 million

AHI =5 events per h: 176 million
AHI 215 events per h: 66 million

Brazil
AHI =5 events per h: 49 million
AHI 215 events per h: 25 million

AHI 25 events per h: 31 million AHI =5 events per h: 42 million AHI =5 events per h: 52 million
AHI 215 events per h; 12 million AHI =15 events per h: 17 million AHI 215 events per h: 29 million

Dez paises com o maior numero de individuos com SAOS com base nos critérios da Academia
Americana de Medicina do Sono. (Fonte: Benjafield ef al., 2019).

Os estudos de prevaléncia de SAOS variam de acordo com a etnia. A SAOS ¢ mais
prevalente em afro-americanos com menos de 35 anos em comparagdo com os brancos da
mesma faixa etaria, independentemente do peso corporal (Ancoli-Israel et al., 1995; Redline et
al., 1997). Entretanto, as desigualdades na satde do sono relacionadas a etnia s3o atribuidas a
diferencas nos determinantes de satide, como fatores sociodemograficos, comportamentos de
satde e biologia. Afro-americanos e hispano-americanos sao popula¢des mistas cuja heranca
genética combina duas ou mais populagdes ancestrais originarias de continentes diferentes.
Portanto, ¢ preciso entender a SAOS como uma sindrome de etiologia complexa que nao se
restringe apenas a disfuncdo muscular das vias aéreas, mas que surge como consequéncia de
uma série de patologias e fatores de risco inter-relacionados. A inclusdo de abordagens
genéticas em estudos de populacdes mistas permite uma maior compreensao da base biologica

potencial na saude do sono relacionadas a etnia (Prasad et al., 2018).
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1.3 Diagnéstico de SAOS

A Avaliagao diagndstica de SAOS depende de sinais e sintomas comuns nesse disturbio,
como o ronco, a sonoléncia excessiva e pausas respiratdrias durante o sono. Prejuizos das
fungdes cognitivas, tais como concentracdo, atengdo, memoria, ¢ da fungdo executiva sdao
frequentemente observados. Alteragdes de humor, como irritabilidade, depressao e ansiedade,
também podem ser encontradas (American Academy of Sleep Medicine, 2014; Jordan ef al.,
2014). O diagndstico da SAOS nao ¢ apenas clinico, sdo também necessarios testes objetivos
para sua confirmacao. Assim sendo, diante de determinados critérios clinicos, sdo selecionados
pacientes para que sejam testados objetivamente através da polissonografia (PSG) em
laboratorio do sono e a confirmagdo diagnoéstica seja realizada (Myers ef al., 2013).

Sao candidatos a serem testados laboratorialmente pacientes com sonoléncia diurna
excessiva na maioria dos dias e que apresentem pelo menos duas das seguintes caracteristicas
clinicas da SAOS: ronco alto e habitual, apneia testemunhada ou respiragdo ofegante ou
engasgo durante o sono, € diagnostico de hipertensdo arterial sistémica (Kapur et al., 2017).

A polissonografia € o teste diagndstico padrao-ouro para os distirbios respiratorios do
sono (ASDA, 1997; Kushida et al., 2005; Fleetham et al., 2011). Um registro completo de PSG
deve monitorar os seguintes sinais fisiologicos: eletroencefalograma, eletro-oculograma,
eletromiograma do queixo, fluxo aéreo com sensor de pressdo e termistor oronasal, esforgo
respiratorio, saturagdo da oxihemoglobina e eletrocardiograma ou frequéncia cardiaca.
Parametros adicionais, como sensor de posi¢do corporal e eletromiograma tibial anterior,
podem auxiliar (Epstein ef al., 2009).

Uma opc¢do de ferramenta diagnodstica que pode ser utilizada em substituicdo a
polissonografia em laboratorio sdo os registros polissonograficos com os dispositivos de
monitorizacdo ambulatoriais/domiciliares (HSAT — Home Sleep Apnea Test) (Figura 2). Com
a evolucdo tecnoldgica, o emprego de diferentes métodos para a obtengdo dos registros
domiciliares do sono foram sendo criados e tém apresentado acuracia semelhante & PSG para o
diagnostico de SAOS (Haddad e Bittencourt, 2013).

Em caso de PSG, o diagnéstico de SAOS ¢ confirmado se um dos dois critérios
numerados abaixo estiver presente (American Academy of Sleep Medicine, 2014):

1. Existem cinco ou mais eventos respiratorios predominantemente obstrutivos (apneias
obstrutivas e mistas, hipopneias ou esforco respiratorio relacionado a despertar

(RERA)) por hora de sono com um ou mais dos seguintes:
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= Sintomas de sonoléncia, sono nao restaurador, fadiga ou insdnia.
= Acordar prendendo a respiracdo, sufocado ou engasgado.
= Ronco habitual, interrupgdes respiratdrias observadas.
= Hipertensdo, transtorno do humor, disfuncdo cognitiva, doenca arterial
coronariana, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca congestiva,
fibrilagdo atrial ou Diabetes Mellitus tipo 2.
2. Existem 15 ou mais eventos respiratorios predominantemente obstrutivos por hora de
sono, independentemente da presenca de sintomas associados.

Os dados de PSG podem gerar dois indices como medidas quantitativas de eventos
obstrutivos relacionados ao sono por hora de sono:

« O indice de apneia-hipopneia (IAH = [apneias + hipopneias] / tempo total de sono em
horas).
. O indice de distarbio respiratorio (IDR = [apneias + hipopneias + RERA]) / tempo total

de sono em horas (Epstein et al., 2009).

A maioria dos dispositivos HSAT nao inclui monitoramento de eletroencefalograma
(EEG) e, portanto, RERAs e hipopneias caracterizadas por despertares ndo podem ser
identificados com seguranga. Assim, o nimero de eventos respiratdrios por hora de tempo de
registro, em vez do tempo total de sono, ¢ usado para gerar o indice de eventos respiratorios
(IER). Em dispositivos HSAT validados, o IER se correlaciona bem com IAH e IDR, mas ¢é
normalmente menor, pois o denominador (ou seja, o tempo total de registro) ¢ maior do que o
tempo total de sono usado para calcular o IAH e IDR. Além disso, os resultados em pacientes
de alto risco devidamente selecionados e testados pelo HSAT sao semelhantes aos dos pacientes
submetidos a estudos em laboratério. As evidéncias mostram que a duragdo do tempo de
gravagao usados para gerar o IER com HSAT deve ser de pelo menos quatro horas (Wittine et
al., 2014).

Os pacientes que atendem aos critérios para o diagndstico de SAOS sado
tradicionalmente classificados como portadores de doenca leve, moderada ou grave com base
no IAH e nos sintomas (Epstein et al., 2009):

e Leve —IAH entre 5 e 14 eventos respiratorios por hora de sono. Esses pacientes podem
ser relativamente assintomaticos ou relatar sonoléncia diurna em situagdes monotonas,
tornando-se perceptivel quando o paciente ndo estd estimulado. A sonoléncia diurna

muitas vezes nao prejudica a vida didria, embora possa ser reconhecida por familiares.
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e Moderado — IAH entre 15 e 30 eventos respiratorios por hora de sono. Esses pacientes
geralmente estdo cientes da sonoléncia diurna e tomam medidas para evitar adormecer
em horarios inadequados. Eles sdo capazes de continuar suas atividades diarias, mas em
niveis reduzidos, e podem ter um aumento na incidéncia de infragdes ou acidentes com
veiculos automotores. A hipertensao sistémica pode coexistir. A fragmentagao do sono
¢ observada na SAOS moderada, mas a arquitetura do sono ¢ mais bem preservada do
que na manifestagao grave.

e Grave — TAH superior a 30 eventos respiratorios por hora de sono. Presenca de
sonoléncia diurna que interfere nas atividades diarias normais. Eles tendem a adormecer
frequentemente durante o dia (na postura sentada) e correm o risco de lesdes acidentais
devido a sonoléncia. Pacientes com SAOS grave apresentam risco aumentado de
mortalidade por todas as causas e de uma variedade de morbidades cardiovasculares,

incluindo hipertensdo, doenga arterial coronariana e arritmias.

Figura 2 — Algoritmo para diagnodstico de SAOS.
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(Fonte: adaptado de Kapur et al., 2017).
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1.4 Fisiopatologia da SAOS

Os pacientes com apneia obstrutiva do sono, em geral, ndo apresentam problemas com
a respiracdo ou com a permeabilidade das vias aéreas enquanto acordados, ou seja, possuem
sistemas de controle ventilatorio capazes de regular com precisdo a ventilagdo alveolar e a
gasometria arterial com pequenas variacdes ao longo das horas de vigilia. Entretanto, esse
controle ventilatorio € perdido no inicio do sono. Em uma faringe colapsavel e anatomicamente
comprometida, as vias aéreas superiores se estreitam durante o sono. No entanto, a tendéncia
de resultar em apneias ciclicas repetidas ¢ o produto de varios processos compensatorios que
variam acentuadamente entre os individuos e dentro deles (Dempsey et al., 2010).

A fisiopatologia da SAOS envolve determinantes estruturais e funcionais da
predisposicdo anatdmica para o fechamento das vias aéreas. Dentre eles estdo o sono e os efeitos
do estado de sono nos mecanismos subjacentes a apneia obstrutiva e central, a instabilidade
ventilatoria, mecanismos subjacentes ao controle neuroquimico central da estabilidade
respiratdria e ao controle neuromuscular compensatorio do calibre das vias aéreas. Todos estes
fatores explicam a natureza ciclica e repetitiva da SAOS (Dempsey et al., 2010), sendo seu
determinante chave a anatomia prejudicada das vias aéreas superiores, especialmente

orofaringe (Figura 3).
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Figura 3 — Anatomia da orofaringe.
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O volume do tecido mole nessa regido pode determinar o calibre das vias aéreas. Tonsilas, lingua e
uvula aumentadas podem associar-se com SAOS. A classificagdo de Mallampatti é estabelecida a partir
da relacdo dessas estruturas entre si ¢ pontuais mais altas na classificagdo se associam a SAOS. (Fonte:
Meyers et al., 2013).
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A faringe humana nao possui suporte rigido, exceto em suas extremidades superior e
inferior, portanto, a area da seccdo transversal da faringe varia com a pressao do limen e
depende criticamente das ac¢oes ¢ interagdes coordenadas de mais de 20 musculos esqueléticos
que dilatam e abrem a orofaringe. O aumento das estruturas dos tecidos moles dentro e ao redor
das vias aéreas contribui significativamente para o estreitamento das vias aéreas faringeas na
maioria dos casos de SAOS. Um palato mole e lingua aumentados invadem o didmetro das vias
aéreas no plano anterior-posterior, enquanto as paredes da faringe espessadas invadem o plano
lateral (Dempsey et al., 2010).

A regido retropalatal da orofaringe ¢ o local mais comum de colapso, mas o
estreitamento das vias aéreas ¢ um processo dindmico e frequentemente inclui as areas
retroglossal e hipofaringea (Dempsey et al., 2010). O fechamento das vias aéreas em individuos
obesos com SAOS ocorre principalmente na velofaringe, enquanto em pacientes ndo obesos
com SAOS com mandibula rebaixada, o fechamento ocorre tanto na velofaringe quanto na
orofaringe (Watanabe et al., 2002).

Além dos tecidos moles da orofaringe, a estrutura craniofacial também deve ser
observada, pois determinadas alteragdes apresentam correlacdo com a SAOS (Figura 4)
(Meyers et al., 2013). O tamanho reduzido das estruturas 0sseas cranianas no paciente com
SAOS inclui um comprimento do corpo mandibular reduzido, osso hioide posicionado
inferiormente, retrusdo maxilar e comprimento das vias aéreas aumentado (Figura 5) (Schwab
et al., 1995). Essas dimensdes craniofaciais sao primariamente herdadas, uma vez que

familiares de pacientes com SAOS demonstraram os mesmos perfis craniofaciais.
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Figura 4 — Estrutura craniofacial.
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Algumas medidas e proporg¢des craniofaciais devem ser avaliadas em pacientes com suspeita de SAOS
por se correlacionarem com a colapsibilidade das vias aéreas superiores. Dentre elas estdo o
encurtamento do espago cricomental e do angulo e distdncia tireomentoniana, um angulo
tireomentoniano mais obtuso, mal oclusdes associadas a retornaria e overjet, definido por uma distancia
anteroposterior superior a 3mm entre os incisivos superiores e inferiores. (Fonte: Meyers et al., 2013).

Figura 5 — Imagem de ressonancia magnética sagital média.
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Sujeito higido (esquerda) e em um paciente com SAOS grave (direita). Destacam-se as quatro regides
das vias aéreas superiores (nasofaringe, regido retropalatal, regido retroglossal, hipofaringe) e tecidos
moles das vias aéreas superiores (palato mole, lingua, gordura) e estruturas craniofaciais (mandibula).
No paciente com apneia as vias aéreas superiores sdo menores, tanto na regido retropalatal quanto na
retroglossal, o palato mole ¢ mais longo, o tamanho da lingua ¢ maior e a quantidade de gordura
subcutanea ¢ maior. (Fonte: Schwab et al., 1995).
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Estudos tém destacado que fatores neuromusculares também sdao determinantes
significativos na colapsibilidade das vias aéreas durante o sono. A atividade eletromiogragica
tonica e fasica dos musculos dilatadores das vias aéreas da faringe (genioglosso e tensor
palatino) sdo progressivamente reduzidos da vigilia para o sono REM (Rapid Eye Movement)
e nao-REM (Mezzanotte et al., 1992; Dempsey et al., 2010).

N2ao-REM e REM sdo estagios do sono que sdo definidos comportamentalmente e
podem ser separados pela pontuacdo EEG / EMG (eletroencefalograma / eletromiograma).
Durante o sono n3o-REM, o EEG mostra grandes quantidades de oscilagdo
eletroencefalograficas nas faixas de frequéncia delta (0—4 Hz) e 0o EMG apresenta a preservagao
do tonus muscular. Apos o sono nao-REM, o EEG comeca a mostrar atividade teta abundante
que surge do hipocampo dorsal (Patel et al., 2012), que ¢ o inicio do sono REM. A atividade
cortical durante o sono REM se assemelha a atividade de vigilia, desafiando a nog¢ao de sono
como um estado de atividade uniformemente baixa (Loomis et al., 1937; Aserinsky, 1996).
Durante o REM, o tonus muscular e os movimentos corporais estdo ausentes, porque o0s
neurdnios motores somaticos sao bloqueados por vias inibitorias descendentes origindrias do
tronco encefélico (Clément et al., 2011). Além disso, o0 sono REM ¢ caracterizado pela presenga
movimentos oculares rapidos e flutuagdes na frequéncia cardiaca e na respiragdo. Os individuos
frequentemente experimentam sonhos emocionais ¢ semelhantes a histérias durante o sono
REM (Hobson, 2009).

Durante o sono, o Unico sistema de controle respiratdrio que esta atuando ¢ o autonomo.
Dessa forma, a respiragdo depende exclusivamente de fatores metabdlicos e da ativacao de
quimiorreceptores centrais e periféricos. O aumento da PaCO2 estimula o centro respiratorio e
aumenta a ventilacdo. A hipercapnia ativa os musculos dilatadores das vias aéreas e diminui
sua colapsibilidade por aumentar a tensao das paredes. O sono também reduz a sensibilidade
dos quimiorreceptores, desativa neuronios bulbares e diminui a atividade motora geral, ou seja,
ocorre um relaxamento dos musculos incluindo os das vias aéreas. Esses fenomenos sdo bem
tolerados por pessoas sauddveis, mas em alguns individuos podem predispor a distirbios
respiratorios (Martins et al., 2007).

As alteragdes que ocorrem na ventilagdo sdo especificas de cada fase do sono. No
estagio N3 a ventilagdo ¢ extremamente regular, sem alteracio do volume corrente e da
frequéncia respiratoria. No sono REM, a ventilacdo torna-se irregular, com volume corrente e
frequéncia varidveis, ha perda do tonus da musculatura em relagdo ao sono nao-REM e em

certos momentos o limiar para despertar pode estar elevado. Dessa forma, o sono REM ¢ o
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momento de maior risco para os pacientes com apneia do sono, com eventos graves e longos.
As apneias e hipopneias ocorrem com frequéncia maxima durante o sono REM e nos estagios
1 e 2 do sono nao-REM. Ocasionalmente a apneia pode ser mais frequente no sono ndo REM
do que no sono REM, mas ainda assim as que ocorrem no REM sdo as mais graves e duradouras
(Martins et al., 2007).

Os despertares corticais do sono ocorrem com frequéncia nos disturbios respiratérios do
sono (Younes, 2004). As mudangas fisiologicas imediatas que ocorrem com a excitagdo cortical
sdo benéficas no alivio rapido de eventos respiratdrios graves e suas consequéncias. Por outro
lado, as mudangas fisioldgicas secundarias que ocorrem apos a excitagdo sao susceptiveis de
serem deletérias e perpetuar uma maior instabilidade respiratéria (Figura 6). O equilibrio
relativo entre essas influéncias e seu papel na patogénese da SAOS provavelmente varia entre
os pacientes de acordo com as diferencas na fisiopatologia individual da SAOS (Eckert e

Younes, 2014).

Figura 6 — Mudangas fisiologicas potencialmente benéficas versus desestabilizadoras associadas a
excitagdes induzidas por respiragdo na apneia obstrutiva do sono.
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Sendo assim, além do grau de comprometimento anatdmico, como uma via aérea
superior estreita ou altamente colapsavel, técnicas de endotipagem respiratoria t€ém sido usadas
para identificar trés contribuintes ndo anatomicos para SAOS. Estes incluem controle
respiratorio instavel, capacidade de resposta inadequada dos musculos dilatadores das vias
adreas superiores ao estreitamento da faringe durante o sono, e uma alta propensao para
despertar a niveis relativamente menores de estimulos respiratorios (baixo limiar de despertar
respiratorio) (Eckert, 2018). Aproximadamente 70% dos portadores de SAOS apresentam
comprometimento de um ou mais fatores ndo anatomicos que contribuem para a sindrome

(Eckert et al., 2013).

1.5 Tratamento de SAOS

Os objetivos da terapia para SAOS sdo resolver os sinais e sintomas da sindrome,
melhorar a qualidade do sono, normalizar o indice de apneia-hipopneia e os niveis de saturagao
da oxihemoglobina. A SAOS deve ser abordada como uma doenga cronica que requer
tratamento multidisciplinar de longo prazo. Os beneficios potenciais do tratamento bem-
sucedido da SAOS incluem melhora clinica, redugdo da utilizagao e dos custos com cuidados
de saude e, possivelmente, diminui¢ao da morbidade e mortalidade cardiovascular (Epstein et
al., 2009).

Medidas comportamentais, como evitar ingestdo de bebidas alcodlicas e sedativos,
cessar tabagismo e evitar privacdo de sono, sdo sugeridas como terapias complementares no
tratamento da SAOS. A perda de peso ¢ recomendada para pacientes com sobrepeso e obesidade
e o exercicio fisico deve fazer parte das recomendacdes no tratamento da SAOS devido a sua
indiscutivel capacidade de melhorar diversos parametros fundamentais de satide. Nao ha,
porém, evidéncias suficientes indicando que apenas o exercicio fisico seja uma terapia efetiva
no tratamento da SAOS. A terapia posicional ¢ uma opg¢do de tratamento promissora para
pacientes com SAOS limitada a posi¢ao supina, embora o método ideal e sua eficacia ainda ndo
tenham sido adequadamente estudados (Haddad e Bittencourt, 2013).

Algumas terapias sdo propostas para SAOS (Tabela 1), porém, a terapia com pressao
positiva continua nas vias aéreas (CPAP) ¢é a terapia base para adultos com SAOS. Seu
mecanismo envolve a manutengdo de uma pressao transmural faringea positiva de modo que a
pressao intraluminal exceda a pressdo circundante. O CPAP também estabiliza as vias aéreas

superiores por meio do aumento do volume pulmonar expiratorio final. Como resultado, os
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eventos respiratorios devido ao colapso das vias aéreas superiores sao evitados (Jordan et al.,
2014).

Diversos ensaios clinicos randomizados e metanalises t€ém demonstrado a eficicia da
terapia com pressao positiva nas vias aéreas na reducao da frequéncia de eventos respiratorios
durante o sono, da sonoléncia diurna, melhora da pressao arterial sist€émica, redugdo no risco
de acidentes, melhora a disfun¢ao erétil e melhora na qualidade de vida (Patel ez al., 2003; Giles
et al., 2006; McDaid et al. 2009; Martinez-Garcia et al., 2015; Salord et al., 2016; Martinez-
Cer6n et al., 2016; McEvoy et al., 2016; Kuhn et al., 2017; Jonas et al., 2017; Walia et al.,
2019; Navarro-Soriano et al., 2021). No entanto, nenhum impacto efetivo sobre a mortalidade
foi demonstrado. Além disso, apesar dos importantes efeitos comprovados da terapia através
de CPAP, estima-se que 20 a 40% dos pacientes ndo usam seu dispositivo € muitos outros nao
0 usam a noite toda, todas as noites (Hoffstein ez al., 1992), dificultando assim o tratamento.

Para pacientes com SAOS leve ou moderada que recusam ou ndo aderem a terapia de
pressdo positiva nas vias aéreas, um aparelho oral ¢ uma alternativa ao CPAP. Isso se baseia no
reconhecimento de que, embora a pressao positiva nas vias aéreas seja geralmente mais eficaz
do que um aparelho oral na normalizacdo de eventos respiratorios e episoddios de dessaturagao
de oxihemoglobina durante o sono, a maioria dos pacientes prefere usar um aparelho oral. Ha
um nimero crescente de aparelhos orais que projetam a mandibula para frente ou mantém a
lingua em uma posi¢do mais anterior. Dessa forma, os tecidos moles da orofaringe sdo
mantidos longe da parede posterior da faringe, favorecendo assim a permeabilidade das vias
aéreas superiores (Scherr et al., 2014). Os aparelhos orais diminuem a frequéncia de eventos
respiratorios, despertares e episodios de dessaturacao da oxihemoglobina, em compara¢ao com
nenhum tratamento ou uma intervenc¢ao simulada. Eles também podem melhorar a sonoléncia
diurna, a qualidade de vida e a fun¢ao neurocognitiva (Ramar et al., 2015).

O tratamento cirurgico de SAOS ndo ¢ a primeira opgao terapéutica e parece ser mais
eficaz em pacientes em que a SAOS ocorre devido a uma lesdo obstrutiva grave, corrigivel
cirurgicamente, das vias aéreas superiores, incluindo hipertrofia tonsilar, hipertrofia adenoide
ou anormalidades craniofaciais (Epstein et al., 2009; Randerath ef al., 2011; Senchak et al.,
2015).

A estimulagdo do nervo hipoglosso através de um dispositivo neuroestimulador
implantavel ¢ uma estratégia de tratamento que pode ter seu papel em pacientes selecionados
com AOS moderada a grave, cujo tratamento com CPAP nao foi eficiente (Eastwood et al.,

2011; Goding et al., 2012).
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Tabela 1 — Opcdes terapéuticas para SAOS.

Métodos
Métodos Nio-Invasivos Métodos Invasivos
CPAP AlIO Perda de peso AMM UPFP UPFP+TE AT ENH
Limitagdes
Severidade da AOS Leve-grave Leve-grave Leve-grave Grave Moderada-grave Moderada-grave Moderada-grave Grave
Niimero de 463 425 132 29 212 31 578 584
amostras
Pré (média) 486 +31,8 275+163 276 =246 36,7+ 14(S) 399183 33,7146 182+214 338155
Pos (média) 57+84 12+ 12,5 99+11,2 4,7+3.2(S) 21,5156 154 14,1 4,164 11+13,6
e o 59.3% 68% 27% 27,6% 44,35% 64,5% 77.1%
IAH <1 27,2%
Follow-up 7 anos 4 anos 1 ano 12,543,5 anos 234 meses 3 meses Imediatamente 1 ano
Eficiéncia -+ +++ + Emanas +++ ++ + e+
Limitagdes Pobre aderéncia Estrutura rigida Dificil de Procedimento Insuficiéncia Insuficiéncia Sangramento pds- Alto custo,
dos dentes, conseguir perder altamente velofaringea, velofaringea, operatorio, abrasdo da lingua,
overjet ¢ overbite peso & manter invasivo & disfagia, disfagia, infecgdo da ferida mau
de longo prazo complicado, os dificuldade de dificuldade de funcionamento do
efeitos colaterais deglutigdo deglutigio dispositivo,
incluem ma sensagdes
oclusdo, anormais, etc.
hemorragia

dorméncia facial,
ete.

CPAP (pressao positiva das vias aéreas), AIO (aparelho intraoral), AMM (avango maxilo-mandibular),
UPFP (uvalopalatofaringoplastia), UPFP+TE (uvalopalatofaringoplastia + tonsilectomia), AT
(adenotonsilectomia), ENH (estimulagdo do nervo hipoglosso). (Fonte: adaptado de Xia e Sawan, 2021).

Por fim, uma variedade de agentes farmacoldgicos tém sido estudados como agentes
terapéuticos primarios para o manejo de SAOS, incluindo medicamentos que podem atuar para
estimular o impulso respiratorio diretamente (teofilina) ou indiretamente (acetazolamida),
medicamentos que reduzem a colapsibilidade das vias aéreas superiores (desipramina),
antimuscarinicos (oxibutinina) ou agentes noradrenérgicos (atomoxetina) (Taranto-
Montemurro et al., 2016; Eskandari et al., 2018; Taranto-Montemurro et al., 2019). No entanto,
nenhum agente farmacoldgico provou ser suficientemente eficaz para garantir a substitui¢ao

das terapias supracitadas (Randerath et al., 2011).

1.6 Fatores genéticos associados ao desenvolvimento de SAOS familial

Na molécula de DNA encontram-se os genes que codificam todas as caracteristicas do
organismo. Todas as informacdes estdo armazenadas em uma sequéncia de bases nitrogenadas
e ¢ a partir dela que se da a constru¢do de uma proteina especifica. Se, por algum motivo, houver
uma alteracdo na sequéncia de bases nitrogenadas do DNA, também haveréd alteracdo na

sequéncia de aminoacidos que forma a proteina, e provavelmente nas propriedades dessa
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proteina. Tal alteragao, chamada de variante, pode ser suficiente para provocar o surgimento de
uma caracteristica nova no organismo (Milholland et al., 2017).

Variantes somaticas, ou adquiridas, sao alteragdes nas sequencias de bases nitrogenadas
que ocorrem nas células somaticas de um organismo, que sdo todas as células de um individuo
com excecao das que dao origem aos dvulos e espermatozoides. Esse tipo de variante ¢ menos
importante evolutivamente, pois ndo serd transmitida aos descendentes, mas pode representar
danos significativos a sobrevida de um individuo a depender da linhagem celular afetada e de
sua consequéncia para a proliferacdo celular e manutencdo de sua homeostase. Por sua vez,
variantes da linhagem germinativa sdo transmitidas diretamente de um progenitor ao seu
concepto e a medida que o embrido se desenvolve, a variante patogénica ¢ copiada para todas
as células do corpo (Milholland et al., 2017).

Estudos indicam que existe uma predisposi¢ao hereditaria para o desenvolvimento de
SAQOS (Pillar e Lavie, 1995; Carmelli ef al., 1997; Redline e Tishler, 2000, Casale et al., 2009).
A primeira descri¢do de uma familia que sofria de sintomas de sonoléncia diurna excessiva e
agitacdo noturna, dos quais trés irmaos tinham apneias recorrentes durante o sono ocorreu em
1978 (Strohl et al., 1978). A agregacdo familial possivelmente ocorre porque a maioria dos
fatores de risco envolvidos na fisiopatologia ¢ geneticamente determinada (Redline e Tishler,
2000; Mukherjee et al., 2018).

No entanto, a medida que se entendeu mais sobre a fisiopatologia da doenca, percebeu-
se que além dos fatores de risco, a anatomia craniofacial desproporcional ¢ fator comum em
grupos familiares com SAOS (Guilleminault ez al., 1995). Um estudo realizado na populagao
brasileira avaliando dados antropométricos, clinicos e de PSG evidenciou herdabilidade de 25%
da SAOS em uma populagdo rural, cuja influéncia de covaridveis como idade, sexo e obesidade
foi descartada (De Paula et al., 2016).

A herdabilidade da anatomia das vias aéreas e da postura da cabeca t€ém mostrado
relevancia no aumento do risco de SAOS. Comparando-se caracteristicas do esqueleto e do
tecido mole de gémeos monozigdticos e dizigoticos, o angulo goniaco, a lordose cervical, a
posi¢ao hioidea e das dimensdes velofaringea e hipofaringea apresentam alto grau de
herdabilidade. Sendo que o grau de lordose cervical ainda demonstra correlagdes significativas
com massa corporal, tamanho e posi¢do da mandibula, e as dimensdes das vias aéreas,
especialmente com as dimensdes nasofaringeas (Kang et al., 2018).

O conhecimento a respeito da herdabilidade de fatores associados a SAOS tem mudado

a forma de se analisar e tratar a sindrome, permitindo uma abordagem mais personalizada
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(Owens et al., 2015). A énfase atual estd em identificar qual dos varios mecanismos
fisiopatoldgicos possiveis sdo responsaveis pelo desenvolvimento da sindrome em individuos
especificos com o objetivo terapéutico de direcionar o tratamento e otimiza-lo, deixando de
tratar todos os pacientes de forma homogénea, como se a doenga em si fosse causada por um
unico fator (Chang et al., 2019).

Nesse sentido, fen6tipos especificos que sdo fatores de risco (obesidade, distribui¢do de
gordura corporal, morfologia craniofacial, controle neural dos misculos das vias aéreas) e que
tém uma base genética conhecida ou suspeita, t€ém sido avaliados em busca da identifica¢ao dos
fatores de herdabilidade que se associam a sindrome e que possam conferir o aspecto de
personalizacdo da medicina de precisdo (Tabela 2) (Redline e Tishler, 2000; Mukherjee et al.,
2018).

Tabela 2 — Fenotipos intermediarios e genes candidatos para SAOS.

Fenotipos intermediarios Genes Candidatos

Obesidade 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
Controle ventilatorio RET-proto-oncogene, receptor tirosina-quinase
Fatores de crescimento neurotroficos (BDNF, GDNF)
Endotelina-1
Endotelina-3
Krox-20
Receptor de acido retindico
Receptores de leptina/leptina
Orexina (?)
Dismorfismos craniofaciais Genes homeobox
Receptores de hormonio do crescimento
Receptores do fator de crescimento
Receptor de 4cido retindico
Endotelina-1
Colageno tipo I e II
Fator de necrose tumoral
Regulacio do sono Orexina
Leptina

(Fonte: adaptado de Redline e Tishler, 2000).
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1.7 Exoma (WES), Estudos de Associacio Ampla do Genoma (GWAS) e SAOS

O sequenciamento do exoma total (Whole Exome Sequencing — WES) para a
identificacdo de variantes que levam as doencas mendelianas tem sido extensamente utilizado.
No entanto, apenas recentemente essa tecnologia comecou a ser aplicada a SAOS (Xia et al.,
2014).

WES ¢ uma técnica de sequenciamento que implementa um enriquecimento baseado
em captura de regides codificadoras de proteinas do DNA gendmico (éxons), usando um
conjunto de sondas de hibridizagdao de oligonucleotideos que visam sequéncias de éxons
conhecidas. A aplicagdo mais comum do WES ¢ a deteccdo de variantes de um unico
nucleotideo (Single-Nucleotide Variants - SNVs) ou pequenas insergdes e dele¢des (Indels).
Existem algumas limitagdes deste método, que vao além dos tecnicismos, pois o conhecimento
cientifico da funcdo e os correlatos clinicos de todos os éxons verdadeiramente codificadores
de proteinas no genoma ainda estdo incompletos (Bamshad et al., 2011).

O WES gera centenas de milhdes de leituras de sequéncias curtas com comprimento
médio de 50bp a 125bp. O sequenciamento de fragmentos tem taxas de erro de sequenciamento
mais altas do que o sequenciamento de Sanger; assim, uma validagdo adicional usando o
sequenciamento de Sanger ¢ essencial. Em média, o sequenciamento do exoma identifica cerca
de 24.000 variantes de nucleotideo inico em amostras afro-americanas e quase 20.000 em
amostras europeias, mas mais de 95% dessas variantes sdo polimorfismos conhecidos na
populacdo humana (Bamshad et al., 2011).

A técnica consiste em uma série de etapas: fragmentagdo do DNA gendmico,
hibridizagdo de areas gendmicas de interesse por sondas especificas, captura de sondas
hibridizadas, amplificacdo de fragmentos de DNA, sequenciamento por sintese de cada

fragmento por uma plataforma (Figura 7).
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Figura 7 — Etapas de um sequenciamento de exoma.
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(Fonte: Bamshad et al., 2011).

Em 2017 esta técnica foi utilizada para identificar variantes em 1.475 individuos de
ascendéncia europeia com sintomas de apneia do sono. Foram identificadas 17 variantes
genéticas raras com evidéncias sugestivas de significancia. A replicagdo em um conjunto de
dados independente confirmou a associagdo do polimorfismo “rs” (Referéncia common Single
Nucleotide Polymorphism) rs2229918, com sintomas de apneia do sono. A rs2229918 se
sobrepde as regides 3' nao traduzidas dos genes ERCCI e CD3EAP no brago longo do
cromossomo 19. Ambos os genes sdo expressos em tecidos da regido do pescoco, como lingua,
musculos, cartilagem e traqueia (Van der Spek et al., 2017).

Um estudo do tipo GWAS, caracterizado por métodos matematicos que identificam
associagdes entre regides gendmicas e tracos fenotipicos, conduzido em 2018 identificou que
em homens de diferentes etnias o IAH durante o sono nao-REM esta associado a rs1293687,
localizada no cromossomo 17. Neste local encontra-se o gene RAI/ abrangendo os genes
PEMTI, SREBF1 e RASDI, previamente correlacionados com doenga arterial coronariana,
metabolismo lipidico, a Potocki-Lupski € Smith-Magenis, sindromes associadas aos disturbios
do sono. Este trabalho sugere que os mecanismos fisiopatoldgicos do desenvolvimento da
SAOS podem ser diferentes entre homens e mulheres e que tal condigdo complexa deve estar
associada as bases genotipicas da doenca, que deve ser mais bem esclarecida em estudos

subsequentes (Chen et al., 2018).



40

Em 2021, um novo estudo GWAS identificou a associagdo de variantes em ARMCX3 ¢
a dessaturagdo durante o sono. MRPS33 e C160rf90 foram associados a dessaturagdo durante o
sono, mantendo tempo consideravel de SpO2 <90%. ILISRAP, NRGI, SLC45A42, ATP2B4
também foram associadas a alteracdes na SpO2 (Cade et al., 2021).

Até o presente momento nao existem trabalhos utilizando a analise de exoma total que
identificaram mutacdes especificas relacionadas a sindrome em grupos familiares. Sabe-se que
a SAOS ¢ uma sindrome prevalente, com uma carga importante de hereditariedade e que se
relaciona a um evento extremamente complexo que ¢ o sono. Sendo assim mais estudos que

possam auxiliar na determinagdo genética dessa doenca fazem-se necessarios.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:
Identificar em duas familias brasileiras, através da analise de exoma, alteragdes
genéticas germinativas que possam estar associadas a predisposi¢cdo ou desenvolvimento de

apneia obstrutiva do sono.

Objetivos especificos

2.1 Realizar o sequenciamento do exoma dos integrantes de cada uma das duas familias de
pacientes diagnosticados com sindrome da apneia obstrutiva do sono;

2.2 Analisar nos programas Mendel, MD e Varstation® (Varstation) os dados obtidos nos
sequenciamentos dos exomas para identificar e classificar as alteragdes genéticas
candidatas particulares de cada familia;

2.3 Analisar a patogenicidade e a prevaléncia das alteragdes genéticas candidatas a partir de
guideline da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Richards et
al.,2015);

2.4 Realizar o sequenciamento de Sanger para validar as variantes candidatas identificadas nos
pacientes;

2.5 Avaliar, em outros membros ndo afetados das familias, a presenca das alteracdes genéticas
validadas para investigar a segregacao das variantes;

2.6 Avaliar in silico o impacto da presenga da variante selecionada para a estrutura e fungao

proteica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de pacientes

A populacao do estudo compreendeu nove pacientes com historico familiar sugestivo
de SAOS de duas familias avaliadas. Esses pacientes foram encaminhados ao Laboratério de
Genética Molecular da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para realizagdao das
analises moleculares ap6s diagnostico confirmado por polissonografia. Todos os casos foram
atendidos em consultorios particulares em Belo Horizonte, Brasil. Foram selecionados cinco
individuos na familia A (trés pacientes e dois individuos controles) e quatro familia B (trés
pacientes e um individuo controle). Os individuos controles apresentavam IAH < 5.

O material da pesquisa consistiu em amostras de sangue periférico, informacdes
clinicas, laboratoriais e polissonograficas obtidas de prontudrios médicos e odontologicos. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMGQG). Todos os pacientes e seus familiares que aceitaram participar deste estudo
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Registro de Etica — COEP UFMG

2.980.453) — secao Apéndices.

3.2 Analises moleculares

3.2.1 Extragdo de DNA genomico

O DNA genomico foi extraido a partir de leucdcitos do plasma dos participantes da
pesquisa pelo método de concentracdo salina de Lahiri e Nurnberger (1991) modificado. As
amostras de sangue foram transferidas para tubos de S0mL, ao qual a solu¢ado TKM1 (Tris-HC
10mM; KCI 10mM; MgCl12 10mM; EDTA 4mM) foi adicionada. Em seguida, 5S00uL de Triton
X-100 foram acrescentados a solu¢do, com a finalidade de promover a hemolise. Apos agitagao
vigorosa da mistura foi centrifugada a 1.255rpm por 15 minutos, a 4°C. Apos centrifugacado, o
sobrenadante, repleto de restos de hemadcias, foi removido; e o precipitado, contendo leucocitos,
foi lavado com a solu¢do TKM1. Neste passo, foi realizada uma centrifugacdo a 475rpm por
10 minutos, a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo
leucocitos, mantido no tubo. Nesta etapa, 1.600uL. de TKM2 (Tris-HCl1 10mM; KCI 10mM,;
MgCI2 10mM; EDTA 33mM; NaCl 400mM) foram adicionados ao precipitado, juntamente
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com 100uL SDS 10% — tendo sido este utilizado para promover a lise de leucocitos. Em
seguida, o tubo foi mantido a 55°C, em banho-maria, por 20 minutos. Apds o periodo de
incubacao, 900uL de NaCl (6 M) foram adicionados, com a fungdo de promover a precipitagao
de proteinas. Foi realizada uma ultima centrifuga¢do de 15 minutos, a 2.800rpm, a 4°C. Desta
vez, o sobrenadante, contendo DNA, foi transferido para um novo tubo, com SmL de 4lcool a
100%. Neste momento, houve a visualizagdo do DNA, ¢ este foi lavado em alcool 70%, secado
e transferido para tubo contendo o tampao de elui¢ao TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM, pH
7.0-8.0). A quantificagdo foi realizada utilizando-se espectrofotometro e as dilui¢des realizadas
para a obtengdo de uma concentracao final em torno de 60ng/uL. As amostras permaneceram

armazenadas a -20°C durante todo o periodo da pesquisa.

3.2.2 Sequenciamento de exoma — WES

Amostras de DNA de cinco individuos portadores de sindrome da apneia obstrutiva do
sono foram coletadas para o sequenciamento por exoma (II.4, I11.2 — da familia A; I.1, I1.1, I1.3
— da familia B) (Figuras 8 € 9 —secdes 4.1.1 e 4.1.2). Um total de trés individuos ndo portadores
de SAOS também foram utilizados na investigacdo como controles familiares saudaveis em
relacdo aos individuos portadores da doenca (II.5, III.1 — da familia A; I1.2 — da familia B)
(Figuras 8 € 9). As amostras de DNA obtidas foram preparadas e submetidas a sequenciamento
completo do exoma. O processo empregado consistiu nas seguintes etapas (Bamshad et al.,
2011):

1°) Fragmentacdo do DNA gendmico (fragmentos de 100pb a 200pb) e ligagdo de
adaptadores nas extremidades dos fragmentos;

2°) Desnaturagdo e amplificacdo dos fragmentos de DNA, formando varias copias de
fita simples de cada fragmento;

3°) Hibridizagdo dos fragmentos de interesse através de sondas especificas;

4°) Captura das sondas hibridizadas com as regides de interesse;

5°) Amplificag¢@o dos fragmentos de DNA de interesse, formando varias copias de fita
simples de cada fragmento;

6°) Sequenciamento por sintese (sequencing by synthesis) de cada fragmento no por
meio da plataforma Illumina® HiSeq2000 (Hayward, CA).

Os arquivos VCF das sequéncias de exomas geradas no aparelho HiSeq2000 (//lumina®™)

para os individuos I1.4, I1.5, I11.1, I11.2 — da familia A; I.1, II.1, 1.2, 1.3 — da familia B (Figuras
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8 e 9) foram analisados a partir dos programas Mendel, MD (http://mendel.medicina.ufmg.br
(Cardenas et al., 2017)) e Varstation® (Varstation). Nesses programas foram realizados o
alinhamento das sequéncias capturadas com o genoma humano de referéncia GRCh37 (hgl19)
e para as analises foi empregado o método de filtragem de variantes em sequéncia.

Nas analises em ambos os programas foram incluidas apenas as variantes identificadas
com profundidade de leitura maior que 20.0, que estivessem em posi¢des de boa qualidade de
sequenciamento (call quality > 50), e que apresentassem frequéncia alélica inferior a 1,0% nos
seguintes bancos de dados: 1.000 genomes (www.1000genomes.org), Complete Genomics
(http://www.completegenomics.com/public-data/), e exomas do NHLBI ESP (http://evs.gs.
washington.edu/EVS/). Além disso, por meio destas ferramentas de bioinformadtica, foi
utilizado um filtro para selecionar apenas as variantes que estivessem presentes no DNA dos
pacientes e ausentes nos exomas dos individuos controles. Os genes selecionados apresentaram
variantes de sequéncias homozigoticas ou heterozigotas que ocorreram nos casos analisados,
mas nao ocorreram nos controles.

Cabe ressaltar que o individuo II.2 da familia A fez parte apenas do estudo de segregagao

de variantes e sua amostra ndo foi submetida ao sequenciamento completo por exoma.

3.2.3 Validacdo dos dados encontrados no WES

Apos realizar o sequenciamento dos exomas e selecionar as variantes para validagdo
conforme descrito acima, as alteragdes encontradas foram validadas usando o sequenciamento
de Sanger em uma amostra de DNA independente do mesmo individuo. Essas variantes de
genes especificos, seus primers flanqueadores de éxons especificos e a temperatura de
anelamento desses iniciadores estdo descritos na Tabela 3. A identificagdo dos transcritos
utilizados para elaboracdo dos referidos primers encontra-se na —secdo Apéndices — deste
documento (Tabela 15).

As amostras de DNA extraidas do sangue periférico, dos familiares que consentiram em
participar deste estudo, foram testados para as variantes das sequéncias selecionadas que eram
aparentemente patogénicas e causadoras da doenca. Apds o isolamento do DNA todos os genes
relevantes foram amplificados por PCR (reacdes de cadeia da polimerase) com primers
especificos para cada regido (Tabela 3). As PCR foram realizadas utilizando 50ng/ml de DNA,
2.5ml de Tampao IIB 10x (NaCl 40mM; Tris HC1 10mM, pH 8.4; Triton X-100 0.1%; MgCI2
1.5mM), 2.5ml de dNTPs (0.2mM), 0.5ml de cada par de primers (10pmol/ml) e 0.25ml de Taq
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polimerase (0.625U). Os produtos foram amplificados em termociclador Bio-Rad Mycycler
Thermal Cycler, utilizando as seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C por 3 minutos, e, 35 ciclos
de desnaturacao a 94°C por 30 segundos. Anelamento a 55-62°C por 30 segundos e extensao a
72°C por 30 segundos. Ao término dos ciclos, as reagdes passaram por uma extensao final a
72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram purificados usando o PCRLink™ Quick PCR Purification
Kit (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia) seguindo o protocolo do fabricante e visualizados
em um gel de poliacrilamida 6,5% corado com prata. O protocolo de coloragdo envolveu uma
etapa de fixacdo em acido acético glacial 10%, lavagem em agua destilada por 3 minutos; etapa
de impregnagdo em solugdo de nitrato de prata (10.5g AgNO3, g.s.p 100ml H20, formaldeido
37%, q.s.p 50ml de agua destilada) lavagem em agua destilada por 15 segundos e a etapa de
revelagdo em uma solugdo contendo 50ml de carbonato de sddio (3g de NaCOs, g.s.p 100ml
H20 75ml de formaldeido 100% e 20ml de tiossulfato de sodio 10mg/ml).

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye Terminator v.3.1
cycle sequencing kit, seguindo as instrugdes do fabricante (Applied Biosystems). As sequéncias
foram obtidas no ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados

de sequéncia bidirecional foram analisados usando o software Sequencer 4.9.
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Tabela 3 — Pares de primers desenhados para sequenciamento de Sanger e validagdo de resultados

gerados através de exoma.

Gene Exon Sequéncia (5°- 3°) Tm °C Tamanho (pb)

F, GGTGGAGTCGCGGAGTAG 61,0

cox20 1 126
R, GCGGAGAACGTCCTTACCCA 61,0
F, GCACGGACGTCCTGTAAAGAT 60,0

NUP214 22 263
R, ACCACCATATTGGTGTGACAGTA 60,0
F, TCAGGATGATGTACCAGAGCTAGA 60,0

GPR9S8 39 204
R, AGCTAAGATTAACAAAACAGCACAA 60,0
F, ATCAGCCCCGATTCCAAGGTC 62,0

TLE] 16 190
R, AGAGGCTCTTATTGTGTGGGCTG 62,0
F, AATGTGCAATTTTGCTTCACAAGT 60,0

PKDIL2 5 211
R, TTCTCTTACCTCGGCGGGTT 60,0
F, ACCGGGATGTGGAAACTCTCG 61,0

TEX9 1 159
R, AGGAAGTTAGGCGTCCTAGTCG 61,0
F, CTCAGTGTAGATCTGTGTACTTTTC 58,0

PTPDCI 5 217
R, AGCCCTGCATGACAATGGAT 58,0
F, GTGTCCCTCTATTGTCCGCT 60,0

TMOD4 9 182
R, GGCTGTTAGTCATTAGGTCTGCT 60,0

F, sequéncia forward; R, sequéncia reverse; Tm: Temperatura de anelamento; pb: pares de base.

3.3 Analises in silico

3.3.1 Selecgdo de genes e variantes através do programa Mendel, MD

Usando o programa Mendel, MD foram realizadas duas analises (Tabela 4):

- Anélise 1: para avaliacdo do exoma dos pacientes da familia A: avaliagdo de variantes

existentes nos mesmos genes em todos os individuos afetados (I1.4, III.2), excluindo-se as

variantes presentes no individuo nao afetado (IL.5, III.1).

- Andlise 2: para avaliacdo do exoma dos pacientes da familia B: avaliagcdo de variantes

existentes nos mesmos genes em todos os individuos afetados (I.1, II.1, 11.3), excluindo-se as

variantes presentes nos individuos nao afetados (I1.2).
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Os filtros utilizados no programa Mendel, MD permitiram a deteccao de variantes que
seguissem 0s seguintes critérios: estivessem presentes em exons, estivessem associadas a ganho
ou perda de fungao, fossem homozigotas ou heterozigotas, correspondessem a mutacdes do tipo
sem sentido, de sentido trocado, frameshift ou indels, e fossem identificadas como

possivelmente ou provavelmente patogénicas.

Tabela 4 — Etapas de filtragem na analise do exoma através do programa Mendel, MD.

Programa Mendel, MD
Analise Analise 1 Analise 2
Familia A Familia B
1° Filtro Selecdo de variantes com read depth > 20 e call quality > 50;

Selecdo de variantes que sdo observadas com frequéncia alélica menor que 1% no /000
2° Filtro Genome Project, € no dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database); e
apresentem escore entre 0 a 0,05 no SIFT, 0,95 a 1,0 no Polyphen, 15 a 40 no CADD;

3° Filtro Selecdo das variantes em frameshift, indel, sem sentido ou sentido trocado;
4° Filtro Selegdo das variantes em homozigose ou heterozigose;
5° Filtro Selegdo das variantes que geram impacto grande ou moderado.

3.3.2 Filtragem de variantes através do programa Varstation® (Varstation)

Ap0s a andlise realizada no programa Mendel, MD, os arquivos na extensao “.vcf” foram
adicionados a plataforma de dados do programa Varstation® (Varstation,
https://varstation.com/) com o intuito de confirmar os mesmos achados do programa
supracitado também nesta plataforma. As informagdes a respeito da frequéncia da variante em
bancos de dados, critério em ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), caracteristicas
descritas no OMIM (https://www.omim.org/), seus efeitos descritos em publicagdes disponiveis
no PUBMED (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e resultados em programas preditores
de patogenicidade da variante na estrutura da proteina, disponibilizados nos filtros do

Varstation®, foram utilizadas para classificar as variantes.
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3.3.3 Estudo e classificacio das variantes

As variantes selecionadas em cada uma das familias A e B a partir das analises dos
programas Mendel, MD e Varstation® (Varstation) foram estudadas conforme os critérios e
diretrizes da American College of Medical Genetics and Genomics — ACMG, os quais
encontram-se descritos no trabalho de Richards ef al. (2015) e utilizando a interface do
VarSome (https://varsome.com). Esse método € uma sequéncia de etapas com informagdes que
devem ser levantadas para cada tipo de variante apds extensa revisdo da literatura e bancos de
dados. Como exemplo tem-se o efeito na proteina, a frequéncia e tipos de variantes nos genes,
a posi¢do no transcrito e a presenca e segregacao na familia. Esses critérios sdo avaliados em
conjunto e a probabilidade de a variante em questdo ser patogénica ¢ determinada pela
combinagao de tais algoritmos.

Ao final, ¢ gerada uma classificacdo de variantes sendo uma das cinco categorias a
seguir: “patogénica”, “provavelmente patogé€nica”, “significado incerto”, “provavelmente
benigno” ou “benigno” com mais de 90% de certeza de uma variante ser causadora de doenga
ou benigna. A lista de variantes em genes que nao puderam ser excluidas por nenhuma das
etapas acima e foram classificadas como “patogénicas”, “provavelmente patogé€nicas” ou
“significado incerto” pelo critério da ACMG foram entdo selecionadas para posterior validagao

pelo sequenciamento de Sanger (Tabelas 9 e 11, secdes 4.3.1 ¢ 4.3.2).

3.3.4 Modelos proteicos e impactos estruturais nas proteinas

Com a finalidade de avaliar o impacto estrutural das variantes selecionadas pelo estudo,
foram obtidos modelos das proteinas nao modificadas através das sequéncias proteicas
disponiveis no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/blast/). Utilizando-se os
programas Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org) e RaptorX
(http://raptorx.uchicago.edu) foram construidas imagens bidimensionais das proteinas ndo
modificadas e modificadas para cada uma das variantes selecionadas. A base de dados do
Mutation Taster (https://www.mutationtaster.org) foi utilizada para predizer os impactos das

variantes na estrutura das proteinas.
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4 RESULTADOS

4.1 Populacio de Estudo

4.1.1 Familia A

O probando, individuo 1.4 da familia A (Figura 8), foi diagnosticado com sindrome de
apneia obstrutiva do sono aos 55 anos de idade. A histéria familiar desse paciente para SAOS
inclui relato de ronco alto no pai, ja falecido, com paradas respiratorias testemunhadas e
presenga de SAOS diagnosticada por polissonografia em sete irmaos. Todos os participantes
dessa familia foram avaliados para presenga de SAOS por meio de polissonografia em
laboratdrio do sono, sendo que aqueles que apresentaram um indice de apneia/hipopneia (IAH)
>5 eventos/hora de sono foram diagnosticados como portadores da SAOS. O filho do probando,
o caso III.2 (Figura 8), que hoje estd com 39 anos de idade, apresenta SAOS diagnosticada e
encontra-se em tratamento. Assim, com relagdo a familia A, no presente estudo foram
analisados os exomas dos individuos afetados 1.4 e I11.2 e dos individuos controles I1.5 e III.1
(Figura 8).

Na tabela 5 s@o apresentados os dados clinicos dos individuos 11.2, 11.4, 1.5, I11.1 e I11.2
da familia A. Na familia A, os sintomas de ronco e sonoléncia estavam presentes tanto nos
casos quanto nos controles. Os individuos selecionados ndo apresentaram nenhum problema de
saude geral que pudesse ser associado a SAOS, como obesidade, hipertensao, diabetes, refluxo,
alteragdes tireoidianas, diminuicdo da libido, problema pulmonar ou cardiaco. Ao exame
clinico, todos apresentam lingua aumentada, palato ogival e classificacdo de Mallampati IV,

mas variavam a classificacdo de ma oclusdo de Angle.
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Figura 8 — Genealogia da familia A portadora de SAOS.
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Quadrados negros representam individuos afetados; autoformas em branco indicam individuos nio
afetados; “individuos submetidos a analise de exoma; ‘individuo que participou apenas do estudo de
segregacao; seta indica o probando.



Tabela 5 — Dados clinico-laboratoriais dos individuos estudados na familia A.
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Paciente IMC  Idade IAH  Sat. Min. Sat. Tempo Indice indice Desp. /h CPK Miogl. Ronco Resp. Palato  Mallampati Ma
(kg/m*)  (anos)  (ev./h) (%) Méd. (%) abaixo Dessat. (%) Oclusio
de 90% Nasal (Classe)
1.2 22,6 73 19,8 79,0 85,0 6,8 13,1 18,6 46,0 13,5 Presente  Satisf.  Ogival v I
1.4 25,1 71 13,2 82,0 88,0 6,5 16,9 22,9 78,0 18,0 Presente  Satisf.  Ogival v II
I1.5 22,2 70 4.6 92,0 96,0 0,0 43 3,2 N.D N.D Presente  Satisf.  Ogival v |
1.1 20,7 41 0,4 91,0 96,0 0,0 0,4 0,8 33,0 2,8 Presente  Satisf.  Ogival v 11
1.2 25,5 39 22,9 80,0 86,0 7,0 18,2 0,0 N.D N.D Presente  Satisf.  Ogival v |

IMC = Indice de Massa Corporal; IAH = I'ndica’ de Apneia - Hipopneia (eventos/hora); Sat.Min. = Saturagio Minima %; Sat. Méd. = Saturagio Média %; ndice Dessat.
= indice de Dessaturagao %; Indice Desp./h = Indice de Despertar / hora; CPK = creatinofosfoquinase sérica (VR: Mulher: 26-140U/L; Homem: 38-174U/L); Miogl.
= mioglobina sérica (VR: <90mcg/L); Resp.Nasal = Respiragcdo Nasal Satisfatoria; N.D = ndo disponivel; linhas sombreadas indicam individuos afetados.
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4.1.2 Familia B

O probando, individuo II.1 da familia B (Figura 9), foi diagnosticado com SAOS aos
59 anos de idade. Sua irma (caso I1.3) e sua mae (caso I.1) também foram diagnosticadas com
SAOS e encaminhadas para tratamento. Com relagdo a familia B, no presente estudo foram
analisados os casos I.1, II.1 e I1.3 e o controle I1.2 (Figura 9).

Os dados clinico-laboratoriais de tais individuos estdo apresentados na Tabela 6. Na
familia B, ronco estava presente em todos os casos, mas ndo no controle. Sonoléncia e fadiga
eram queixas importantes nos casos 1.1, II.1 e 1.3, mas ndo no controle I1.2. Em relagdo a
morbidades relacionadas a SAOS, como hipertensdo, diabetes, refluxo, alteracao na tireoide,
diminui¢do da libido, problema pulmonar ou cardiaco, somente o caso II.3 apresentava
hipotireoidismo. Dificuldade de respirar bem pelo nariz estava ausente em todos da familia
B. O IMC estava aumentado em trés membros da familia B, o probando II.1 ¢ a mae 1.1
estavam com sobrepeso e o caso I1.3 estava com grau I de obesidade. De forma interessante,
o controle que tinha um IMC classificado como obesidade grau Il nao apresentava SAOS.
Ao exame clinico, todos tinham lingua aumentada, palato ogival e Mallampati IV, mas

variavam a classificacdo de ma oclusdo de Angle.

Figura 9 — Genealogia da familia B portadora de SAOS.
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Quadrados negros representam individuos afetados; autoformas em branco indicam individuos ndo
afetados; “individuos submetidos a analise de exoma; seta indica o probando.
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Tabela 6 — Dados clinico-laboratoriais dos individuos estudados na familia B.

Paciente IMC  Idade IAH Sat. Min. Sat. Tempo indice indice Desp. /h CPK Miogl. Ronco Resp. Palato  Mallampati Mia
(kg/m*)  (anos)  (ev./h) (%) Méd. (%) abaixo  Dessat. (%) Oclusio
de 90% Nasal (Classe)
I.1 29,6 86 17,1 88 92 5.8 11,7 24,2 61,3 8,0 Presente  Satisf. Ogival v I
1.1 24,5 59 9,9 87 92 4,1 9,0 14,2 57,2 12,5 Presente  Satisf.  Ogival v I
1.2 35,0 57 4,8 90 95 0,1 3,1 1,8 31,5 5,0 Ausente  Satisf.  Ogival v I
1.3 338 50 233 85 89 6,3 13,5 19,6 N.D N.D Presente  Satisf. Ogival v I
1.4 323 48 3,6 91 96 0,8 24 1,0 N.D N.D Ausente  Satisf.  Ogival v I

IMC = Indice de Massa Corporal; IAH = indica de Apneia - Hipopneia (eventos/hora); Sat.Min. = Saturagio Minima %; Sat. Méd. = Saturagdo Média %; Indice Dessat.
= indice de Dessaturag@o %; Indice Desp./h = Indice de Despertar / hora; CPK = creatinofosfoquinase sérica (VR: Mulher: 26-140U/L; Homem: 38-174U/L); Miogl.
= mioglobina sérica (VR: <90mcg/L); Resp.Nasal = Respiracdo Nasal Satisfatoria; N.D = ndo disponivel; linhas sombreadas indicam individuos afetados.



54

A Figura 10 apresenta um fluxograma que sintetiza os resultados em cada uma das
etapas de andlise e filtragem de variantes das familias estudadas, bem como a sele¢do dos genes
e sua subsequente validagdo. Os resultados detalhados de cada etapa serdo apresentados nos

itens a seguir.

Figura 10 — Fluxograma do método de analise in silico realizado para o WES.
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Familia A: Apos andlise ACMG & AMP, seis variantes missense classificadas como “significado
incerto” foram consideradas candidatas para validagdo por sequenciamento de Sanger (COX20,
NUP214, GPRY9S, TLEI, PKDIL2, TEX9). Variantes missense dos genes GPR9S, TEX9 e PKDIL2
presentes na analise do exoma ndo foram validadas ou confirmadas nos dois individuos afetados. As
variantes missense dos genes NUP214 e TLE] foram validadas nas amostras submetidas a analise do
exoma, mas nao foram encontradas no individuo II.2 no estudo de segregacdo. Familia B: Utilizando
filtros de Mendel, MD e Varstation®, foram identificadas 10 variantes, todas em heterozigosidade,
presentes em 10 genes. Apos a analise ACMG & AMP, duas variantes missense foram validadas pelo
sequenciamento de Sanger e consideradas neste estudo.
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4.2 Analises do sequenciamento por WES

4.2.1 Familia A - WES

A andlise do WES dos quatro individuos genotipados da familia A resultou em uma
média de 81.228 variantes, presentes em 13.228 genes. A qualidade média do sequenciamento
(call quality) foi de 728 e a profundidade média de leitura (read depth) foi 37. Uma média de
11.232 variantes de nucleotideos tnicos de sentido trocado (missense) foi encontrada nos quatro
pacientes sequenciados, € o nimero médio de variantes sem sentido (nonsense) foi de 81

(Tabela 7).

Tabela 7 — M¢étricas associadas as amostras dos pacientes e controles da familia A submetidos ao
sequenciamento por exoma.

- . Média Média
Familia Amostra Total de SNV Nonsense Missense .
call quality  read depth

11.4 80967 80 11403 658 34

Familia A 1.5 80371 79 10994 703 36
III.1 81184 80 11195 719 37

1I1.2 82390 88 11336 833 44

Meédia 81228 81 11232 728 37

SNV: Single Nucleotide Variant.

Foram encontradas 38.612 variantes em comum entre os individuos afetados da familia
A (I1.4 e I11.2), localizadas em 7.462 genes. Apo0s as etapas de filtragem especificadas nos itens
3.3.1 e 3.3.2, analisando-se apenas as variantes presentes em ambos os softwares (Mendel, MD
e Varstation®), e excluindo-se aquelas comuns aos casos e controles (IL.5 e I11.1), um total de
13 variantes foram selecionadas, sendo todas em heterozigose, pertencentes a 13 genes
(COX20, NUP214, DNAH10, GPR9S, WFDCI, TLEI, PKDIL2, VPS13C, TEXY9, JMJD?7,
SHB, MRGPRX4, MUC6).
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4.2.2 Familia B - WES

Em relacdo a familia B, a analise do WES dos quatro individuos genotipados apresentou
uma média de 78.481 variantes, presentes em 9.736 genes. A qualidade média do
sequenciamento (call quality) foi de 700 e a profundidade média de leitura (read depth) foi 35.
Uma média de 10.797 variantes de nucleotideos tinicos de sentido trocado (missense) foram
localizadas nos quatro pacientes sequenciados, € o numero médio de variantes sem sentido

(nonsense) foi de 69 (Tabela 8).

Tabela 8 — Métricas associadas as amostras dos pacientes e controles da familia B submetidos ao
sequenciamento por exoma.

- . Média Média
Familia Amostra Total de SNV Nonsense Missense .
call quality  read depth

I.1 77278 73 10478 716 35

Familia B 1.1 79196 68 10949 751 38
11.2 79200 67 10945 683 34

11.3 78250 68 10817 653 33

Meédia 78481 69 10797 700 35

SNV: Single Nucleotide Variant.

Um total de 40.318 variantes em comum entre os individuos afetados da familia B (I.1,
I1.1 e I1.3), foram localizados em 6.526 genes. Apos o uso sistematico dos filtros dos programas
Mendel, MD e Varstation® (itens 3.3.1 e 3.3.2), e excluidas as variantes comuns aos casos €
controle (II.2), foram identificadas 10 variantes, todas em heterozigose, pertencentes a 10 genes

(NLRP6, SLC22418, ZNF433, POTEC, PIF1, PTPDCI, ZFPM?2, ZBTB24, LARS1, TMOD4).
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4.3 Estudo e classificacio das variantes

A avaliagdo das amostras das familias portadoras de SAOS através de exoma realizada
no presente trabalho apresentou 23 genes — 13 deles referentes a familia A e 10 referentes a
familia B — com potencial de estarem envolvidos na fisiopatologia da sindrome. No entanto,
vale ressaltar que nenhum dos genes selecionados ¢ compartilhado entre as familias avaliadas.
Apos a identificacdo das variantes nos genes supracitados, foi realizado o estudo e
classificagdo das variantes, conforme os critérios e diretrizes da American College of Medical

Genetics and Genomics ACMG, utilizando a interface do VarSome (item 3.3.3).

4.3.1 Familia A — ACMG / VarSome

Em relacdo a familia A, ap6s analise, foram encontradas cinco variantes “provavelmente
benignas” e duas “benignas”. Seis variantes missense classificadas como sendo de “significado
incerto” foram selecionadas como candidatas a validagdo por sequenciamento de Sanger
(Tabela 9). A descri¢ao detalhada das informagdes, obtidas através da andlise no VarSome
(https://varsome.com), revisao bibliografica na literatura no PUBMED
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), no ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e no
OMIM (https://www.omim.org), encontra-se na Tabela 10.
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Tabela 9 — Variantes observadas em todos os individuos portadores de SAOS e ausentes nos controles

da familia A.
Classificagao
Chr Gene Posicao rs c.DNA Proteina

ACMG (VarSome)
1 COX20 244999041  rs946982087 c.25G>A p-Glu9Lys Significado incerto
9 NUP214 134049657  rs902499481  ¢3112A>G  p.Lys1037Glu Significado incerto
12 DNAHI0 124333367  rs75173589 c.5686G>A  p.Vall896Met Provavelmente benigna
5 GPRIS 90004717  rs202211640  c.8815C>A  p.Pro2939Thr Significado incerto
16 WFDCI 84353166  rs145072849 c.551G>A p.Argl84His  Provavelmente benigna
9 TLEI 84205726  rs1333105043  c.1823T>C p-Leu608Pro Significado incerto
16 PKDIL2 81241175 rs79139155 ¢.826C>T p-Leu276Phe Significado incerto
15 VPS13C 62160874 rs77673743  ¢.10847G>A  p.Gly3616Asp Benigna
15 TEX9 56657655  rs746610687 ¢.7G>C p-Gly3Arg Significado incerto
15 JMJID7 42127226  rs747062485 c.277G>T p-Ala93Ser Benigna
9 SHB 38068162  rs199974314 c.481C>G p.Leul61Val  Provavelmente benigna
11 MRGPRX4 18195609  rsi46132319 ¢.806C>T p.Pro269Leu  Provavelmente benigna
11 MUC6 1031202 rs139011641 c.541G>A p-Glyl81Arg  Provavelmente benigna

As linhas sombreadas representam variantes com potencial deletério de acordo com a andlise in silico.
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Tabela 10 — Descrigao da classificagdo das variantes encontradas na familia A com potencial de apresentarem patogenicidade.

CLASSIFICACAO ACMG (VarSome)

Gene
OMIM ClinVar Publicacdes
(rs) Geral Regra Significado
COX20 Deficiéncia do Neuropatia Sionificads PM2 géo presente em: Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, ou Exome Aggregation
(r$946982087) complexo - (Otero et al., Eigncerto onsortium
rs 1 o
mitocondrial IV 2018) PP2 Troca de sentido onde poucas alteragdes desse tipo sdo benignas, sendo um mecanismo comum de doenga
L . PM1 Variante em regido de dominio critico proteico
eucemia
NUP214 ioni
Leucemia -- (Zheng et al Slgmﬁcado PM2  Nio presente em GnomAD
(5902499481) 20% ) > incerto
BP1 75% das variantes de sentido trocado sdo benignas
Sd. de Usher
GPRYS Sd. de Usher . o Significado ~
(r5202211640) Convulsdes Benigno  (Castiglione e certo PM2  Nao presente em GnomAD
Maller, 2022)
Sarcoma PM2  Nao presente em GnomAD
TLEI Y tal Significado
(r51333105043) - h a;ogz%)a N incerto  pps Predigdo em programas: Benigna (MVP, MutationAssessor) / Patogénica (BayesDel addAF, DANN,
DEOGEN?2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MutationTaster, PrimateAl, REVEL e SIFT)
Doenga Renal PP3 Predi¢do em programas: Benigna (BayesDel addAF, LIST-S2, MVP e PrimateAl) / Patogénica
PKDIL2 3 3 Policistica  Significado (DANN, EIGEN, FATHMM-MKL, MutationTaster ¢ REVEL)
(rs79139155) (Kim et al., incerto
2020) BS1 Frequente no GnomAD
Cili . PM2  Nao presente em GnomAD
TEX9 iliopatia ;1 ificado
(r5746610687) - - (Sth;l‘.razt‘gf‘;)d incerto p,  Predigdo em programas: Benigna (DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MVP,

PrimateAl e REVEL) / Patogénica (BayesDel addAF, DANN, MutationAssessor, MutationTaster e SIFT)

-- indicam informagdes nao encontradas nesta etapa do estudo.
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4.3.2 Familia B— ACMG / VarSome

O estudo da familia B encontrou seis variantes “provavelmente benignas” e duas
“benignas” que foram descartadas quanto ao seguimento do estudo. Duas variantes missense de
“significado incerto” (VUS) foram tidas como candidatas a validagao por sequenciamento de
Sanger (Tabela 11). As informagdes quanto a classificacdo dessas variantes, obtidas por meio
do VarSome (https://varsome.com), revisdo bibliografica na literatura, ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e OMIM (https://www.omim.org), encontram-se na

Tabela 12.

Tabela 11 — Variantes observadas em todos os individuos portadores de SAOS e ausentes nos controles
da familia B.

Classificacao
Chr Gene Posicao rs c¢.DNA Proteina
ACMG (VarSome)
11 NLRP6 281073 1946982087  ¢.1339C>T  p.Argd47Cys  Provavelmente benigna
11 SLC22418 2929502  rs143044180  c.184G>T p-Gly62Cys  Provavelmente benigna
19 ZNF433 12126348 15202067147 ¢.1229C>T  p.Thr410Met  Provavelmente benigna
18 POTEC 14542931 145554841  c.215G>A p-Cys72Tyr  Provavelmente benigna
15 PIF1 65108865  rs150356082 ¢.1774C>T  p.Arg592Cys  Provavelmente benigna
9 PTPDCI 96857621 rs61743388 c.477G>T p-Trp159Cys Significado incerto
8 ZFPM?2 106801092 15202204708  ¢c.679A>G p.lle227Val Benigna
6 ZBTB24 109803084  rs147441359  c.146G>A p-Arg49Gin Benigna
5 LARSI 145503564  rs34823161 ¢.3077A>G  p.Tyr1026Cys Provavelmente benigna
1 TMOD4 151143043 rsi41507115 c.967G>A  p.Gly323Arg Significado incerto

As linhas sombreadas representam variantes com potencial deletério de acordo com a analise in silico.
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Tabela 12 — Descri¢ao da classificagdo das variantes encontradas na familia B com potencial de apresentarem patogenicidade.

CLASSIFICACAO ACMG (VarSome)

Gene
OMIM ClinVar Publicagdes
(rs) Geral Regra Significado
A posi¢ao ¢ fortemente conservada (phyloP100way = 9,29 ¢é maior que 7,2). A contagem de alelos homozigotos
Anemia de PM2 dos exomas GnomAD = 1 ¢ inferior a 3 para o gene PTPDCI (ndo ¢ possivel verificar a cobertura dos exomas
PTPDCI Fanconi L gnomAD). A contagem de alelos homozigotos dos genomas GnomAD = 1 ¢ menor que 3 para o gene PTPDC]
. Significado
-- -- (Wickramasekara : (com boa cobertura de genomas gnomAD = 31,9).
(rs61743388) e Stessman Incerto
2019) PP3 Predi¢do em programas: Benigna (BayesDel addAF, DEOGEN2 e MVP )/ Patogénica (DANN, EIGEN,
FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MutationAssessor, MutationTaster, PrimateAl, REVEL e SIFT)
A posi¢ao ¢ fortemente conservada (phyloP100way = 7,71 ¢ maior que 7,2). A contagem de alelos homozigotos
dos exomas GnomAD = 0 ¢ inferior a 3 para o gene TMOD4 (com boa cobertura de genomas gnomAD = §3,1).
: . - PM2 A contagem de alelos homozigotos dos genomas GnomAD = 0 ¢ menor que 3 para o gene TMOD4 (com boa
T™MOD4 Miopatia (Berger ~ Significado & g & que > p g
-- -- - cobertura de genomas gnomAD = 32.5).
(rs141507115) etal., 2014) incerto
PP3 Predi¢do em programas: Benigna (BayesDel addAF, DEOGEN2 e MVP) / Patogénica (DANN, EIGEN,

FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MutationAssessor, MutationTaster, PrimateAl, REVEL e SIFT)

-- indicam informagdes ndo encontradas nesta etapa do estudo.
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4.4 Validacao do WES por sequenciamento de Sanger.

4.4.1 Familia A — Validag¢do por Sanger

As variantes missense dos genes GPR98, TEX9 e PKDIL?2 presentes nas analises de
exoma, ndo foram validadas ou confirmadas nos dois individuos afetados (1.4 e I11.2) — apesar
de suas elevadas frequéncias alélicas (VAF ~40%) no WES. Ja as variantes missense dos genes
NUP214 e TLEI foram validadas nas amostras submetidas a analise de exoma, mas nao foram
encontradas no individuo II.2 no estudo de segregacdao. A variante missense do COX20 foi a

Unica validada nas amostras de exoma e subsequentemente também no individuo II.2 (Figura

11, Tabela 13).

Figura 11 — Eletroferograma representativo do gene COX20 validado para individuos afetados na
familia A.

Eletroferograma representativo da variante rs946982087

cCox20 _L & G G Cc THKA A CC G G G
C G G G C T Y ACC G G G

!

Sequéncia reversa (3°>5’). Seta aponta a mutagao.

Tabela 13 — Sumario dos resultados da validacdo dos sequenciamentos dos genes selecionados na
familia A.

Genes
Anal. Suj. NUP214 GPRYS8 TLE1 TEXY PKDIL2 (80),¢]/]
p-Lys1037Glu p-Pro2939Thr p.-Leu608Pro p-Gly3Arg p-Leu276Phe p-Glu9Lys
Aaa/Gaa Ccc/Ace cTa/cCa Ggg/Cgg Ctc/Tte Gag/Aag
1.4 A/G C/A T/C G/G C/T G/A
g IL5 A/A C/C T/T G/G C/C G/G
=
= IIL1 A/A c/C T/T G/G c/C G/G
1.2 A/G C/C T/C G/C C/C G/A
7))
o I1.2 A/A - T/T -- - G/A

Anal.: andlise; E.S: estudo de segregagdo; Suj.: sujeitos do estudo; -- ndo procedeu-se a validacdo;
quadrados sombreados indicam individuos afetados.
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A frequéncia da variante do COX20 (rs946982087) nao ¢ relatada na populagao
brasileira, de acordo com o banco de dados AbraOM (https://abraom.ib.usp.br/), nem na
populagdo mundial, segundo 0 GnomAD (GnomAD:; https://gnomad.broadinstitute.org/), o que

demonstra que essa variante ndo ¢ frequente em diferentes populacdes.

4.4.2 Familia B — Validagdo por Sanger

Ambas as variantes missense, em heterozigoze, encontradas nas analises de exoma da
familia B foram validadas nos individuos afetados e ausentes no controle (Figura 12, Tabela
14). As frequéncias das variantes de PTPDCI e TMOD4 analisadas no ABraOM
(https://abraom.ib.usp.br/) sdao 0.0017 e 0.00042, respectivamente. No banco de dados
GnomAD as frequéncias relatadas sao 0.00046 para PTPDCI e 0.00097 para TMOD4
(https://gnomad.broadinstitute.org/).

Figura 12 — Eletroferograma representativo dos genes validados na familia B.

Eletroferograma representativo da variante rs61743388

T T T €C G G AT GHEHN AA G G A
a) PTPDCI T 1 1T C 6 6 AT G K AA G G A

Eletroferograma representativo da variante rs141507115

CC A G G C ChHRA T G A C C C G
b) TMOD4 ¢ 76 6 CCH 16 ACCC 6

»

(a) Resultados do sequenciamento de PTPDCI (5> 3’); (b) Resultados do sequenciamento de TMOD4
(3’>5); Setas apontam as mutagdes.
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Tabela 14 — Sumario dos resultados da validacdo dos sequenciamentos dos genes selecionados na
familia B.

Genes
Analise Sujeitos PTPDCI MOD4
p.Trp159Cys  p.Gly323Arg
tgG/tgT Ggg/Agg
I.1 G/T G/A
< 1.1 G/T G/A
5
-
= 11.2 G/G G/G
I1.3 G/T G/A

Quadrados sombreados indicam individuos afetados.

4.5 Predicao de patogenicidade de proteinas, analise de vias e analise in silico

4.5.1 Proteina COX20 — Familia A

A proteina COX20 é composta por trés random coils e dois dominios transmembrana
alfa-hélice (The UniProt Consortium, 2021). A mutagdo ¢.25G>A (p.Glu9Lys) localiza-se no
primeiro dominio topoldgico N-termina (Figura 13a), em um aminoécido altamente conservado
entre as espécies (Figura 13b). Embora seja dificil construir modelos de alta confianga do
dominio N-terminal da COX20, dada a falta de modelos semelhantes para esta parte da proteina,
o modelo COX20 tipo selvagem AlphaFold (Jumper et al., 2021) demonstra que o acido
glutamico 9 da proteina forma uma ponte de hidrogénio com o &cido glutdmico 11, gerando
uma dobra (Figura 13c). No entanto, essa interacao nao ¢ observada com a Lisina substituida
nessa posicdo na COX20 que apresenta a variante selecionada no presente estudo. Tal alteragao,
como previsto pelo Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) afeta a estrutura da proteina e
potencialmente a desestabiliza, conforme demonstrado nos modelos criados com o software

RaptorX (Sheng et al., 2016) (Figura 13c).



65

Figura 13 — Efeitos do residuo alterado na proteina COX20.

a)

A
COX20 R N
\c\e\\{‘ 2t © o a“‘a‘
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Dominio Topolégico oovi“ 5‘(\6‘0 o° S 00‘“ “g:("?’ Dominio Topologico
(intermembrana mitocondrial) < e « (intermembrana mitocondrial)
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| | | | ] ] | | | | |
0 25 50 75 100 125
b)
/ COX20 \
H. sapiens 9 MAAPPEPG PEERK
p.E9K 9 MAAPPEPG PEERK
P. troglodytes 9 MAAAPEPG PEERK
M .mulatta 9 MAAAPEPG PKERK
M. musculus 9 MAAAPEPH TE-KK
D. rerio 4 —————— DGKTQ
D. melanogaster 4 —-—--———- PEEPAK
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(a) — Esquema dos dominios de COX20 com a localizag¢do do residuo variante. A posi¢do da variante
E9K detectada no GAG ¢ representada por um diamante. (b) — Alinhamentos de sequéncias mostrando
homologia entre o dominio topoldgico da proteina COX20 de diferentes espécies (H. sapiens, P.
troglodytes, M. mulatta, M. musculus, D. rerio, D. melanogaster), destacando a conservagao do residuo
variante E9K (em azul). (c) — Modelo da estrutura do sitio ativo de COX20 mostrando, no tipo
selvagem, os residuos carregados. Destacado, o local da substituicdo em Glu9 para Lis9 (p.E9K) (ID
da base de dados de proteinas: Q5RI15).
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4.5.2 Proteina PTPDC1 — Familia B

Para estimar a patogenicidade e prever a estrutura da proteina PTPDCI, foi utilizado o
transcrito ENST00000375360.7, que codifica a proteina A2A3K4-1, classificada como
sequéncia canodnica pelo UniProt (The UniProt Consortium, 2021). A variante identificada
nesse gene foi descrita como patogénica por diferentes softwares, conforme demonstrado na
Tabela 12. A substitui¢do p. Trp159Cyst ocorre no dominio tirosina-proteina fosfatase (entre os
aminoacidos 82-253) (Figuras 14a,c), em um aminodcido altamente conservado entre as

espécies (Figura 14b), o que poderia explicar o efeito deletério da mutagao.



Figura 14 — Efeitos do residuo alterado na proteina PTPDCI.

a)
Dominio da Proteina Tirosina Fosfatase Dobra Helicoidal do Solenoide
I 1 I 1
N——  PTP asol C
Residuo W159C
| | | | | | | 1 | | |
0 150 300 450 600 750
b)
/ PTPDC1 \
H. sapiens 159 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTTI
p.W159C 159 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTTI
P. troglodytes 211 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTTI
M .mulatta 211 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTTI
F. catus 203 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTTV
M. musculus 159 MEAGIYFYNFG KDYGVASLTAI
*
\ p-W159C /
c)

PTPDC1
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(a) — Esquema dos dominios de PTPDC1 com a localizagdo do residuo variante: PTP, proteina tirosina
fosfatase; aSol, representa uma dobra helicoidal do solenoide. A posi¢ao da variante W159C detectada
no TGG ¢ representada por um diamante. (b) — Alinhamentos de sequéncias mostrando homologia

entre o dominio PTP da proteina PTPDC1 de diferentes espécies (H. sapiens, P. troglodytes, M.

mulatta, F. catus, M. musculus), destacando a forte conservagao do residuo variante W159C (em azul).
(c) — Modelo da estrutura do sitio ativo de PTPDC1 mostrando, no tipo selvagem, os residuos
carregados. Destacado, o local da substituigao em Trp290 para Cis290 (p.W159C) (ID da base de dados

de proteinas: A2A3K4).
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4.5.3 Proteina TMOD4 — Familia B

TMOD4 ¢ altamente conservada entre os aminoacidos 1-151 e 172-344, incluindo o
residuo da variante p.Gly323Arg, que se localiza no ultimo dominio de ligag¢do a actina, sendo
capaz de alterar a capacidade de ligagdo entre actina ¢ tropomodulina in vivo. A substituigcao
ocorre em um coil logo no inicio de uma alfa-hélice, como pode ser visto pela projecao realizada
através do Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) (Figura 15). No modelo construido com
RaptorX (Sheng et al., 2016), a substituicdo de um residuo de glicina por arginina resultou no
alongamento da ultima alfa-hélice do ultimo dominio de ligagdo a actina, o que pode ser

deletério para sua funcao.
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Figura 15 — Efeitos do residuo alterado na proteina TMODA4.
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D. rerio 321 IIKIGYHFTQQ PRARAAMAITR
X. tropicalis 324 IIRFGYHFTRQ PRARAATAITK
+*
K p.G323W /
c)

(a) — Esquema dos dominios de TMOD4 com a localizagdo do residuo variante. A posi¢do da variante
G323W detectada no GGG ¢ representada por um diamante. (b) — Alinhamentos de sequéncias
mostrando homologia entre o dominio de ligacdo a actina da proteina TMOD4 de diferentes espécies
(H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, M. musculus, T. rubripes, D. rerio, X. tropicalis),
destacando a forte conservagdo do residuo variante G323W (em azul). (¢) — Modelo da estrutura
TMOD4 mostrando no tipo selvagem os residuos carregados. Destacado, o local da substitui¢do em
Gly323 para Arg323 (p. G323W) (ID da base de dados de proteinas: QINZQ?9).
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5 DISCUSSAO

A fisiopatologia da Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono € um processo complexo e
a identificacdo de genes criticos para a caracterizacdo da doenga ¢ uma tarefa ardua devido as
infinitas possibilidades. Assim, os casos familiares sao um ponto de partida interessante para
buscar novas muta¢des que podem ocorrer em todo o contexto familiar e elucidar a
fisiopatogénese da sindrome.

O presente trabalho descreve seis individuos afetados e trés controles em duas familias
portadoras da SAOS. Todos os individuos afetados manifestam fendtipos tipicos da doencga e
foram responsivos aos tratamentos propostos respectivamente. Os controles tratam-se de
individuos sem queixas clinicas de SAOS e os quais foram avaliados objetivamente por meio
de polissonografia para exclusdo da doenca.

Nestas duas familias brasileiras com fenotipos de SAOS, trés novas variantes
heterozigoticas aparentemente patogénicas foram identificadas nos genes COX20 — familia A
— PTPDCI e TMOD4 — familia B. Nenhum destes genes encontrados e selecionados para
seguimento dos experimentos tém rela¢do direta descrita na literatura com a sindrome. A
probabilidade pré-teste para a deteccdo de mutagdes associadas a SAOS ¢ baixa, uma vez que
estudos com este escopo ainda sdo escassos. Sendo assim, ¢ esperado que as variantes
observadas no presente estudo sejam de fato novas.

EXPLICAR AUSENCIA DE GPR98, TEX9 E PKDIL2 EM SANGER

COX20 ¢ uma proteina nuclear essencial para a montagem do complexo IV da cadeia
respiratoria mitocondrial (CIV)/citocromo C oxidase (Szklarczyk et al., 2012). O complexo IV
¢ composto por 14 dominios, dos quais trés sdo codificados na mitocondria e inseridos na
membrana mitocondrial de forma cotraducional com a ajuda de fatores de montagem e
chaperonas como a COX20. Niveis limitrofes de COX20 tém sido associados a proteinas COX2
instaveis, que sdo degradadas devido a falha de sua insercdo na membrana mitocondrial e a
maturacao de seu sitio de cobre (Bourens et al., 2014), resultando em acimulo de complexo IV
danificado, possivelmente envolvido em capacidade respiratoria reduzida (Otero et al., 2018).

Mutagdes em homozigose nesse gene t€m sido descritas em pacientes com deficiéncia
do complexo IV mitocondrial (OMIM: #220110), que apresentam achados neuromusculares
como hipotonia, distonia e ataxia (Szklarczyk et al., 2013; Doss et al., 2014). Em doengas
mitocondriais primarias como esta, o envolvimento neuromuscular e do sistema nervoso central

pode afetar as vias aéreas e a respiracdo. Os sintomas podem incluir respiracdo ruidosa,
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rouquiddo, estridor, congestdo, tosse, respiracdo anormal, ronco, disturbios do sono,
hipersonoléncia diurna e intolerancia ao exercicio (Parikh et al., 2017). A polissonografia pode
mostrar achados de apneia central, apneia obstrutiva do sono e diminui¢ao do drive ventilatério
em resposta a hipoxia e/ou hipercapnia (Ramezani e Stacpoole, 2014).

Embora ndo localizada nos dominios transmembrana da COX20, a regido onde se
localiza a mutacdo p.GIlu9Lys também ¢ de importancia consideravel para a estabilidade e
funcionalidade do COX20. Um estudo de uma familia com dois pacientes com mutacdes
heterozigoticas compostas em COX20 (p.Lys14Arg + Trp74Lys), mostrou que, associadas,
essas variantes causaram uma neuropatia axonal autossomica recessiva e encefalopatia estatica
(Xu et al., 2019). A primeira mutagdo (p.Lysl4Arg), afeta exatamente a mesma regido da
proteina que a mutacao p.Glu9Lys observada neste estudo, o que corrobora a hipotese de
importancia da variante aqui encontrada para a fisiopatologia da SAOS.

Na familia B um tema notavel relacionado ao TMOD4 (rs141507115) ¢é seu
envolvimento no controle muscular. Durante o sono, a manutencdo da desobstrucao das vias
adreas superiores € um objetivo fisioldgico priméario, cuja falha pode levar a apneia obstrutiva
do sono (AOS) e suas sequelas (Strohl et al., 2012). Trabalhos anteriores sugerem que a
patogénese da apneia do sono envolve uma interacdo complexa da anatomia das vias aéreas
superiores (Schwab, 1998), controle motor do dilatador faringeo (Malhotra et al., 2002),
instabilidade do controle ventilatério (loop gain) (Khoo, 2000; Wellman et al., 2011), sozinhos
e/ou em combinagao. A contribui¢ao de cada um desses fatores para a AOS em um determinado
individuo ¢ bastante variavel, enfatizando a importancia de definir o mecanismo subjacente da
AOS em pacientes acometidos para atingir o objetivo de terapia individualizada e direcionada
(Saboisky et al., 2009).

Os musculos das vias aéreas superiores agem para aumentar o calibre das mesmas. Sao
controlados ao nivel do tronco cerebral por meio de mecanismos complexos. Existem 23 pares
de musculos sendo controlados principalmente através do hipoglosso (nervo craniano XII) e
através da saida motora do trig€émeo (V3) (Kubin et al., 1993; Kubin et al., 1994; Remmers e
Lahiri, 1998). Esses musculos sdo classificados de varias maneiras diferentes, por exemplo,
fasico versus tonico (ou seja, aqueles que sdo ativados em cada ato inspiratorio versus aqueles
com atividade constante ao longo do ciclo respiratorio), protratores versus retratores,
dilatadores versus constritores, ou aqueles com ou sem estado dependéncia (isto ¢, grau de

mudanca na atividade no inicio do sono) (Saboisky et al., 2009; Saboisky et al., 2010).
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Um estudo avaliou as alteragdes patologicas dos musculos palatofaringeos em pacientes
com AOS e encontrou correlagdo entre o grau de AOS com as alteragdes patologicas dos
musculos palatofaringeos. Além disso, verificaram que a incidéncia de miopatia ¢ uma parte
importante da AOS secundaria a hipoxia intermitente cronica na AOS e outras lesdes
patologicas, mas também uma razao importante para o aumento do colapso faringeo (Li et al.,
2011).

TMOD4 ¢ um dos quatro membros da familia Tropomodulin, um grupo de proteinas
que se ligam as extremidades dos filamentos de actina e os estabilizam, inibindo seu
alongamento, despolimeriza¢ao e renovacao (Fischer e Fowler, 2003). Compartilha uma
sequéncia muito semelhante e todas as propriedades funcionais conhecidas de TMOD1. Ambos
sao altamente expressos no musculo esquelético e cardiaco, diferindo apenas quanto a
expressdao predominante de TMOD4 em fibras musculares esqueléticas rapidas e TMODI em
fibras musculares esqueléticas lentas (Fowler 1996; Almenar-Queralt et al., 1999; Gokhin et
al., 2010; Zhao, 2013).

A regulacdo precisa da dindmica dos filamentos de actina é essencial para a
miofibrilogénese. Modelos animais de zebrafish com perda de fun¢do de TMOD4 apresentam
alongamento de filamentos finos, sarcomeros desorganizados, diminui¢do da forga isométrica
e fraqueza muscular (Berger et al., 2014), o que corrobora com a observacao de que diminuir a
expressao de TMODA4 resulta no alongamento do filamento fino (Gregorio et al., 1995).

As doengas associadas com TMOD4 incluem Esclerose Lateral Amiotrofica Tipo 5
(Cox et al., 2001) e a Miopatia Estrutural Congénita (Nanda et al., 2018). Entre suas vias
relacionadas estdo a contragdo do musculo estriado e a condugdo cardiaca (Gokhin et al., 2010).

Os membros da familia B tém alteragdo em seu peso corporal, no entanto, a via aérea
superior avaliada clinicamente e por meio de cefalometria ndo se mostra estreita. Tais
caracteristicas nos faz inferir que desordens na musculatura faringea possam ser um importante
fator fisiopatologico desses pacientes. Corrobora com essa hipotese o fato de que a terapia
miofuncional orofacial ter repercutido favoravelmente no tratamento de ronco e apneia dos
membros dessa familia.

Dentre os fenotipos associados ao gene PTPDCI estao relagdo cintura quadril (Pulit ef
al., 2019), relagdo cintura quadril ajustada pelo IMC (Lotta ef al., 2018), circunferéncia da
cintura ajustada pelo IMC (Zhu et al., 2020; Christakoudi et al., 2021).

Embora a fungao da proteina tirosina fosfatase 1 (PTPDC1) ainda ndo esteja totalmente

elucidada, sua regula¢do negativa tem sido associada a alguns fendtipos, como alteragdes
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faciais e hipotonia (UniProt, 2021) e sua regulagdo positiva com alguns tipos de cancer
(Dufrense et al., 2019; Li et al., 2021). Entende-se que ela participe da montagem e degradacao
do cilio, importante para direcionar o movimento do fluido (cilios moveis), detectar o ambiente
extracelular e controlar varias vias de transdug@o de sinal (cilios primarios). Nesse sentido, a
deple¢ao de PTPDCI1 em células knockout leva a um aumento no comprimento dos cilios, bem
como a um prejuizo funcional dos mesmos (Milenkovic et al., 2009; Lai et al., 2011).

E dificil estabelecer uma relagio entre SAOS e PTPDCI, por falta de informagio, mas
possivelmente o movimento dos cilios pode ser a chave para integra-los. Apneia obstrutiva do
sono tem sido um importante achado relacionado a doengas ciliares priméarias (Bush et al.,
1998; Erdem et al., 2011; Pifferi et al., 2011). Um clearance de muco deficiente pode levar a
uma maior resisténcia ao fluxo de ar nas vias aéreas superiores, a disturbios nas trocas gasosas
ao nivel pulmonar e, consequentemente, a anormalidades na arquitetura do sono (Oktem et al.,
2013).

Entre suas vias relacionadas estd a via-PAK. A proteina codificada por este gene
compde um grupo caracteristico, as proteinas tirosina fosfatases (PTPs). As PTPs regulam as
atividades das fosfoproteinas por meio da desfosforilagdo. Sdo moléculas sinalizadoras
envolvidas na regula¢do de uma ampla variedade de processos bioldgicos. A funcdo especifica
desta proteina ainda nao foi claramente determinada (Li et al., 2016).

Dentre as diversas doengas associadas ao gene PTPDCI algumas se manifestam com
hipotonia e alteragdes craniofaciais, sao elas: Sindrome de Kleefstra, Sindrome de Coffin-Siris,
Sindrome de Wolf-Hirschhorn, Sindrome de Sotos (McLean et al., 2011; Ronchetti ez al., 2016;
Ramos et al., 2019; Wickramasekara et al., 2019; Li et al., 2021).

Os aminoacidos do tipo selvagem em COX20, PTPDC1 e TMOD4 sao
consideravelmente conservados entre as espécies, fato que demonstra sua relevancia evolutiva.
Além disso, € interessante notar que as variantes observadas nestes genes sdo raras na populagdo
geral, demonstrando que podem estar relacionadas a sujeitos menos adaptados no ambito
biolégico.

Cabe ressaltar que nenhum dos genes citados foi identificado em estudos prévios de
SAOS envolvendo GWAS. Uma pesquisa no GWAS-catalog (https://www.ebi.ac.uk/
gwas/genes) por variantes dentro de 150 kilobases das variantes aqui citadas ndo levou a
resultados associados a apneia do sono. Uma possivel razdo para este fato ¢ que SNPs de efeitos
modestos sdo perdidos nas analises, pois ndo atingem um limiar de significancia estatistica

(Eichler et al., 2010).
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O presente estudo possui algumas limitagdes. A amostra, embora bem documentada, foi
de tamanho reduzido e ndo foi possivel realizar o estudo de segregagdo na familia B. Nenhum
dos genes selecionados foi encontrado em comum nas familias, sugerindo uma contribui¢ao
molecular diversa para diferentes fenotipos de SAOS. Assim, uma importante restricdo do
presente estudo diz respeito a nao realizacao de uma fenotipagem fisiopatoldgica dos sujeitos,
como sugere o complexo protocolo proposto por Eckert et al. (2013). Determinar esses fatores

¢ claramente um objetivo importante para pesquisas futuras.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo sugere que os genes COX20, PTPDCI e TMOD4 anteriormente nao
relacionados a apneia obstrutiva do sono podem estar associados a sindrome. O mecanismo
pelo qual esses genes estdo envolvidos com o desenvolvimento da SAOS permanece pouco
claro e requer mais investigacdes, mas o potencial deletério da localizagdo das respectivas
mutagdes para estrutura proteica e a inferéncia da relagdo dessas proteinas com fendtipos

associados a SAOS os torna potenciais candidatos.
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APENDICE A — Tabela com identificacio dos transcritos utilizados.

Tabela 15 — Identificagdo dos transcritos utilizados para elaboracao de primers especificos para as

regides das variantes estudadas em seus respectivos genes.

Gene rs Transcrito
CcoXx20 7946982087 ENST00000411948.7
NUP214 1902499481 ENST00000359428.10
GPR9S8 rs202211640 ENSTO00000405460.9

TLEI rs1333105043 ENST00000376499.8
PKDIL? rs79139155 ENST00000337114.8
TEX9 rs746610687 ENST00000352903.6
PTPDCI rs61743388 ENST00000620992.5
TMOD4 rs141507115 ENST00000295314.9
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APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° Registro COEP: 2.980.453

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) estd sendo convidado (a) a participar, como voluntdrio, na pesquisa intitulada:
"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 documento abaixo
contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estd sendo realizada. Sua
colaboragdo neste estudo ¢ muito importante, mas a decisdo de participar deve ser sua. Para
tanto, leia atentamente as informacdes abaixo. Se vocé ndo concordar em participar ou quiser
desistir em qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a vocé. Se vocé concordar
em participar basta preencher os seus dados e assinar a declaragdo concordando com a pesquisa.
Caso tenha alguma duvida pode esclarecé-la com o responséavel pela pesquisa, Dra. Maria de
Lourdes Rabelo Guimaraes. Obrigada.

Objetivo do estudo

A identificacdo dos genes e sua relagdo com os fendtipos da sindrome da apneia obstrutiva do
sono fornecera indicadores importantes para seu diagndstico precoce, prevencao ¢ intervengao
terapéutica direcionada. O objetivo desse estudo ¢ compreender os mecanismos genéticos
envolvidos no surgimento e nas manifestagdes 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 nao acometidos pela doenca, desde que concordem e
assinem o termo de consentimento livre e esclarecido. Nao serdo administrados aos pacientes
quaisquer medicamentos. A Unica realizacdo pratica aos quais os pacientes serdo submetidos
sera a coleta de sangue total (4 ml). O desconforto associado a coleta de sangue ¢ 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
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somente para os propositos dessa pesquisa, nao havendo quaisquer custos para o paciente. Serao
acessadas as informagdes de prontudrios clinicos e dos exames de polissonografias ja realizadas
pelos participantes na empresa Aguia Branca. As informagdes 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 Nutricdo da UFMG e
Dra. Maria de Lourdes Rabelo Guimaraes, aluna de mestrado em Medicina Molecular da
UFMG.

Confidencialidade

Todos os dados dessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de pesquisadores
tera acesso a eles. Os dados obtidos serdo tratados de forma a resguardar o participante, e
somente serao divulgados de forma agregada, sem possibilidade de identificacdo. Porém os
resultados da pesquisa serdo utilizados em trabalhos cientificos publicados ou apresentados
oralmente em congressos € 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
cpF._ . . 0 - CcpF:_ . . -




87

APENDICE C - Artigo Cientifico

Programa de Pés-graduacao:

Farmacologia Bioquimica e Molecular/Medicina Molecular
Faculdade de Medicina

Universidade Federal de Minas Gerais

17" June 2022

To

Dr Alon Avidan, MD, MPH
Associate Editor

Sleep

Dear Dr Avidan

Please find enclosed our manuscript entitled “Whole-exome identifies germline variants in
families with Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS)”, which | and my co-authors have
seen and approved. To our knowledge, this is the first report of exome analysis in families with
OSAS.

This manuscript is original, has not been published nor is being considered for publication
elsewhere and was conducted after being approved by the University Ethics Committee.

We hope you will find this manuscript suitable for publication in Sleep.

We would be glad to provide any further information needed.

Yours faithfully

Luciana Bastos-Rodrigues, PhD

Department of Nutrition
Universidade Federal de Minas Gerais
Av. Alfredo Balena 190 - room 114
Belo Horizonte —30130-100

Brazil

e-mail: lu.bastosr@gmail.com
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Abstract

Study Objectives — Obstructive sleep apnea syndrome (05AS) is charactenized by
complete or partial obstruction of the upper airways, resulting in peniods of sleep
associated apnea. OSAS increases morbidity and mortality risk from cardiovascular and
cerebrovascular diseases. While heritability of OSAS is estimated at ~40%, the precise
underlying genes remain elusive. Therefore, we aim to define the genetic basis of
seemingly monogenic O5AS in two Brazilian families.

Methods — Brazilian families with OSAS that follows as seemingly autosomal dominant
inheritance pattern were recruited. Whele exome sequencing of germline DNA and the
generated data were analyzed using Mendel MD software. Variants selected were
analyzed using Varstation® with subsequent analyses that included validation by Sanger
sequencing, pathogenic score assessment by ACMG critenia, co-segregation analyses
(when possible) allele frequency, tissue expression pattemns. pathway analyses, effect on
protein folding modeling using Swiss-Model and RaptorX.

Results — Two families (six affected OSAS cases and three unaffected comntrols) were
analyzed. & comprehensive multistep analysis yielded vanants in COX20 (re@46982087)
(family A), PTPDCI (rs61743388) and TMODS (rs141507113) (family B) that seemed
to be strong candidate genes for being OSAS associated genes in these families.
Conclusions — Sequence vanants in COX20, PTPDC] and TMOD4 seemingly are
associated with OSAS phenotype in these families. Further studies in more, ethnically
diverse families and non-familial O5AS cases are needed to better define the role of these
variants as confributors to OSAS phenotype.

Keywords: Obstructive Sleep Apmea, OSAS, whole-exome sequencing, Candidate

genes.
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Introduction

Obstructive sleep apnea syndrome (O5AS) (OMIM #107650) affects 936 million
adults worldwide [1] and is hallmarked by the intermuption of or a significant decrease in
airflow in the presence of respiratory effort dunng sleep, leading to increased sleepiness
and significantly increases cardiovascular morbidity and mertality risks [2]. While the
precise etiological factors for OSAS are not clear, disturbances in ventilatory control,
craniofacial amatomy, and being overweight, as well as genetic factors are major
confributors to OSAS [3].

Familial clusters of OSAS have been reported and in fact henitability and genetic
factors have been estimated to contribute ~40% to OSAS phenotype [4, 5]. Over the past
few years, sequence variants in candidate genes seemingly associated with OSAS (as
objectively quantified by AHI [{apnea—hypopnea index (AHI), defined as the number of
apnea and hypopnea events per hour of sleep (Amenican Academy of Sleep Medicine,
2014} [6] have been reported [7], as well as vanants idenfified in the course of admixture
mapping [8] and genome wide association studies (GWAS) [9]. However, few genes have
been reported and validated as “OSAS genes™ using these approaches. The aim of the
current study was to identify pathogenic germline sequence vanants that could be
associated with predisposition and/or development of OSAS using whole-exome DNA

sequencing of individuals from two Brazilian OSAS families.

Materials and methods
Clinical Case idenfification and recruitment

The study encompassed individuals from two Brazilian families displaying OSAS
mn at least two generations (Figure 1). These families were referred to the School of

Medicine, Universidade Federal de Minas Gerais. They underwent the OSAS evaluation

httpsy/mc.manuscriptcentral.comyjslesp
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protocol as previously described [10]. All OSAS diagnoses were based on the established
criteria as specified by the Amencan Academy of Sleep Medicine {2014)[6]. The
expermmental protocols were approved by the Instituhonal Review Board at the
Universidade Federal de Minas Gerais (CEP UFMG 2 980.453). All participants signed

an informed consent.

DINA Extraction from Peripheral Blood Leukocytes
Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples of participants using
standard protocols [11]. The gquality and quantity of each DNA sample were tested by

WNanoDrop ND -2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermofisher, Waltham, MA}).

Whole-Exome Sequencing

DNA was subjected to whole exome capturing and sequencing using the Roche
NimbleGen V2 chip (Madison, WI) or Nextera (San Diego, CA) with the Illumina
HiSeq2000 sequencing platform (San Diego, CA) [12]. Sanger sequencing was used to

validate all pathogenic variants identified via WES.

Fariant Calling and Annotation

For each studied sample, raw sequence files were prepared using the Genome
Amnalysis Tool Kit (GATE). Each fastq file was aligned against the human hgl 9/GRCh37
reference genome and a variant call format (VCF) file generated for each sample. PCE
duplicates were removed using Picard (http:/broadinstitute github io/picard’), reads
around known and detected indels were realigned, and base quality was recalibrated using

GATE.

httpsy/mcmanuscriptcentral.comyjsleep
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WCF files were analyzed using two different tools: Mendel, MD. available at
https://mendelmd org/ [13] and Varstation® (available at https://varstation com/). Only
variants selected by both software and excluding those common to cases and controls
were further analyzed according to the ACMG Standards and guidelines [14], using
published data and the VarSome platform (https://varsome com). Following these
filtening steps, data were manually reviewed to generate a final candidate gene list (Figure

2)

WES sequence data validation

Validation of the candidate pathogenic variants was carmied out using Sanger
sequencing. In addition, allele frequencies of all candidate vanants were quened with
data demved from The Genome Aggregation Database (gnomAD;
https://mnomad broadinstitute org/; accessed 22° May 2022) as well as the AbraOM:
Online Archive of Brazilian Mutations database (https://abraom ib usp.br/; accessed 12%

May 2022).

Structural effect prediction

Wild-type protein models were established according to protein sequence
available at UniProt (https:/www. uniprot.orgblast). Te obtain model of proteins
predicted to be derived from the specific gene vanants, Swiss-Model

(https://swissmodel expasy.org) and RaptorX (hitp:/raptosx uchicage edu) were used.

Results

Clinical data

hitpsy//mc.manuscriptcentral.comysleep
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The study mcluded nine individuals from two Brazilian families displaying a
seemingly autosomal dominant inhenitance pattern of OSAS (Figure 1). Table 1

summarizes all relevant clinical and laboratory data.

WES and subsequent analyses
Family 4

A total of 38,612 commeoen vanants in 7,462 genes were detected in two affected
mndividuals of family A (IL4 and ITL.2). After the mitial filtening steps (see Methods) a
total of 13 heterozygous sequence variants in 13 genes were selected for further analyses.
After ACMG pathogenicity classification, Sanger sequence validation, and co-
segregation analyses, only one variant remained as a possible OSAS-related genetic
variant (COX20, rs246982087) (Figure 2 and Table 2). This vanant is not reported in the
Brazilian population according to the AbraOM database (hitps://abraom ib.usp br/) or in
the GnomAT database (gnomAD); hitps://gnomad breadinstitute.org/).

The predicted effect of this sequence vanant on protein structure by the Swiss
ModelMolProbity (https://swissmodel expasy.org) is to eliminate the Glu9-Glull
hydrogen bond [13] thereby destabilizing the protein (Figure 3).

Family B

A total of 40,318 sequence variants shared by the three affected individuals of
family B (1.1, II.1 and II.3) were present in 6,526 genes. After the initial filtering steps
(Figure 2 and Table 3), two missense vanants in two genes (PTPFDCI and TMODM) were
selected as candidate genes for validation (Table 3). The reported frequency of these
variants in the Brazilian population https://abraom ibusp.br/) was 0.0017 for PTPDCI
and 0.00042 for TMOD4, respectively. In the GnomAD database the reported frequencies

are 0.00046 for PTPDCI and 0.00097 for TMOD4 (https://gnomad broadinstitute org’),
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respectively. No segregation analysis was performed in this family due the lack of
available samples.

The pathogenicity of PTPDCI vanant (rs6l743388) was investigated. The
substitution p.Trpl 39Cys occurs in the tyrosine-protein phosphatase domain , known to
be involved in the contrel of processes such as cellular division and differentiation and
was predicted to be pathogenic according to software that estimates the impact on the
biclogical function of a protein, such as PROVEAN (http://provean jcvi.org/index php),
MutationTaster  (https:/'www mutationtaster.org) and SIFT  (https:/sift biia-
star.edn.sg/} (Figure 4).

TMOD4 protein is highly evolutionanly conserved between the amino acids 1-
151 and 172-344 encompassing the mutated residue p.Gly323Arg. This missense variant
localizes at the beginning of an alpha helix and hence may be deleterious for its fimetion,

according te Mutation Taster analysis (Figure 3).

Discussion

In this study, three heterozygous sequence vanants that seemingly exert a
deleterious effect on protein fimetion in three genes (COX20, PTPDCI, and TMODJ)
were identified in two Brazilian OSAS families. The mvolvement of these three genes in
the pathogenesis of OSAS is based on indirect lines of evidence. COX20 15 a nuclens-
encoded protein, essenfial for the assembly of the mitochondnal respiratory chain
complex IV {CIV) cytoechrome C oxidase [16]. COX20 assists in the stabilization and
translocation of newly symthesized COX2 C-terminal into the intermembrane space
during CIV assembly and promotes the association between COX2  and
metallochaperones SCO1/2, essential for the biogenesis of the cooper core in Complex

IV [17]. Consequently, imiting COX20 levels was associated with unstable, degradable
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COX2 proteins [18], resulting in impaired complex IV biogenesis and reduced respiratory
capacity [19]. Homozygous COX2 gene pathogenic vanants lead to mitechondrial
complex IV deficiency (OMIM# 220110), a disorder climically hallmarked by
neuromuscular  findings such as hypotomia, dystonmia, and ataxia [16, 20].
Polysomnography showed that individuals with central apnea and obstructive sleep
apnea, display a decreased ventilatory drive m response to hypoxia and/or hypercapnia
[21].

Although not located in the transmembrane domains of COX20, p.Glu%Lys is at
a position of considerable importance for the stability and fonctionality of COX20. This
variant is predicted (but shown conclusively) to dismupt protein structure causing the loss
of an important hydrogen bond.

In family B, sequence wvanants in two genes seemingly underlie OSAS
pathogenesis. While the precise function of the Protein tyrosine phosphatase domain-
contaming 1 (PTPDC1) protein is yet to be elucidated, its down regulation has been
associated with phenotypes such as obesity [22] and dementia [23]. Functionally,
PTPDC1 protein 15 mmvolved in cilum assembly and degradation, directing fluid
movement (motile cilia), sensing extracellular environment, and controlling signal
transduction pathways (primary cilia). Thus, PTPDC1 depletion leads to an increase in
cilia length suggesting that it negatively regulates cilia length via increased anterograde
transport [24].

The other vanant present in family B is TMOD4, one of the four members of the
Tropomodulin family, a group of proteins that bind to the pointed ends of actin filaments
thereby stabilizing them and mhibiting filament elongation [23]. TMOD4 gene is highly
expressed in skeletal muscle and heart [26]. The Inactivating biallelic pathogenic

sequence varants in the TMODY have been associated with myopathy, (e.g., nemaline

httpsy/fmc.manuscriptcentral.comyjslesp
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myopathy OMIM #609284) also reported in zebrafish-mmtated model [27], suggesting
that TMOD4 mutations may lead to OSAS relevant myopathy, in the intercostal muscles
and/or diaphragm_

An OSAS -like phenotype has previcusly been reported in cases with nemaline
myopathy [28, 29]. Sasaki ef al. (1997), reported the results of polysomnography in two
nemaline myopathy (WNM) cases whoe had apnea or imegular chest movements with
hypercapma that occurred only dunng REM sleep. Cook and Berkowitz (20035) [29] also
described a milder form of NM in a child who presented at polysomnography, severs
obstructive sleep apnea with an oxygen saturation nadir of 33% during REM sleep. Thus,
these single reports are in line with the notion that loss of fimetion in TMDO4 may play
a role in muscle strength and may contribute to O5AS pathogenesis.

The wild-type amino acids m COX20, PTPDC] and TMOD4 are highly conserved
between species, which demonstrates its evolutionary relevance. Additionally, it is
interesting to notice that the variants cobserved are rare in general population,
demonstrating that it could be related to less adaptive subjects.

Noteworthy, none of the above cited vanants or other variants in the three genes
reported herein have been identified in previous OSAS-GWAS studies. A search in
GWAS catalog (https://www.ebl.acuk/gwas/genes) for vanants within 150Kb of the
variants reported in the current study led to no results assoclated with sleep apnea. A
possible reason is that SNPs of modest effect are missed as they do not reach a
significance threshold [30].

The limitations of our study should be acknowledged. The number of analyzed
mmdividuals from two families is limited and no segregation analysis could be performed
m one of the two families. The results reported herein may only pertain to OSAS cases

from Brazl
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In conclusion, the present study suggests that sequence variants in the COX20,
PTPDCI, and TMDO4 genes could be associated with OSAS phenotype in Brazilian
families. The putative involvement of these genes in OSAS phenotype needs to be

validated and expanded using more families of diverse ethmicity.
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Figure Legends

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Pedigree status from families A and B, with respect to OSA and the
genotypes for each identified heterozygous mutation. Circles and squares
represent female and male members, respectively. The proband is indicated
by a black arrow. Deceased members are shown by diagonal lines. Black
squares represent affected individuals; blank eigenforms indicate
unaffected individuals; *DNA from individuals submitted to exome analysis;
*individual who participated only in the segregation study. (a) pedigree from
family A; (b) pedigree from family B.

Flowchart of variant analyses method. Family A: After ACMG & AMP
analysis, six missense variants classified as “uncertain significance” were
considered candidates for validation by Sanger sequencing (COX20, NUP214,
GPR98, TLE1, PKD1L2, TEXD). Missense variants of the GPR98, TEX?9 and
PKD1L2 genes present in the exome analysis were not validated or
confirmed in the two affected individuals. The missense variants of the
NUP214 and TLE1 genes were validated in the samples submitted to exome
analysis, but they were not found in individual 11.2 in the segregation study.
Family B: Using filters by Mendel, MD and Varstation®, 10 variants were
identified, all in heterozygosity, present in 10 genes. After ACMG & AMP
analysis two variants (PTPDCI and TMOD9) were validated by Sanger
sequencing and considered in this study.

Effects of the altered residue on COX20 protein. (A), Schematic model of the
domains of COX with the localization of the variant residue. The position of

the variant ESK detected in the GAG is represented by a diamond. (B),

15

httpsy//mc.manuscriptcentral.comysleep

103

Page 16 of 25



Page 17 of 25

= .. N T R S P

W LR RUT e e B o e L Ll Lad Ll Ll Ll Ll Lt Lt Ll B B B Bl Bod B Bod Pl Bud Pud =3 =8 8 o o o = = = =

Figure 4

Figure &
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Sequence alignments showing homology between the topological domain of
the COX20 protein from different species (H. sapiens, P. troglodytes, M.
mulotta, M. musculus, D. rerio, D. melanogaster), highlighting the
conservation of the variable residue E9K (in blue) (Mutation Taster score:
56). (C), Modeling of COX20 active site structure showing in the wild type of
the charged residues. Highlighted, the site of the misfolding substitution at
Glu9 to Lys2 (p.E9K) (Protein Data Base ID: Q5RI15).

Effects of the altered residue on PTPDC1 protein. (A), Schematic model of
PTPDC1 domains with the localization of the variant residues: PTP, protein
tyrosine phosphatase; aSol, depicts a helical solenoid fold. The position of
the variant W159C detected in the TGG is represented by a diamond. (B},
Sequence alignments showing homology between the PTP domain of the
PTPDC1 protein from different species (H. sapiens, P. troglodytes, M.
mulatta, F. catus, M. musculus), highlighting the strong conservation of the
variable residue W159C (in blue) {(phyloP100way =9 91 is greater than 7,2).
(C), Modeling of PTPDCL active site structure showing in the wild type the
charged residues. Highlighted, the site of the misfolding substitution at
Trp290 to Cys290 (p.W159C) (Protein Data Base ID: AZA3K4).

Effects of the altered residue om TMOD4 protein. (A), Schematic model of
TMOD4 domains with the localization of the variant residue. The position of
the variant G323W detected in the GGG is represented by a diamond. (B),
Sequence alignments showing homaology between the actin binding domain
of the TMOD4 protein from different species (H. sapiens, P. troglodytes, M.

mulaotta, F. cotus, M. musculus, T. rubripes, D. rerio, X. tropicalis),
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highlighting the strong conservation of the variable residue G323W (in blue)
(phyloP100way = 7,71 is greater than 7,2). (C), Modeling of TMOD4 structure
showing in the wild type the charged residues. Highlighted, the site of the
misfolding substitution at Gly323 to Arg323 (p.G323W) (Protein Data Base

ID: Q9NZQ3).

17

https:/fmc.manuscriptcentral.comisleep

105

Page 18.of 25



106

Page 19 of 25 Manuscripts submitted to Sleep

1

2 Table 1. Clinical and laboratory data of the individuals studied

3

4

5 Patient B Bge [Years) AHI Mfim Sat Mlean Sat Time Diesat Index Arousal CPK Mlyogl Smone Nose Palote  Molampati Mnlocdusion
G

7 {kg/m7) fev./h] %) 3] below %) [meg/1) Brea [Class)
]

g 0%

10 .

1 Family &

E 2 2.6 73 19.8 79.0 85.0 6.8 131 185 45,0 135 Present  Satisf  Ogival v |
:; IF1 5.1 7 132 E2.0 B8.0 6.5 16,9 229 78.0 18,0 Present  Satisf  Opival v I
16 L5 2.2 70 4.6 92,0 96,0 oo 43 32 na na Present  Satisf  Opival v |
17

18 i 0.7 4 0.4 91,0 96,0 o 04 0.8 330 28 Present  Satisf  Ogival v 1l
19

20 .z 55 EL 229 0.0 86,0 7.0 18,2 0.0 na na Present  Satisf  Ogival v |
21 )

77 Family B

33 11 29,6 86 171 B 92 5.8 117 242 613 BO Present  Satisf  Opival v |
g: 1 %5 58 9.9 &7 92 a1 5.0 142 57.2 12,5 Present  Satisf  Ogival v I
27 .z 350 57 4.8 o0 95 [ %] 31 18 35 5.0 Abzert Satisf  Ogival v |
28

29 L3 33,8 50 233 85 80 6.3 135 195 na M= Present  Satisf  Ogival v 1l
30

N IF1 323 48 3.6 o1 96 0.8 24 1.0 na na Abzert Satisf  Opgival n |
32

13 BMI = Body Mass Index; AHI = Apnea — Hypopnea Index [events/hour); Min 5at. = Minimum Saturation %; Mean Sat. = Mean Saturations;

3 Desat Index = desaturation index %; CPK = serum creatine phosphokinase (Reference Value: Women: 26-140U/L, Man: 38-174U/L); Miogl

;g = serum myoglobin (Reference Value: <30mcg/L); Nose Brea = nose breathing; Satisf = Satisfactory; na = not available.

37

38

39

40

41

42
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Table 2. Summary of validation of family A sequencing
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Genes
Cox20
NUP214 GPROZ TLE1 TEXT PKD112
Su p-Glu9L
p.lys1037G p.Pro2939T p.leu6l8P p.Gly3A p.leu276P
bj ys
lu hr ro rg he
Gag/Ba
Aaa/Gaa CecfAcc cTafcCa GggfCee Cte/Tte
E
1.4 AfG C/A T/C G/G cfT GfA
1.5 AfA cjc T/T GfG c/C GfG
I
9 AfA c/c T/T GfG c/C GfG
= 1
Il
AfG cjC TfC GfC c/C GfA
2
1.2 AfA — T/T — - GfA
Wi

5, segregation study; Subj, subjects; WES, whole exome sequencing; shaded sguares

indicate affected individuals.
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Table 3. Summary of validation of family B

sequencing

[P R Y T W T A Y Y

n Genes

14 . PTPDC1 T™MOD4
15 Subj.

17 p.Trpl59Cys p.Gly323Arg

19 t2G/fteT Gge/Age

22 11 G/T G/A

24 .1 GJT G/A

WES

S7 1.2 G/G G/G

9 .3 GfT GfA

32 Subj, subjects; WES, whole exome sequencing;

34 shaded squares indicate affected individuals.
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Figure 1 Pedigree status from families A and B, with respect to 054 and the genotypes for each identified
heta'n?gaﬁ mutation. Circles and squares represent femiale and male members, respectively. The proband
is indicated by a black arrow. Deceased members are shown by diagonal lines. Black squares represent
affected individuals; Bank eigenforms indicate unaffected individuals; *DNA from individuals submitted to
exome analysis; *individual who participated only in the segregation study. (a) pedigree from family A: (k)
pedigres from family B.
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5 Figure 2 Flowchart of variant analyses method. Family A: After ACMG B AMP analysis, six missense variants
26 classified as "uncertain significance™ were considered candidates for validation by Sanger sequencing
27 (COX20, NUP214, GPRSE, TLEL, PKD1L2, TEXS). Missense variants of the GPR38, TEXS and PKD1L2 genes
present in the exome analysis were not validated or confirmed in the two affected individuals. The missense
variants of the NUP214 and TLE1 genes were validated in the samples submitted to exome analysis, but
29 they were not found in individual I1.2 in the segregation study. Family B: Using filters by Mendel, MD and
30 Varstation®, 10 variants were identified, all in heterozygosity, present in 10 genes. After ACMG & AMP
Ef| analysis two variants (PTPDCL and TMOD4) were validated by Sanger sequencing and considered in this
3z study.
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Figure 3 Effects of the altered residue on COX20 protein. (A), Schematic model of the domains of COX with
the localization of the variant residue. The position of the variant E9K detected in the GAG is represented by
a diamond. (B), uence alignments showing homal between the t ical domain of the COX20
protein Hﬂﬁ\!mﬂt sp-;-!es {H. sapierrr.rl.?ll'. trngﬂrts, M. mda'u;?‘:ll‘jgmusculus, D. rerio, D
mielanogaster), Haﬁligh:ing the conservation of the variable residue E9K (in blue) (Mutation Taster score:
56). (C), Modeling of CDX20 active site structure showing in the wild type of the charged residues,
Highlighted, the site of the misfolding substitution at Glu9 to Lys9 (p.ESK) (Protein Data Base ID: QSRI1S)
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Figure 4 Effects of the altered residue on PTPDC1 prntein.é.:.]. Schematic model of PTPDCL domains with the
lecalization of the variant residues: FTP, protein tyrosine phosphatase; O5ol, depicts a hedical solencid fold.
The position of the variant W159C detected in the TGS is represented by a diamond. (B), Sequence
alignments showing homology between the PTP domain of the PTPDCL protein from different spedes (H.
sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, M. musculus), highlighting the strong conservation of the
variable residue W159C (in blue) (phyloP100way = 9,91 is greater than 7,2). (C), Modeling of PTPDCL
active site structure showing in the wild type the charged residues, Highlighted, the site of the misfolding
substitution =t Trp290 to Cy=290 [p.W159C) (Protein Data Base ID: AZAIKA).
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Figure 5 Effects of the altered residue on TMOD4 in. {A), Schematic model of TMOD4 domains with the
localization of the variant residue. The position of the variant G323W detected in the GGG is repressnted by
a diamond. (B}, Sequ Enne alignments showing homology between the actin binding domain of the TMOD4
protein from di pecies [H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, M. musculus, T. rubripes, D.
rerig, X. trnp.u:lIlE} highlighting the strong conservation of the variable residue G323W (in blue)
(phyloP100way = 7,71 is greater than 7,2). {EE Medeling of TMOD4 structure showing in the wild type the
chiarged residues. Highlighted, the site of the misfolding substitution at Gly323 to Arg323 (p.G323W)

{Protein Data Base ID: Q9NZQ3).
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