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“Se dormir e sonhar não desempenham funções biológicas vitais, então devem representar o 

erro mais estúpido da natureza e a mais colossal perda de tempo” (Anthony Stevens, Private 

Myths: Dreams and Dreaming, 1997).   



 
 

 

RESUMO 

 

A síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é caracterizada pela obstrução completa ou 

parcial das vias aéreas superiores, resultando em períodos de apneia associada ao sono. A SAOS 

aumenta o risco de morbidade e mortalidade por doenças cardiovasculares e cerebrovasculares. 

Embora  a  herdabilidade  da  SAOS  seja  estimada  em  ~40%,  os  genes  subjacentes  precisos 

permanecem  indefinidos. O objetivo do presente  estudo  é definir  a  base genética da SAOS 

aparentemente  monogênica  em  duas  famílias  brasileiras.  Essas  famílias  seguem  um  padrão 

sugestivo de herança autossômica 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 análises subsequentes que 

incluíram validação por sequenciamento de Sanger, avaliação de pontuação patogênica pelos 

critérios ACMG, análises de cosegregação (quando possível), frequência alélica, padrões de 

expressão tecidual, análises de vias, efeito na modelagem de dobramento de proteínas usando 

SwissModelo  e  RaptorX. Duas  famílias  (seis  casos de SAOS afetados  e  três  controles  não 

afetados)  foram  analisadas.  Uma  análise  abrangente  de  várias  etapas  apontou  variantes  em 

COX20 (rs946982087) (família A), PTPDC1 (rs61743388) e TMOD4 (rs141507115) (família 

B) que parecem ser genes fortes candidatos a serem associados à OSAS nessas famílias. Em 

conclusão,  as  variantes  encontradas  em  COX20,  PTPDC1  e  TMOD4  aparentemente  estão 

correlacionadas ao fenótipo da SAOS nessas famílias. Mais estudos em famílias etnicamente 

diversas e casos de SAOS não familiares são necessários para melhor definir o papel dessas 

variantes como contribuintes para o fenótipo da SAOS. 

 

Palavraschave: 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, cosegregation analyses (when possible) allele frequency, tissue 

expression patterns, pathway analyses, effect on protein folding modeling using SwissModel 

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), PTPDC1 (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,  PTPDC1  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. Wholeexome sequencing. Candidate genes. 
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1    INTRODUÇÃO 
 

Sono  é  um  estado  comportamental  fisiológico,  recorrente  e  reversível  de 

desacoplamento  e  baixa  responsividade  da  percepção  em  relação  a  estímulos  ambientais 

(Fernandes,  2006).  Tal  estado  não  ocorre  por  exaustão  de  redes  neurais  responsáveis  pela 

vigília, ao contrário, necessita de ativação de estruturas do sistema nervoso central (SNC) que 

o induzam. Estas estruturas, por outro lado, são ativadas por genes que ajustam o indivíduo às 

variações geofísicas de luz, temperatura corporal, hormônios e metabolismo (Schwartz et al., 

2008; Anafi et al., 2013). 

A  síndrome  da  apneia  obstrutiva  do  sono  (SAOS)  é  um  distúrbio  que  envolve  a 

interrupção  ou  diminuição  significativa  do  fluxo  aéreo  na  presença  de  esforço  respiratório 

durante o sono (Lévy et al., 2015). É hereditária e multifatorial, devido a contribuições variáveis 

de distúrbios no controle ventilatório, anatomia craniofacial e adiposidade (Patel et al., 2008; 

Peppard  e Hagen,  2018). Em  todo o mundo,  estimase que 936 milhões de  adultos  tenham 

SAOS leve a grave (Benjafield et al., 2019), associada ao aumento da sonolência, mortalidade 

e morbidade por uma ampla gama de doenças cardiometabólicas e outras (Lévy et al., 2015; 

Peppard e Hagen, 2018). 

A gravidade da SAOS é caracterizada pelo índice de apneiahipopneia (IAH), definido 

como o número de eventos de apneia e hipopneia por hora de sono (American Academy of 

Sleep Medicine, 2014). Níveis elevados de  IAH são hereditários em europeus americanos e 

afroamericanos,  com  quase  40%  da  variância  atribuída  a  fatores  genéticos  (Redline  et  al., 

1995; Patel et al., 2008).  

Em face de uma compreensão ainda incipiente de sua base molecular, os tratamentos 

habituais da SAOS abordam apenas as manifestações de colapso das vias aéreas e essas terapias 

são frequentemente mal toleradas pelos pacientes. Assim, há uma demanda considerável para 

identificar vias moleculares que possam proporcionar objetivos terapêuticos mais específicos 

(Cade et al., 2021). 

Nos  últimos  anos,  estudos  genéticos  identificaram  variantes  genéticas  associadas  ao 

IAH aumentado, embora esses achados tenham sido baseados em grupos étnicos únicos (Larkin 

et al., 2010) ou apenas em populações (Wang et al., 2019; Cade et al., 2021). Até o momento, 

não há estudos moleculares robustos avaliando as bases genéticas da SAOS em famílias.  
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1.1 Conceito de síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) 

 
A  apneia  obstrutiva  do  sono  (AOS),  também  conhecida  como  apneiahipopneia 

obstrutiva do sono ou síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) não é uma doença isolada, 

mas uma síndrome de disfunção das vias aéreas superiores durante o sono. Pode ser definida 

como um distúrbio do sono que envolve a interrupção ou uma diminuição significativa do fluxo 

de ar na presença de esforço respiratório (American Academy of Sleep Medicine, 2014; Jordan 

et al., 2014). Pessoas afetadas muitas vezes sofrem de sonolência diurna excessiva com suas 

morbidades concomitantes (Stöwhas et al., 2019), e podem estar em maior risco de doenças 

cardiovasculares  e  cerebrovasculares  (hipertensão,  infarto  agudo  do  miocárdio  e  acidente 

vascular cerebral) (Leppänen et al., 2019). 

 

1.2 Epidemiologia da SAOS 

 
A prevalência estimada de SAOS na América do Norte é de aproximadamente 20 a 30% 

em homens e de 10 a 15% nas mulheres quando a  síndrome é definida como um índice de 

apneiahipopneia (IAH) maior que cinco eventos por hora. Quando se utilizam definições 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  prevalência  estimada  é  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 milhões de 

pessoas afetadas por SAOS em todo o mundo, dos quais 425 milhões apresentam as formas 

moderada a grave entre 30 e 69 anos de idade. O número de indivíduos  afetados é maior na 

China, seguido pelos Estados Unidos, Brasil e Índia (Figura 1). No Brasil, a população estimada 

entre 30 a 69 anos é de 98.118.248. De acordo com o critério de IAH a prevalência de SAOS 

estimada para IAH ≥ 5 eventos/h é 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 São 

Paulo com 1.042 pessoas mostrou uma prevalência média de 32% na população  em geral e 

30,1% em trabalhadores (Tufik et al., 2010).   
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Figura 1 – Epidemiologia da SAOS.  
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dez  países  com  o  maior  número  de  indivíduos  com  SAOS  com  base  nos  critérios  da  Academia 
Americana de Medicina do Sono. (Fonte: Benjafield et al., 2019). 
 
 

Os estudos de prevalência de SAOS variam de acordo com a etnia. A SAOS é mais 

prevalente  em  afroamericanos  com  menos  de  35  anos  em  comparação  com  os  brancos  da 

mesma faixa etária, independentemente do peso corporal (AncoliIsrael et al., 1995; Redline et 

al., 1997). Entretanto, as desigualdades na saúde do sono relacionadas à etnia são atribuídas a 

diferenças nos determinantes de saúde, como fatores sociodemográficos, comportamentos de 

saúde e biologia. Afroamericanos e hispanoamericanos são populações mistas cuja herança 

genética  combina  duas  ou  mais  populações  ancestrais  originárias  de  continentes  diferentes. 

Portanto, é preciso entender a SAOS como uma síndrome de etiologia complexa que não se 

restringe apenas à disfunção muscular das vias aéreas, mas que surge como consequência de 

uma  série  de  patologias  e  fatores  de  risco  interrelacionados.  A  inclusão  de  abordagens 

genéticas em estudos de populações mistas permite uma maior compreensão da base biológica 

potencial na saúde do sono relacionadas à etnia (Prasad et al., 2018). 
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1.3 Diagnóstico de SAOS 

 
A Avaliação diagnóstica de SAOS depende de sinais e sintomas comuns nesse distúrbio, 

como  o  ronco,  a  sonolência  excessiva  e  pausas  respiratórias  durante  o  sono.  Prejuízos  das 

funções  cognitivas,  tais  como  concentração,  atenção,  memória,  e  da  função  executiva  são 

frequentemente observados. Alterações de humor, como irritabilidade, depressão e ansiedade, 

também podem ser encontradas (American Academy of Sleep Medicine, 2014; Jordan et al., 

2014). O diagnóstico da SAOS não é apenas clínico, são também necessários testes objetivos 

para sua confirmação. Assim sendo, diante de determinados critérios clínicos, são selecionados 

pacientes  para  que  sejam  testados  objetivamente  através  da  polissonografia  (PSG)  em 

laboratório do sono e a confirmação diagnóstica seja realizada (Myers et al., 2013). 

São  candidatos  a  serem  testados  laboratorialmente  pacientes  com  sonolência  diurna 

excessiva na maioria dos dias e que apresentem pelo menos duas das seguintes características 

clínicas  da  SAOS:  ronco  alto  e  habitual,  apneia  testemunhada  ou  respiração  ofegante  ou 

engasgo durante o sono, e diagnóstico de hipertensão arterial sistêmica (Kapur et al., 2017). 

A polissonografia é o teste diagnóstico padrãoouro para os distúrbios respiratórios do 

sono (ASDA, 1997; Kushida et al., 2005; Fleetham et al., 2011). Um registro completo de PSG 

deve  monitorar  os  seguintes  sinais  fisiológicos:  eletroencefalograma,  eletrooculograma, 

eletromiograma do queixo,  fluxo  aéreo com sensor de pressão  e  termistor oronasal, esforço 

respiratório,  saturação  da  oxihemoglobina  e  eletrocardiograma  ou  frequência  cardíaca. 

Parâmetros  adicionais,  como  sensor  de  posição  corporal  e  eletromiograma  tibial  anterior, 

podem auxiliar (Epstein et al., 2009).  

Uma  opção  de  ferramenta  diagnóstica  que  pode  ser  utilizada  em  substituição  à 

polissonografia  em  laboratório  são  os  registros  polissonográficos  com  os  dispositivos  de 

monitorização ambulatoriais/domiciliares (HSAT – Home Sleep Apnea Test) (Figura 2). Com 

a  evolução  tecnológica,  o  emprego  de  diferentes  métodos  para  a  obtenção  dos  registros 

domiciliares do sono foram sendo criados e têm apresentado acurácia semelhante à PSG para o 

diagnóstico de SAOS (Haddad e Bittencourt, 2013). 

Em  caso  de  PSG,  o  diagnóstico  de  SAOS  é  confirmado  se  um  dos  dois  critérios 

numerados abaixo estiver presente (American Academy of Sleep Medicine, 2014): 

1.  Existem cinco ou mais eventos respiratórios predominantemente obstrutivos (apneias 

obstrutivas  e  mistas,  hipopneias  ou  esforço  respiratório  relacionado  a  despertar 

(RERA)) por hora de sono com um ou mais dos seguintes: 
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▪  Sintomas de sonolência, sono não restaurador, fadiga ou insônia. 

▪  Acordar prendendo a respiração, sufocado ou engasgado. 

▪  Ronco habitual, interrupções respiratórias observadas. 

▪  Hipertensão,  transtorno  do  humor,  disfunção  cognitiva,  doença  arterial 

coronariana,  acidente  vascular  cerebral,  insuficiência  cardíaca  congestiva, 

fibrilação atrial ou Diabetes Mellitus tipo 2. 

2.  Existem 15 ou mais eventos respiratórios predominantemente obstrutivos por hora de 

sono, independentemente da presença de sintomas associados. 

Os  dados  de PSG  podem  gerar  dois  índices  como  medidas  quantitativas  de  eventos 

obstrutivos relacionados ao sono por hora de sono: 

•  O índice de apneiahipopneia (IAH = [apneias + hipopneias] / tempo total de sono em 

horas). 

•  O índice de distúrbio respiratório (IDR = [apneias + hipopneias + RERA]) / tempo total 

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

A maioria dos dispositivos HSAT não  inclui  monitoramento de eletroencefalograma 

(EEG)  e,  portanto,  RERAs  e  hipopneias  caracterizadas  por  despertares  não  podem  ser 

identificados com segurança. Assim, o número de eventos respiratórios por hora de tempo de 

registro, em vez do tempo total de sono, é usado para gerar o índice de eventos respiratórios 

(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) é 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 são semelhantes aos dos pacientes 

submetidos  a  estudos  em  laboratório.  As  evidências  mostram  que  a  duração  do  tempo  de 

gravação 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  diagnóstico  de  SAOS  são 

tradicionalmente classificados como portadores de doença leve, moderada ou grave com base 

no IAH e nos sintomas (Epstein et al., 2009): 

•  Leve – IAH entre 5 e 14 eventos respiratórios por hora de sono. Esses pacientes podem 

ser relativamente assintomáticos ou relatar sonolência diurna em situações monótonas, 

tornandose perceptível  quando o paciente não  está  estimulado. A  sonolência diurna 

muitas vezes não prejudica a vida diária, embora possa ser reconhecida por familiares. 
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•  Moderado – IAH entre 15 e 30 eventos respiratórios por hora de sono. Esses pacientes 

geralmente estão cientes da sonolência diurna e tomam medidas para evitar adormecer 

em horários inadequados. Eles são capazes de continuar suas atividades diárias, mas em 

níveis reduzidos, e podem ter um aumento na incidência de infrações ou acidentes com 

veículos automotores. A hipertensão sistêmica pode coexistir. A fragmentação do sono 

é observada na SAOS moderada, mas a arquitetura do sono é mais bem preservada do 

que na manifestação grave. 

•  Grave  –  IAH  superior  a  30  eventos  respiratórios  por  hora  de  sono.  Presença  de 

sonolência diurna que interfere nas atividades diárias normais. Eles tendem a adormecer 

frequentemente durante o dia (na postura sentada) e correm o risco de lesões acidentais 

devido  à  sonolência.  Pacientes  com  SAOS  grave  apresentam  risco  aumentado  de 

mortalidade por todas as causas e de uma variedade de morbidades cardiovasculares, 

incluindo hipertensão, doença arterial coronariana e arritmias. 

 
Figura 2 – Algoritmo para diagnóstico de SAOS.  

 
(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, não apresentam problemas com 

a respiração ou com a permeabilidade das vias aéreas enquanto acordados, ou seja, possuem 

sistemas de  controle  ventilatório  capazes de  regular  com precisão  a  ventilação  alveolar  e  a 

gasometria  arterial  com  pequenas  variações  ao  longo  das  horas  de  vigília.  Entretanto,  esse 

controle ventilatório é perdido no início do sono. Em uma faringe colapsável e anatomicamente 

comprometida, as vias aéreas superiores se estreitam durante o sono. No entanto, a tendência 

de resultar em apneias cíclicas repetidas é o produto de vários processos compensatórios que 

variam acentuadamente entre os indivíduos e dentro deles (Dempsey et al., 2010).  

A  fisiopatologia  da  SAOS  envolve  determinantes  estruturais  e  funcionais  da 

predisposição anatômica para o fechamento das vias aéreas. Dentre eles estão o sono e os efeitos 

do estado de sono nos mecanismos subjacentes à apneia obstrutiva e central, a instabilidade 

ventilatória,  mecanismos  subjacentes  ao  controle  neuroquímico  central  da  estabilidade 

respiratória e ao controle neuromuscular compensatório do calibre das vias aéreas. Todos estes 

fatores explicam a natureza cíclica 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.  

 

O volume do tecido mole nessa região pode determinar o calibre das vias aéreas. Tonsilas,  língua e 
úvula aumentadas podem associarse com SAOS. A classificação de Mallampatti é estabelecida a partir 
da relação dessas estruturas entre si e pontuais mais altas na classificação se associam a SAOS. (Fonte: 
Meyers et al., 2013). 
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A faringe humana não possui suporte rígido, exceto em suas extremidades superior e 

inferior,  portanto,  a  área  da  secção  transversal  da  faringe  varia  com  a  pressão  do  lúmen  e 

depende criticamente das ações e interações coordenadas de mais de 20 músculos 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 faríngeas na 

maioria dos casos de SAOS. Um palato mole e língua aumentados invadem o diâmetro das vias 

aéreas no plano anteriorposterior, enquanto as paredes da faringe espessadas invadem o plano 

lateral (Dempsey et al., 2010). 

A  região  retropalatal  da  orofaringe  é  o  local  mais  comum  de  colapso,  mas  o 

estreitamento  das  vias  aéreas  é  um  processo  dinâmico  e  frequentemente  inclui  as  áreas 

retroglossal e hipofaríngea (Dempsey et al., 2010). O fechamento das vias aéreas em indivíduos 

obesos com SAOS ocorre principalmente na velofaringe, enquanto em pacientes não obesos 

com SAOS  com mandíbula  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  alterações  apresentam  correlação  com  a  SAOS  (Figura  4) 

(Meyers et al., 2013). O  tamanho reduzido das estruturas ósseas cranianas no paciente com 

SAOS  inclui  um  comprimento  do  corpo  mandibular  reduzido,  osso  hioide  posicionado 

inferiormente, retrusão maxilar e comprimento das vias aéreas aumentado (Figura 5) (Schwab 

et  al.,  1995).  Essas  dimensões  craniofaciais  são  primariamente  herdadas,  uma  vez  que 

familiares de pacientes com SAOS demonstraram os mesmos perfis craniofaciais.    
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Figura 4 – Estrutura craniofacial. 

 
Algumas medidas e proporções craniofaciais devem ser avaliadas em pacientes com suspeita de SAOS 
por  se  correlacionarem  com  a  colapsibilidade  das  vias  aéreas  superiores.  Dentre  elas  estão  o 
encurtamento  do  espaço  cricomental  e  do  ângulo  e  distância  tireomentoniana,  um  ângulo 
tireomentoniano mais obtuso, mal oclusões associadas à retornaria e overjet, definido por uma distância 
anteroposterior superior a 3mm entre os incisivos superiores e inferiores. (Fonte: Meyers et al., 2013). 
  

Figura 5 – Imagem de ressonância magnética sagital média. 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Sujeito hígido (esquerda) e em um paciente com SAOS grave (direita). Destacamse as quatro regiões 
das vias aéreas superiores (nasofaringe, região retropalatal, região retroglossal, hipofaringe) e tecidos 
moles das vias aéreas superiores (palato mole, língua, gordura) e estruturas craniofaciais (mandíbula). 
No paciente com apneia as vias aéreas superiores são menores, tanto na região retropalatal quanto na 
retroglossal,  o  palato  mole  é  mais  longo,  o  tamanho  da  língua  é  maior  e  a  quantidade  de  gordura 
subcutânea é maior. (Fonte: Schwab et al., 1995). 
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Estudos  têm  destacado  que  fatores  neuromusculares  também  são  determinantes 

significativos na colapsibilidade das vias aéreas durante o sono. A atividade eletromiográgica 

tônica  e  fásica  dos  músculos  dilatadores  das  vias  aéreas  da  faringe  (genioglosso  e  tensor 

palatino) são progressivamente reduzidos da vigília para o sono REM (Rapid Eye Movement) 

e nãoREM (Mezzanotte et al., 1992; Dempsey et al., 2010).  

NãoREM  e  REM  são  estágios  do  sono  que  são  definidos  comportamentalmente  e 

podem  ser  separados  pela  pontuação  EEG  /  EMG  (eletroencefalograma  /  eletromiograma). 

Durante  o  sono  nãoREM,  o  EEG  mostra  grandes  quantidades  de  oscilação 

eletroencefalográficas nas faixas de frequência delta (0–4 Hz) e o EMG apresenta a preservação 

do tônus muscular. Após o sono nãoREM, o EEG começa a mostrar atividade teta abundante 

que surge do hipocampo dorsal (Patel et al., 2012), que é o início do sono REM. A atividade 

cortical durante o sono REM se assemelha à atividade de vigília, desafiando a noção de sono 

como um estado de  atividade uniformemente baixa  (Loomis  et al., 1937; Aserinsky, 1996). 

Durante  o  REM,  o  tônus  muscular  e  os  movimentos  corporais  estão  ausentes,  porque  os 

neurônios motores somáticos são bloqueados por vias inibitórias descendentes originárias do 

tronco encefálico (Clément et al., 2011). Além disso, o sono REM é caracterizado pela presença 

movimentos oculares rápidos e flutuações na frequência cardíaca e na respiração. Os indivíduos 

frequentemente  experimentam  sonhos  emocionais  e  semelhantes  a  histórias  durante  o  sono 

REM (Hobson, 2009). 

Durante o sono, o único sistema de controle respiratório que está atuando é o autônomo. 

Dessa  forma,  a  respiração depende  exclusivamente  de  fatores metabólicos  e  da  ativação de 

quimiorreceptores centrais e periféricos. O aumento da PaCO2 estimula o centro respiratório e 

aumenta a ventilação. A hipercapnia ativa os músculos dilatadores das vias aéreas e diminui 

sua colapsibilidade por aumentar a tensão das paredes. O sono também reduz a sensibilidade 

dos quimiorreceptores, desativa neurônios bulbares e diminui a atividade motora geral, ou seja, 

ocorre um relaxamento dos músculos incluindo os das vias aéreas. Esses fenômenos são bem 

tolerados  por  pessoas  saudáveis,  mas  em  alguns  indivíduos  podem  predispor  a  distúrbios 

respiratórios (Martins et al., 2007). 

As  alterações  que  ocorrem  na  ventilação  são  específicas  de  cada  fase  do  sono.  No 

estágio  N3  a  ventilação  é  extremamente  regular,  sem  alteração  do  volume  corrente  e  da 

frequência respiratória. No sono REM, a ventilação tornase irregular, com volume corrente e 

frequência variáveis, há perda do  tônus da musculatura em relação ao sono nãoREM e em 

certos momentos o  limiar para despertar pode estar elevado. Dessa  forma, o sono REM é 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 frequência máxima durante o sono REM e nos estágios 

1 e 2 do sono nãoREM. Ocasionalmente a apneia pode ser mais frequente no sono não REM 

do que no sono REM, mas ainda assim as que ocorrem no REM são as mais graves e duradouras 

(Martins et al., 2007). 

Os despertares corticais do sono ocorrem com frequência nos distúrbios respiratórios do 

sono (Younes, 2004). As mudanças fisiológicas imediatas que ocorrem com a excitação cortical 

são benéficas no alívio rápido de eventos respiratórios graves e suas consequências. Por outro 

lado, as mudanças fisiológicas secundárias que ocorrem após a excitação são susceptíveis de 

serem  deletérias  e  perpetuar  uma  maior  instabilidade  respiratória  (Figura  6).  O  equilíbrio 

relativo entre essas influências e seu papel na patogênese da SAOS provavelmente varia entre 

os  pacientes  de  acordo  com  as  diferenças  na  fisiopatologia  individual  da  SAOS  (Eckert  e 

Younes, 2014). 

 
Figura  6  –  Mudanças  fisiológicas  potencialmente  benéficas  versus  desestabilizadoras  associadas  a 
excitações induzidas por respiração na apneia obstrutiva do sono. 

 

VAS – Via Aérea Superior. (Fonte: adaptado de Eckert e Younes, 2014). 
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Sendo  assim,  além  do  grau  de  comprometimento  anatômico,  como  uma  via  aérea 

superior estreita ou altamente colapsável, técnicas de endotipagem respiratória têm sido usadas 

para  identificar  três  contribuintes  não  anatômicos  para  SAOS.  Estes  incluem  controle 

respiratório  instável,  capacidade  de  resposta  inadequada  dos  músculos  dilatadores  das  vias 

aéreas  superiores  ao  estreitamento  da  faringe  durante  o  sono,  e  uma  alta  propensão  para 

despertar a níveis relativamente menores de estímulos respiratórios (baixo limiar de despertar 

respiratório)  (Eckert,  2018).  Aproximadamente  70%  dos  portadores  de  SAOS  apresentam 

comprometimento  de  um  ou  mais  fatores  não  anatômicos  que  contribuem  para  a  síndrome 

(Eckert et al., 2013). 

 

1.5 Tratamento de SAOS 

 
Os  objetivos  da  terapia  para  SAOS  são  resolver  os  sinais  e  sintomas  da  síndrome, 

melhorar a qualidade do sono, normalizar o índice de apneiahipopneia e os níveis de saturação 

da  oxihemoglobina.  A  SAOS  deve  ser  abordada  como  uma  doença  crônica  que  requer 

tratamento  multidisciplinar  de  longo  prazo.  Os  benefícios  potenciais  do  tratamento  bem

sucedido da SAOS incluem melhora clínica, redução da utilização e dos custos com cuidados 

de saúde e, possivelmente, diminuição da morbidade e mortalidade cardiovascular (Epstein et 

al., 2009). 

Medidas  comportamentais,  como  evitar  ingestão  de  bebidas  alcoólicas  e  sedativos, 

cessar tabagismo e evitar privação de sono, são sugeridas como terapias complementares no 

tratamento da SAOS. A perda de peso é recomendada para pacientes com sobrepeso e obesidade 

e o exercício físico deve fazer parte das recomendações no tratamento da SAOS devido a sua 

indiscutível  capacidade  de  melhorar  diversos  parâmetros  fundamentais  de  saúde.  Não  há, 

porém, evidências suficientes indicando que apenas o exercício físico seja uma terapia efetiva 

no  tratamento  da  SAOS.  A  terapia  posicional  é  uma  opção  de  tratamento  promissora  para 

pacientes com SAOS limitada à posição supina, embora o método ideal e sua eficácia ainda não 

tenham sido adequadamente estudados (Haddad e Bittencourt, 2013). 

Algumas terapias são propostas para SAOS (Tabela 1), porém, a terapia com pressão 

positiva  contínua  nas  vias  aéreas  (CPAP)  é  a  terapia  base  para  adultos  com  SAOS.  Seu 

mecanismo envolve a manutenção de uma pressão transmural faríngea positiva de modo que a 

pressão intraluminal exceda a pressão circundante. O CPAP também estabiliza as vias aéreas 

superiores por meio do aumento do volume pulmonar expiratório  final. Como resultado, os 
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eventos respiratórios devido ao colapso das vias aéreas superiores são evitados (Jordan et al., 

2014). 

Diversos ensaios clínicos randomizados e metanálises têm demonstrado a eficácia da 

terapia com pressão positiva nas vias aéreas na redução da frequência de eventos respiratórios 

durante o sono, da sonolência diurna, melhora da pressão arterial sistêmica, redução no risco 

de acidentes, melhora a disfunção erétil e melhora na qualidade de vida (Patel et al., 2003; Giles 

et al., 2006; McDaid et al. 2009; MartínezGarcía et al., 2015; Salord et al., 2016; Martínez

Cerón et al., 2016; McEvoy et al., 2016; Kuhn et al., 2017; Jonas et al., 2017; Walia et al., 

2019; NavarroSoriano 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, estimase que 20 a 40% dos pacientes não usam seu dispositivo e muitos outros não 

o usam a noite toda, todas as noites (Hoffstein et al., 1992), dificultando assim o tratamento.  

Para pacientes com SAOS leve ou moderada que recusam ou não aderem à terapia de 

pressão positiva nas vias aéreas, um aparelho oral é uma alternativa ao CPAP. Isso se baseia no 

reconhecimento de que, embora a pressão positiva nas vias aéreas seja geralmente mais eficaz 

do que um aparelho oral na normalização de eventos respiratórios e episódios de dessaturação 

de oxihemoglobina durante o sono, a maioria dos pacientes prefere usar um aparelho oral. Há 

um número crescente de aparelhos orais que projetam a mandíbula para frente ou mantém a 

língua  em  uma  posição  mais  anterior.  Dessa  forma,    os  tecidos  moles  da  orofaringe  são 

mantidos longe da parede posterior da faringe, favorecendo assim a permeabilidade das vias 

aéreas superiores (Scherr et al., 2014). Os aparelhos orais diminuem a frequência de eventos 

respiratórios, despertares e episódios de dessaturação da oxihemoglobina, em comparação com 

nenhum tratamento ou uma intervenção simulada. Eles também podem melhorar a sonolência 

diurna, a qualidade de vida e a função neurocognitiva (Ramar et al., 2015).  

O tratamento cirúrgico de SAOS não é a primeira opção terapêutica e parece ser mais 

eficaz em pacientes em que a SAOS ocorre devido a uma  lesão obstrutiva grave, corrigível 

cirurgicamente, das vias aéreas superiores, incluindo hipertrofia tonsilar, hipertrofia adenoide 

ou anormalidades craniofaciais (Epstein et al., 2009; Randerath et al., 2011; Senchak et al., 

2015). 

A  estimulação  do  nervo  hipoglosso  através  de  um  dispositivo  neuroestimulador 

implantável é uma estratégia de tratamento que pode ter seu papel em pacientes selecionados 

com AOS moderada a grave, cujo tratamento com CPAP não foi eficiente (Eastwood et al., 

2011; Goding et al., 2012). 
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Tabela 1 – Opções terapêuticas para SAOS.  

 
CPAP (pressão positiva das vias aéreas), AIO (aparelho intraoral), AMM (avanço maxilomandibular), 
UPFP  (uvalopalatofaringoplastia),  UPFP+TE  (uvalopalatofaringoplastia  +  tonsilectomia),  AT 
(adenotonsilectomia), ENH (estimulação do nervo hipoglosso). (Fonte: adaptado de Xia e Sawan, 2021). 
 

Por fim, uma variedade de agentes farmacológicos  têm sido estudados como agentes 

terapêuticos primários para o manejo de SAOS, incluindo medicamentos que podem atuar para 

estimular  o  impulso  respiratório  diretamente  (teofilina)  ou  indiretamente  (acetazolamida), 

medicamentos  que  reduzem  a  colapsibilidade  das  vias  aéreas  superiores  (desipramina), 

antimuscarínicos  (oxibutinina)  ou  agentes  noradrenérgicos  (atomoxetina)  (Taranto

Montemurro et al., 2016; Eskandari et al., 2018; TarantoMontemurro et al., 2019). No entanto, 

nenhum agente farmacológico provou ser suficientemente eficaz para garantir a substituição 

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

 

1.6 Fatores genéticos associados ao desenvolvimento de SAOS familial 

 

Na molécula de DNA encontramse os genes que codificam todas as características do 

organismo. Todas as informações estão armazenadas em uma sequência de bases nitrogenadas 

e é a partir dela que se dá a construção de uma proteína específica. Se, por algum motivo, houver 

uma  alteração  na  sequência  de  bases  nitrogenadas  do  DNA,  também  haverá  alteração  na 

sequência  de  aminoácidos  que  forma  a  proteína,  e  provavelmente  nas  propriedades  dessa 
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proteína. Tal alteração, chamada de variante, pode ser suficiente para provocar o surgimento de 

uma característica nova no organismo (Milholland et al., 2017).  

Variantes somáticas, ou adquiridas, são alterações nas sequencias de bases nitrogenadas 

que ocorrem nas células somáticas de um organismo, que são todas as células de um indivíduo 

com exceção das que dão origem aos óvulos e espermatozoides. Esse tipo de variante é menos 

importante evolutivamente, pois não será transmitida aos descendentes, mas pode representar 

danos significativos a sobrevida de um indivíduo a depender da linhagem celular afetada e de 

sua consequência para a proliferação celular e manutenção de sua homeostase. Por sua vez, 

variantes  da  linhagem  germinativa  são  transmitidas  diretamente  de  um  progenitor  ao  seu 

concepto e a medida que o embrião se desenvolve, a variante patogênica é copiada para todas 

as células do corpo (Milholland et al., 2017). 

Estudos indicam que existe uma predisposição hereditária para o desenvolvimento de 

SAOS (Pillar e Lavie, 1995; Carmelli et al., 1997; Redline e Tishler, 2000, Casale et al., 2009). 

A primeira descrição de uma família que sofria de sintomas de sonolência diurna excessiva e 

agitação noturna, dos quais três irmãos tinham apneias recorrentes durante o sono ocorreu em 

1978 (Strohl et al., 1978). A agregação familial possivelmente ocorre porque  a maioria dos 

fatores de risco envolvidos na fisiopatologia é geneticamente determinada (Redline e Tishler, 

2000; Mukherjee et al., 2018).  

No entanto, à medida que se entendeu mais sobre a fisiopatologia da doença, percebeu

se que além dos fatores de risco, a anatomia craniofacial desproporcional é fator comum em 

grupos familiares com SAOS (Guilleminault et al., 1995). Um estudo realizado na população 

brasileira avaliando dados antropométricos, clínicos e de PSG evidenciou herdabilidade de 25% 

da SAOS em uma população rural, cuja influência de covariáveis como idade, sexo e obesidade 

foi descartada (De Paula et al., 2016).  

A  herdabilidade  da  anatomia  das  vias  aéreas  e  da  postura  da  cabeça  têm  mostrado 

relevância no aumento do risco de SAOS. Comparandose características do esqueleto  e do 

tecido mole de gêmeos monozigóticos  e dizigóticos, o ângulo goníaco, a  lordose cervical, a 

posição  hioidea  e  das  dimensões  velofaríngea  e  hipofaríngea  apresentam  alto  grau  de 

herdabilidade. Sendo que o grau de lordose cervical ainda demonstra correlações significativas 

com  massa  corporal,  tamanho  e  posição  da  mandíbula,  e  as  dimensões  das  vias  aéreas, 

especialmente com as dimensões nasofaríngeas (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  síndrome,  permitindo  uma  abordagem  mais  personalizada 
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(Owens  et  al.,  2015).  A  ênfase  atual  está  em  identificar  qual  dos  vários  mecanismos 

fisiopatológicos possíveis são responsáveis pelo desenvolvimento da síndrome em indivíduos 

específicos com o objetivo  terapêutico de direcionar o  tratamento e otimizálo, deixando de 

tratar todos os pacientes de forma homogênea, como se a doença em si fosse causada por um 

único fator (Chang et al., 2019).  

Nesse sentido, fenótipos específicos que são fatores de risco (obesidade, distribuição de 

gordura corporal, morfologia craniofacial, controle neural dos músculos das vias aéreas) e que 

têm uma base genética conhecida ou suspeita, têm sido avaliados em busca da identificação dos 

fatores  de  herdabilidade  que  se  associam  à  síndrome  e  que  possam  conferir  o  aspecto  de 

personalização da medicina de precisão (Tabela 2) (Redline e Tishler, 2000; Mukherjee et al., 

2018).  
 

Tabela 2 – Fenótipos intermediários e genes candidatos para SAOS.  

Fenótipos intermediários  Genes Candidatos 

Obesidade  Receptor de leptina/leptina 
Proopiomelanocortina 
Fator de crescimento da insulina 
Glucocinase 
Adenosina desaminase 
Receptor de melanocortina3 
Fator de necrose tumoral 
Proteína reguladora da glicose 
Proteína Agouti e peptídeo relacionado com a proteína 
Β3 Receptor adrenérgico 
Orexina 

Controle ventilatório  RETprotooncogene, receptor tirosinaquinase 
Fatores de crescimento neurotróficos (BDNF, GDNF) 
Endotelina1 
Endotelina3 
Krox20 
Receptor de ácido retinóico 
Receptores de leptina/leptina 
Orexina (?) 

Dismorfismos craniofaciais  Genes homeobox 
Receptores de hormônio do crescimento 
Receptores do fator de crescimento 
Receptor de ácido retinóico 
Endotelina1 
Colágeno tipo I e II 
Fator de necrose tumoral 

Regulação do sono  Orexina 
Leptina 

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

 

O  sequenciamento  do  exoma  total  (Whole  Exome  Sequencing  –  WES)  para  a 

identificação de variantes que levam às doenças mendelianas tem sido extensamente utilizado. 

No entanto, apenas recentemente essa tecnologia começou a ser aplicada à SAOS (Xia et al., 

2014).  

WES é uma  técnica de sequenciamento que  implementa um enriquecimento baseado 

em  captura  de  regiões  codificadoras  de  proteínas  do  DNA  genômico  (éxons),  usando  um 

conjunto  de  sondas  de  hibridização  de  oligonucleotídeos  que  visam  sequências  de  éxons 

conhecidas.  A  aplicação  mais  comum  do  WES  é  a  detecção  de  variantes  de  um  único 

nucleotídeo (SingleNucleotide Variants   SNVs) ou pequenas  inserções e deleções  (Indels). 

Existem algumas limitações deste método, que vão além dos tecnicismos, pois o conhecimento 

científico da função e os correlatos clínicos de todos os éxons verdadeiramente codificadores 

de proteínas no genoma ainda estão incompletos (Bamshad et al., 2011). 

O WES gera centenas de milhões de leituras de sequências 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  validação  adicional  usando  o 

sequenciamento de Sanger é essencial. Em média, o sequenciamento do exoma identifica cerca 

de  24.000  variantes  de  nucleotídeo  único  em  amostras  afroamericanas  e  quase  20.000  em 

amostras  europeias,  mas  mais  de  95%  dessas  variantes  são  polimorfismos  conhecidos  na 

população humana (Bamshad et al., 2011). 

A  técnica  consiste  em  uma  série  de  etapas:  fragmentação  do  DNA  genômico, 

hibridização  de  áreas  genômicas  de  interesse  por  sondas  específicas,  captura  de  sondas 

hibridizadas,  amplificação  de  fragmentos  de  DNA,  sequenciamento  por  síntese  de  cada 

fragmento por uma plataforma (Figura 7).   
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Figura 7 – Etapas de um sequenciamento de exoma. 

 
(Fonte: Bamshad et al., 2011). 
 

Em 2017  esta  técnica  foi  utilizada para  identificar  variantes  em 1.475  indivíduos de 

ascendência  europeia  com  sintomas  de  apneia  do  sono.  Foram  identificadas  17  variantes 

genéticas raras com evidências sugestivas de significância. A replicação em um conjunto de 

dados independente confirmou a associação do polimorfismo “rs” (Referência common Single 

Nucleotide  Polymorphism)  rs2229918,  com  sintomas  de  apneia  do  sono.  A  rs2229918  se 

sobrepõe  às  regiões  3'  não  traduzidas  dos  genes  ERCC1  e  CD3EAP  no  braço  longo  do 

cromossomo 19. Ambos os genes são expressos em tecidos da região do pescoço, como língua, 

músculos, cartilagem e traqueia (Van der Spek et al., 2017). 

Um  estudo  do  tipo  GWAS,  caracterizado  por  métodos  matemáticos  que  identificam 

associações entre regiões genômicas e traços fenotípicos, conduzido em 2018 identificou que 

em homens de diferentes etnias o IAH durante o sono nãoREM está associado à rs1293687, 

localizada  no  cromossomo  17.  Neste  local  encontrase  o  gene  RAI1  abrangendo  os  genes 

PEMT1,  SREBF1  e  RASD1,  previamente  correlacionados  com  doença  arterial  coronariana, 

metabolismo lipídico, a PotockiLupski e SmithMagenis, síndromes associadas aos distúrbios 

do  sono.  Este  trabalho  sugere  que  os  mecanismos  fisiopatológicos  do  desenvolvimento  da 

SAOS podem ser diferentes entre homens e mulheres e que tal condição complexa deve estar 

associada  às  bases  genotípicas  da  doença,  que  deve  ser  mais  bem  esclarecida  em  estudos 

subsequentes (Chen et al., 2018). 
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Em 2021, um novo estudo GWAS identificou a associação de variantes em ARMCX3 e 

a dessaturação durante o sono. MRPS33 e C16orf90 foram associados a dessaturação durante o 

sono,  mantendo  tempo  considerável  de  SpO2  <90%.  IL18RAP,  NRG1,  SLC45A2,  ATP2B4 

também foram associadas a alterações na SpO2 (Cade et al., 2021). 

Até o presente momento não existem trabalhos utilizando a análise de exoma total que 

identificaram mutações específicas relacionadas à síndrome em grupos familiares. Sabese que 

a SAOS é uma síndrome prevalente, com uma carga importante de hereditariedade e que se 

relaciona a um evento extremamente complexo que é o sono. Sendo assim mais estudos que 

possam auxiliar na determinação genética dessa doença fazemse necessários.  
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2  OBJETIVOS 
 

Objetivo geral: 

Identificar  em  duas  famílias  brasileiras,  através  da  análise  de  exoma,  alterações 

genéticas germinativas que possam estar associadas a predisposição ou desenvolvimento de 

apneia obstrutiva do sono.  

 

Objetivos específicos 

2.1 Realizar o sequenciamento do exoma dos  integrantes de cada uma das duas famílias de 

pacientes diagnosticados com síndrome 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  alterações  genéticas 

candidatas particulares de cada família; 

2.3 Analisar a patogenicidade e a prevalência das alterações 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 não afetados das famílias, a presença das alterações genéticas 

validadas para investigar a segregação das variantes; 

2.6 Avaliar in silico o impacto da presença da variante selecionada para a estrutura e função 

proteica.   
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção de pacientes 

 

A população do estudo compreendeu nove pacientes com histórico familiar sugestivo 

de SAOS de duas famílias avaliadas. Esses pacientes foram encaminhados ao Laboratório de 

Genética Molecular  da  Universidade  Federal  de Minas Gerais  (UFMG) para  realização das 

análises moleculares após diagnóstico confirmado por polissonografia. Todos os casos foram 

atendidos em consultórios particulares em Belo Horizonte, Brasil. Foram selecionados cinco 

indivíduos na  família A (três pacientes e dois  indivíduos controles) e quatro  família B  (três 

pacientes e um indivíduo controle). Os indivíduos controles apresentavam IAH < 5.  

O  material  da  pesquisa  consistiu  em  amostras  de  sangue  periférico,  informações 

clínicas, laboratoriais e polissonográficas obtidas de prontuários médicos e odontológicos. Esta 

pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais  (UFMG). Todos os pacientes e seus  familiares que aceitaram participar deste  estudo 

assinaram o  termo de consentimento  livre e esclarecido (Registro de Ética  – COEP UFMG 

2.980.453) – seção Apêndices.  

 

3.2 Análises moleculares 

 

3.2.1 Extração de DNA genômico 

 

O DNA genômico foi extraído a partir de  leucócitos do plasma dos  participantes da 

pesquisa pelo método de concentração salina de Lahiri e Nurnberger  (1991) modificado. As 

amostras de sangue foram transferidas para tubos de 50mL, ao qual a solução TKM1 (TrisHC 

10mM; KCl 10mM; MgCl2 10mM; EDTA 4mM) foi adicionada. Em seguida, 500μL de Triton 

X100 foram acrescentados à solução, com a finalidade de promover a hemólise. Após agitação 

vigorosa da mistura foi centrifugada a 1.255rpm por 15 minutos, a 4°C. Após centrifugação, o 

sobrenadante, repleto de restos de hemácias, foi removido; e o precipitado, contendo leucócitos, 

foi lavado com a solução TKM1. Neste passo, foi realizada uma centrifugação a 475rpm por 

10  minutos,  a  4°C.  Novamente,  o  sobrenadante  foi  descartado  e  o  precipitado,  contendo 

leucócitos, mantido no tubo. Nesta etapa, 1.600μL de TKM2 (TrisHCl 10mM; KCl 10mM; 

MgCl2 10mM; EDTA 33mM; NaCl 400mM) foram adicionados ao precipitado,  juntamente 
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com 100μL SDS 10% –  tendo  sido  este  utilizado  para  promover  a  lise  de  leucócitos.  Em 

seguida,  o  tubo  foi  mantido  a  55°C,  em  banhomaria,  por  20  minutos.  Após  o  período  de 

incubação, 900μL de NaCl (6 M) foram adicionados, com a função de promover a precipitação 

de proteínas. Foi realizada uma última centrifugação de 15 minutos, a 2.800rpm, a 4°C. Desta 

vez, o sobrenadante, contendo DNA, foi transferido para um novo tubo, com 5mL de álcool a 

100%. Neste momento, houve a visualização do DNA, e este foi lavado em álcool 70%, secado 

e transferido para tubo contendo o tampão de eluição TE (TrisHCl 10mM; EDTA 1mM, pH 

7.08.0). A quantificação foi realizada utilizandose espectrofotômetro e as diluições realizadas 

para a obtenção de uma concentração final em torno de 60ng/µL. As amostras permaneceram 

armazenadas a 20°C durante todo o período da pesquisa.  

 

3.2.2 Sequenciamento de exoma – WES 

 

Amostras de DNA de cinco indivíduos portadores de síndrome da apneia obstrutiva do 

sono foram coletadas para o sequenciamento por exoma (II.4, III.2 – da família A; I.1, II.1, II.3 

– da família B) (Figuras 8 e 9 – seções 4.1.1 e 4.1.2). Um total de três indivíduos não portadores 

de SAOS também foram utilizados na  investigação como controles  familiares saudáveis em 

relação aos  indivíduos portadores da doença  (II.5,  III.1 – da  família A;  II.2 – da  família B) 

(Figuras 8 e 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): 

1º)  Fragmentação  do  DNA  genômico  (fragmentos  de  100pb  a  200pb)  e  ligação  de 

adaptadores nas extremidades dos fragmentos; 

2º) Desnaturação e amplificação dos fragmentos de DNA, formando várias cópias de 

fita simples de cada fragmento; 

3º) Hibridização dos fragmentos de interesse através de sondas específicas; 

4º) Captura das sondas hibridizadas com as regiões de interesse; 

5º) Amplificação dos fragmentos de DNA de interesse, formando várias cópias de fita 

simples de cada fragmento; 

6º)  Sequenciamento por  síntese  (sequencing by  synthesis)  de  cada  fragmento no por 

meio da plataforma Illumina® HiSeq2000 (Hayward, CA).    

Os arquivos VCF das sequências de exomas geradas no aparelho HiSeq2000 (Illumina®) 

para os indivíduos II.4, II.5, III.1, III.2 – da família A; I.1, II.1, II.2, II.3 – da família 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 sequências capturadas com o genoma humano de referência GRCh37 (hg19) 

e para as análises foi empregado o método de filtragem de variantes em sequência. 

Nas análises em ambos os programas foram incluídas apenas as variantes identificadas 

com profundidade de leitura maior que 20.0, que estivessem em posições de boa qualidade de 

sequenciamento (call quality ≥ 50), e que apresentassem frequência alélica inferior a 1,0% nos 

seguintes  bancos  de  dados:  1.000  genomes  (www.1000genomes.org),  Complete  Genomics 

(http://www.completegenomics.com/publicdata/),  e  exomas  do  NHLBI  ESP  (http://evs.gs. 

washington.edu/EVS/).  Além  disso,  por  meio  destas  ferramentas  de  bioinformática,  foi 

utilizado um filtro para selecionar apenas as variantes que estivessem presentes no DNA dos 

pacientes e ausentes nos exomas dos indivíduos controles. Os genes selecionados apresentaram 

variantes de sequências homozigóticas ou heterozigotas que ocorreram nos casos analisados, 

mas não ocorreram nos controles. 

Cabe ressaltar que o indivíduo II.2 da família A fez parte apenas do estudo de segregação 

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

 

3.2.3 Validação dos dados encontrados no WES 

 

Após  realizar o sequenciamento dos exomas e selecionar as variantes para validação 

conforme descrito acima, as alterações encontradas foram validadas usando o sequenciamento 

de Sanger  em uma amostra  de DNA  independente do mesmo  indivíduo. Essas variantes  de 

genes  específicos,  seus  primers  flanqueadores  de  éxons  específicos  e  a  temperatura  de 

anelamento  desses  iniciadores  estão  descritos  na  Tabela  3.  A  identificação  dos  transcritos 

utilizados  para  elaboração  dos  referidos  primers  encontrase  na  –seção  Apêndices  –  deste 

documento (Tabela 15). 

As amostras de DNA extraídas do sangue periférico, dos familiares que consentiram em 

participar deste estudo, foram testados para as variantes das sequências selecionadas que eram 

aparentemente patogênicas e causadoras da doença. Após o isolamento do DNA todos os genes 

relevantes  foram  amplificados  por  PCR  (reações  de  cadeia  da  polimerase)  com  primers 

específicos para cada região (Tabela 3). As PCR foram realizadas utilizando 50ng/ml de DNA, 

2.5ml de Tampão IIB 10x (NaCl 40mM; Tris HCl 10mM, pH 8.4; Triton X100 0.1%; MgCl2 

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  BioRad  Mycycler 

Thermal Cycler, utilizando as seguintes etapas: desnaturação a 94ºC por 3 minutos, e, 35 ciclos 

de desnaturação a 94ºC por 30 segundos. Anelamento a 5562ºC por 30 segundos e extensão a 

72ºC por 30 segundos. Ao término dos ciclos, as reações passaram por uma extensão final a 

72ºC por 5 minutos. 

Os produtos de PCR foram purificados usando o PCRLinkTM Quick PCR Purification 

Kit (Life Technologies, Carlsbad, Califórnia) seguindo o protocolo do fabricante e visualizados 

em um gel de poliacrilamida 6,5% corado com prata. O protocolo de coloração envolveu uma 

etapa de fixação em ácido acético glacial 10%, lavagem em água destilada por 3 minutos; etapa 

de impregnação em solução de nitrato de prata (10.5g AgNO3, q.s.p 100ml H2O, formaldeído 

37%, q.s.p 50ml de água destilada) lavagem em água destilada por 15 segundos e a etapa de 

revelação em uma solução contendo 50ml de carbonato de sódio (3g de NaCO3, q.s.p 100ml 

H2O 75ml de formaldeído 100% e 20ml de tiossulfato de sódio 10mg/ml). 

As  reações de  sequenciamento  foram  realizadas utilizando  BigDye Terminator  v.3.1 

cycle sequencing kit, seguindo as instruções do fabricante (Applied Biosystems). As sequências 

foram obtidas no ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados 

de sequência bidirecional foram analisados usando o software Sequencer 4.9. 
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Tabela  3  –  Pares  de  primers  desenhados  para  sequenciamento  de  Sanger e  validação  de  resultados 
gerados através de exoma. 

Gene  Exon  Sequência (5’ 3’)  Tm ºC  Tamanho (pb) 

COX20  1 
F, GGTGGAGTCGCGGAGTAG 

R, GCGGAGAACGTCCTTACCCA 

61,0 

61,0 
126 

NUP214  22 
F, GCACGGACGTCCTGTAAAGAT 

R, ACCACCATATTGGTGTGACAGTA 

60,0 

60,0 
263 

GPR98  39 
F, TCAGGATGATGTACCAGAGCTAGA 

R, AGCTAAGATTAACAAAACAGCACAA 

60,0 

60,0 
204 

TLE1  16 
F, ATCAGCCCCGATTCCAAGGTC 

R, AGAGGCTCTTATTGTGTGGGCTG 

62,0 

62,0 
190 

PKD1L2  5 
F, AATGTGCAATTTTGCTTCACAAGT 

R, TTCTCTTACCTCGGCGGGTT 

60,0 

60,0 
211 

TEX9  1 
F, ACCGGGATGTGGAAACTCTCG 

R, AGGAAGTTAGGCGTCCTAGTCG 

61,0 

61,0 
159 

PTPDC1  5 
F, CTCAGTGTAGATCTGTGTACTTTTC 

R, AGCCCTGCATGACAATGGAT 

58,0 

58,0 
217 

TMOD4  9 
F, GTGTCCCTCTATTGTCCGCT 

R, GGCTGTTAGTCATTAGGTCTGCT 

60,0 

60,0 
182 

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

 
3.3 Análises in silico 

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

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

 Análise 1: para avaliação do exoma dos pacientes da família A: avaliação de variantes 

existentes  nos  mesmos  genes  em  todos  os  indivíduos  afetados  (II.4,  III.2),  excluindose  as 

variantes presentes no indivíduo não afetado (II.5, III.1). 

 Análise 2: para avaliação do exoma dos pacientes da família B: avaliação de variantes 

existentes nos mesmos genes em todos os indivíduos afetados (I.1, II.1, II.3), excluindose as 

variantes presentes nos indivíduos não afetados (II.2). 
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Os filtros utilizados no programa Mendel, MD permitiram a detecção de variantes que 

seguissem os seguintes critérios: estivessem presentes em exons, estivessem associadas a ganho 

ou perda de função, fossem homozigotas ou heterozigotas, correspondessem a mutações do tipo 

sem  sentido,  de  sentido  trocado,  frameshift  ou  indels,  e  fossem  identificadas  como 

possivelmente ou provavelmente patogênicas. 

 
Tabela 4 – Etapas de filtragem na análise do exoma através do programa Mendel, MD. 

Programa  Mendel, MD 

Análise  Análise 1 
Família A 

Análise 2  
Família B 

1º Filtro  Seleção de variantes com read depth ≥ 20 e call quality ≥ 50; 

2º Filtro 
Seleção de variantes que são observadas com frequência alélica menor que 1% no 1000 

Genome Project, e 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; 

3º Filtro  Seleção das variantes em frameshift, indel, sem sentido ou sentido trocado; 

4º Filtro  Seleção das variantes em homozigose ou heterozigose; 

5º Filtro  Seleção das variantes que geram impacto grande ou moderado. 

 

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

 

Após a análise realizada no programa Mendel,MD, os arquivos na extensão “.vcf” foram 

adicionados  à  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 informações a respeito da frequência da variante em 

bancos de dados, critério em ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), características 

descritas no OMIM (https://www.omim.org/), seus efeitos descritos em publicações disponíveis 

no PUBMED (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e resultados em programas preditores 

de  patogenicidade  da  variante  na  estrutura  da  proteína,  disponibilizados  nos  filtros  do 

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

 
As variantes selecionadas em cada uma das  famílias A e B a partir das análises 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 

encontramse  descritos  no  trabalho  de  Richards  et  al.  (2015)  e  utilizando  a  interface  do 

VarSome (https://varsome.com). Esse método é uma sequência de etapas com informações que 

devem ser levantadas para cada tipo de variante após extensa revisão da literatura e bancos de 

dados. Como exemplo temse o efeito na proteína, a frequência e tipos de variantes nos genes, 

a posição no transcrito e a presença e segregação na família. Esses critérios são avaliados em 

conjunto  e  a  probabilidade  de  a  variante  em  questão  ser  patogênica  é  determinada  pela 

combinação de tais algoritmos.  

Ao  final,  é  gerada  uma  classificação de variantes  sendo uma das  cinco  categorias  a 

seguir: “patogênica”, “provavelmente patogênica”, “significado incerto”, “provavelmente 

benigno” ou “benigno” com mais de 90% de certeza de uma variante ser causadora de doença 

ou benigna. A  lista de variantes em genes que não puderam ser excluídas por nenhuma das 

etapas acima e foram classificadas como “patogênicas”, “provavelmente patogênicas” ou 

“significado incerto” pelo critério da ACMG foram então selecionadas para posterior validação 

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

 

3.3.4 Modelos proteicos e impactos estruturais nas proteínas 

 
Com a finalidade de avaliar o impacto estrutural das variantes selecionadas pelo estudo, 

foram  obtidos  modelos  das  proteínas  não  modificadas  através  das  sequências  proteicas 

disponíveis  no  banco  de  dados  UniProt  (https://www.uniprot.org/blast/).  Utilizandose  os 

programas  SwissModel  (https://swissmodel.expasy.org)  e  RaptorX 

(http://raptorx.uchicago.edu)  foram  construídas  imagens  bidimensionais  das  proteínas  não 

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 proteínas.   
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4  RESULTADOS 

 

4.1  População de Estudo 

 
4.1.1 Família A 

 

O probando, indivíduo II.4 da família A (Figura 8), foi diagnosticado com síndrome de 

apneia obstrutiva do sono aos 55 anos de idade. A história familiar desse paciente para SAOS 

inclui  relato  de  ronco  alto  no  pai,  já  falecido,  com  paradas  respiratórias  testemunhadas  e 

presença de SAOS diagnosticada por polissonografia em sete irmãos. Todos os participantes 

dessa  família  foram  avaliados  para  presença  de  SAOS  por  meio  de  polissonografia  em 

laboratório do sono, sendo que aqueles que apresentaram um índice 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 está com 39 anos de idade, apresenta SAOS diagnosticada e 

encontrase  em  tratamento.  Assim,  com  relação  a  família  A,  no  presente  estudo  foram 

analisados os exomas dos indivíduos afetados II.4 e III.2 e dos indivíduos controles II.5 e III.1 

(Figura 8). 

Na tabela 5 são apresentados os dados clínicos dos indivíduos II.2, II.4, II.5, III.1 e III.2 

da  família A. Na família A,  os sintomas de  ronco e  sonolência  estavam presentes  tanto nos 

casos quanto nos controles. Os indivíduos selecionados não apresentaram nenhum problema de 

saúde geral que pudesse ser associado a SAOS, como obesidade, hipertensão, diabetes, refluxo, 

alterações  tireoidianas,  diminuição  da  libido,  problema  pulmonar  ou  cardíaco.  Ao  exame 

clínico, todos apresentam língua aumentada, palato ogival e classificação de  Mallampati IV, 

mas variavam a classificação de má oclusão de Angle.   
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Figura 8 – Genealogia da família A portadora de SAOS. 

   

Quadrados  negros  representam  indivíduos  afetados;  autoformas  em  branco  indicam  indivíduos  não 
afetados;  *indivíduos submetidos à análise de exoma;  *indivíduo que participou apenas do estudo de 
segregação; seta indica o probando. 
 

* 
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Tabela 5 – Dados clínicolaboratoriais dos indivíduos estudados na família A. 

IMC = Índice de Massa Corporal; IAH = Índica de Apneia  Hipopneia (eventos/hora); Sat.Mín. = Saturação Mínima %; Sat. Méd. = Saturação Média %; Índice Dessat. 
= índice de Dessaturação %; Índice Desp./h = Índice de Despertar / hora;  CPK = creatinofosfoquinase sérica (VR: Mulher: 26140U/L; Homem: 38174U/L); Miogl. 
= mioglobina sérica (VR: <90mcg/L); Resp.Nasal = Respiração Nasal Satisfatória; N.D = não disponível; linhas sombreadas indicam indivíduos afetados. 

Paciente  IMC 
(kg/m2) 

Idade 
(anos) 

IAH 
(ev./h) 

Sat. Mín. 
(%) 

Sat. 
Méd. (%) 

Tempo 
abaixo 
de 90% 

Índice 
Dessat. (%) 

Índice Desp. /h  CPK  Miogl.  Ronco  Resp. 

Nasal 

Palato  Mallampati  Má 
Oclusão 
(Classe) 

II.2  22,6  73  19,8  79,0  85,0  6,8  13,1  18,6  46,0  13,5  Presente  Satisf.  Ogival  IV  I 

II.4  25,1  71  13,2  82,0  88,0  6,5  16,9  22,9  78,0  18,0  Presente  Satisf.  Ogival  IV  II 

II.5  22,2  70  4,6  92,0  96,0  0,0  4,3  3,2  N.D  N.D  Presente  Satisf.  Ogival  IV  I 

III.1  20,7  41  0,4  91,0  96,0  0,0  0,4  0,8  33,0  2,8  Presente  Satisf.  Ogival  IV  III 

III.2  25,5  39  22,9  80,0  86,0  7,0  18,2  0,0  N.D  N.D  Presente  Satisf.  Ogival  IV  I 
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4.1.2 Família B 

 
O probando, indivíduo II.1 da família B (Figura 9), foi diagnosticado com SAOS aos 

59 anos de idade. Sua irmã (caso II.3) e sua mãe (caso I.1) também foram diagnosticadas com 

SAOS e encaminhadas para tratamento. Com relação a família B, no presente estudo foram 

analisados os casos I.1, II.1 e II.3 e o controle II.2 (Figura 9).  

Os dados clínicolaboratoriais de tais indivíduos estão apresentados na Tabela 6. Na 

família B, ronco estava presente em todos os casos, mas não no controle. Sonolência e fadiga 

eram queixas importantes nos casos I.1, II.1 e II.3, mas não no controle II.2. Em relação a 

morbidades relacionadas à SAOS, como hipertensão, diabetes, refluxo, alteração na tireoide, 

diminuição  da  libido,  problema  pulmonar  ou  cardíaco,  somente  o  caso  II.3  apresentava 

hipotireoidismo. Dificuldade de respirar bem pelo nariz estava ausente em todos da família 

B. O IMC estava aumentado em três membros da  família B, o probando II.1  e a mãe I.1 

estavam com sobrepeso e o caso II.3 estava com grau I de obesidade. De forma interessante, 

o controle que tinha um IMC classificado como obesidade grau II não apresentava SAOS. 

Ao  exame  clínico,  todos  tinham  língua  aumentada,  palato  ogival  e  Mallampati  IV,  mas 

variavam a classificação de má oclusão de Angle. 

 
Figura 9 – Genealogia da família B portadora de SAOS. 

 

 
Quadrados negros representam indivíduos afetados; autoformas em branco indicam indivíduos não 
afetados; *indivíduos submetidos à análise de exoma; seta indica o probando. 
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Tabela 6 – Dados clínicolaboratoriais dos indivíduos estudados na família B. 

IMC = Índice de Massa Corporal; IAH = Índica de Apneia  Hipopneia (eventos/hora); Sat.Mín. = Saturação Mínima %; Sat. Méd. = Saturação Média %; Índice Dessat. 
= índice de Dessaturação %; Índice Desp./h = Índice de Despertar / hora;  CPK = creatinofosfoquinase sérica (VR: Mulher: 26140U/L; Homem: 38174U/L); Miogl. 
= mioglobina sérica (VR: <90mcg/L); Resp.Nasal = Respiração Nasal Satisfatória; N.D = não disponível; linhas sombreadas indicam indivíduos afetados. 

Paciente  IMC 
(kg/m2) 

Idade 
(anos) 

IAH 
(ev./h) 

Sat. Mín. 
(%) 

Sat. 
Méd. (%) 

Tempo 
abaixo 
de 90% 

Índice 
Dessat. (%) 

Índice Desp. /h  CPK  Miogl.  Ronco  Resp. 

Nasal 

Palato  Mallampati  Má 
Oclusão 
(Classe) 

I.1  29,6  86  17,1  88  92  5,8  11,7  24,2  61,3  8,0  Presente  Satisf.  Ogival  IV  I 

II.1  24,5  59  9,9  87  92  4,1  9,0  14,2  57,2  12,5  Presente  Satisf.  Ogival  IV  II 

II.2  35,0  57  4,8  90  95  0,1  3,1  1,8  31,5  5,0  Ausente  Satisf.  Ogival  IV  I 

II.3  33,8  50  23,3  85  89  6,3  13,5  19,6  N.D  N.D  Presente  Satisf.  Ogival  IV  III 

II.4  32,3  48  3,6  91  96  0,8  2,4  1,0  N.D  N.D  Ausente  Satisf.  Ogival  IV  I 
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A Figura 10  apresenta um  fluxograma que  sintetiza  os  resultados  em cada uma das 

etapas de análise e filtragem de variantes das famílias estudadas, bem como a seleção dos genes 

e sua subsequente validação. Os resultados detalhados de cada etapa serão apresentados nos 

itens a seguir. 

 
Figura 10 – Fluxograma do método de análise in silico realizado para o WES. 

 

Família  A:  Após  análise  ACMG  &  AMP,  seis  variantes  missense  classificadas como “significado 

incerto” foram consideradas candidatas para validação por sequenciamento de Sanger (COX20, 
NUP214,  GPR98,  TLE1,  PKD1L2,  TEX9).  Variantes  missense  dos  genes  GPR98, TEX9  e  PKD1L2 
presentes na análise do exoma não foram validadas ou confirmadas nos dois indivíduos afetados. As 
variantes missense dos genes NUP214 e TLE1 foram validadas nas amostras submetidas à análise do 
exoma, mas não foram encontradas no indivíduo II.2 no estudo de segregação. Família B: Utilizando 
filtros  de  Mendel,  MD  e  Varstation®,  foram  identificadas  10  variantes,  todas em  heterozigosidade, 
presentes em 10 genes. Após a análise ACMG & AMP, duas variantes missense foram validadas pelo 
sequenciamento de Sanger e consideradas neste estudo. 
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4.2 Análises do sequenciamento por WES 

 

4.2.1 Família A  WES 

 

A análise do WES dos quatro  indivíduos genotipados da  família 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 nucleotídeos únicos de sentido trocado (missense) foi encontrada nos quatro 

pacientes  sequenciados,  e  o  número  médio  de  variantes  sem  sentido  (nonsense)  foi  de  81 

(Tabela 7). 

 
Tabela 7 –   Métricas associadas às amostras dos pacientes e controles da  família A submetidos ao 
sequenciamento por exoma. 

Família  Amostra  Total de SNV  Nonsense  Missense 
Média  

call quality 
Média  

read depth 

Família A 
 

II.4  80967  80  11403  658  34 
II.5  80371  79  10994  703  36 
III.1  81184  80  11195  719  37 
III.2  82390  88  11336  833  44 

Média  81228  81  11232  728  37 

SNV: Single Nucleotide Variant. 

 

Foram encontradas 38.612 variantes em comum entre os indivíduos afetados da família 

A (II.4 e III.2), localizadas em 7.462 genes. Após as etapas de filtragem especificadas nos itens 

3.3.1 e 3.3.2, analisandose apenas as variantes presentes em ambos os softwares (Mendel, MD 

e Varstation®), e excluindose aquelas comuns aos casos e controles (II.5 e III.1), um total de 

13  variantes  foram  selecionadas,  sendo  todas  em  heterozigose,  pertencentes  a  13  genes 

(COX20,   NUP214, DNAH10, GPR98, WFDC1,  TLE1, PKD1L2, VPS13C,  TEX9,    JMJD7, 

SHB, MRGPRX4, MUC6).   
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4.2.2 Família B  WES 

 

Em relação à família B, a análise do WES dos quatro indivíduos 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 nucleotídeos únicos de sentido  trocado (missense) foram 

localizadas nos  quatro pacientes  sequenciados,  e  o  número médio de variantes  sem  sentido 

(nonsense) foi de 69 (Tabela 8).  

 
Tabela  8  –  Métricas  associadas  às  amostras  dos  pacientes  e  controles  da  família  B  submetidos  ao 
sequenciamento por exoma. 

Família  Amostra  Total de SNV  Nonsense  Missense 
Média  

call quality 
Média  

read depth 

Família B 
 

I.1  77278  73  10478  716  35 
II.1  79196  68  10949  751  38 
II.2  79200  67  10945  683  34 
II.3  78250  68  10817  653  33 

Média  78481  69  10797  700  35 

SNV: Single Nucleotide Variant. 

 

Um total de 40.318 variantes em comum entre os indivíduos afetados da família B (I.1, 

II.1 e II.3), foram localizados em 6.526 genes. Após o uso sistemático dos filtros dos programas 

Mendel, MD e Varstation® (itens 3.3.1 e 3.3.2), e excluídas as variantes comuns aos casos e 

controle (II.2), foram identificadas 10 variantes, todas em heterozigose, pertencentes a 10 genes 

(NLRP6, SLC22A18, ZNF433, POTEC, PIF1, PTPDC1, ZFPM2, ZBTB24, LARS1, TMOD4).   
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4.3 Estudo e classificação das variantes 

 

A avaliação das amostras das famílias portadoras de SAOS através de exoma realizada 

no presente trabalho apresentou 23 genes – 13 deles referentes à família A e 10 referentes à 

família B – com potencial de estarem envolvidos na fisiopatologia da síndrome. No entanto, 

vale ressaltar que nenhum dos genes selecionados é compartilhado entre as famílias avaliadas. 

Após  a  identificação  das  variantes  nos  genes  supracitados,  foi  realizado  o  estudo  e 

classificação 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 Família A – ACMG / VarSome 

 

Em relação a família A, após análise, foram encontradas cinco variantes “provavelmente 

benignas” e duas “benignas”. Seis variantes missense classificadas como sendo de “significado 

incerto”  foram  selecionadas  como  candidatas  à  validação  por  sequenciamento  de  Sanger 

(Tabela  9).  A  descrição  detalhada  das  informações,  obtidas  através  da  análise  no  VarSome 

(https://varsome.com),  revisão  bibliográfica  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), encontrase na Tabela 10.   
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Tabela 9 – Variantes observadas em todos os indivíduos portadores de SAOS e ausentes nos controles 
da família A. 

Chr  Gene  Posição  rs  c.DNA  Proteína 
Classificação  

ACMG (VarSome) 

1  COX20  244999041  rs946982087  c.25G>A  p.Glu9Lys  Significado incerto 

9  NUP214  134049657  rs902499481  c.3112A>G  p.Lys1037Glu  Significado incerto 

12  DNAH10  124333367  rs75173589  c.5686G>A  p.Val1896Met  Provavelmente benigna 

5  GPR98  90004717  rs202211640  c.8815C>A  p.Pro2939Thr  Significado incerto 

16  WFDC1  84353166  rs145072849  c.551G>A  p.Arg184His  Provavelmente benigna 

9  TLE1  84205726  rs1333105043  c.1823T>C  p.Leu608Pro  Significado incerto 

16  PKD1L2  81241175  rs79139155  c.826C>T  p.Leu276Phe  Significado incerto 

15  VPS13C  62160874  rs77673743  c.10847G>A  p.Gly3616Asp  Benigna 

15  TEX9  56657655  rs746610687  c.7G>C  p.Gly3Arg  Significado incerto 

15  JMJD7  42127226  rs747062485  c.277G>T  p.Ala93Ser  Benigna 

9  SHB  38068162  rs199974314  c.481C>G  p.Leu161Val  Provavelmente benigna 

11  MRGPRX4  18195609  rs146132319  c.806C>T  p.Pro269Leu  Provavelmente benigna 

11  MUC6  1031202  rs139011641  c.541G>A  p.Gly181Arg  Provavelmente benigna 

As linhas sombreadas representam variantes com potencial deletério de acordo com a análise in silico. 
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Tabela 10 – Descrição da classificação das variantes encontradas na família A com potencial de apresentarem patogenicidade. 

 indicam informações não encontradas nesta etapa do estudo. 

Gene 

(rs) 
OMIM  ClinVar  Publicações 

CLASSIFICAÇÃO ACMG (VarSome) 

Geral  Regra  Significado 

COX20 
(rs946982087) 

Deficiência do 
complexo 

mitocondrial IV 
 

Neuropatia 
(Otero et al., 

2018) 

Significado 
incerto 

PM2  Não  presente  em:  Exome  Sequencing  Project,  1000  Genomes  Project,  ou  Exome  Aggregation 
Consortium 

PP2  Troca de sentido onde poucas alterações desse tipo são benignas, sendo um mecanismo comum de doença 

NUP214 
(rs902499481) 

Leucemia   
Leucemia 

(Zheng et al., 
2021) 

Significado 
incerto 

PM1  Variante em região de domínio crítico proteico 

PM2  Não presente em GnomAD 

BP1  75% das variantes de sentido trocado são benignas 

GPR98 
(rs202211640) 

Sd. de Usher 
Convulsões  Benigno 

Sd. de Usher 
(Castiglione e 
Möller, 2022) 

Significado 
incerto  PM2  Não presente em GnomAD 

TLE1 
(rs1333105043) 

   
Sarcoma 

(Yang et al., 
2020) 

Significado 
incerto 

PM2  Não presente em GnomAD 

PP3  Predição em programas: Benigna (MVP, MutationAssessor) / Patogênica (BayesDel_addAF, DANN, 
DEOGEN2, EIGEN, FATHMMMKL, LISTS2, MCAP, MutationTaster, PrimateAI, REVEL e SIFT) 

PKD1L2 
(rs79139155) 

   

Doença Renal 
Policística 
(Kim et al., 

2020) 

Significado 
incerto 

PP3  Predição  em  programas:  Benigna  (BayesDel_addAF,  LISTS2,  MVP  e  PrimateAI)  /  Patogênica 
(DANN, EIGEN, FATHMMMKL, MutationTaster e REVEL) 

BS1  Frequente no GnomAD 

TEX9 
(rs746610687) 

   
Ciliopatia 

(Gheiratmand 
et al., 2019) 

Significado 
incerto 

PM2  Não presente em GnomAD 

BP4  Predição  em  programas:  Benigna  (DEOGEN2,  EIGEN,  FATHMMMKL,  LISTS2,  MCAP,  MVP, 
PrimateAI e REVEL) / Patogênica (BayesDel_addAF, DANN, MutationAssessor, MutationTaster e SIFT) 
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4.3.2 Família B – ACMG / VarSome 

 

O  estudo  da  família  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 à validação por sequenciamento de 

Sanger (Tabela 11). As informações quanto à classificação dessas variantes, obtidas por meio 

do  VarSome  (https://varsome.com),  revisão  bibliográfica  na  literatura,  ClinVar 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)  e  OMIM  (https://www.omim.org),  encontramse  na 

Tabela 12. 

  
Tabela 11 – Variantes observadas em todos os indivíduos portadores de SAOS e ausentes nos controles 
da família B. 

Chr  Gene  Posição  rs  c.DNA  Proteína 
Classificação  

ACMG (VarSome) 

11  NLRP6  281073  rs946982087  c.1339C>T  p.Arg447Cys  Provavelmente benigna 

11  SLC22A18  2929502  rs143044180  c.184G>T  p.Gly62Cys  Provavelmente benigna 

19  ZNF433  12126348  rs202067147  c.1229C>T  p.Thr410Met  Provavelmente benigna 

18  POTEC  14542931  rs45554841  c.215G>A  p.Cys72Tyr  Provavelmente benigna 

15  PIF1  65108865  rs150356082  c.1774C>T  p.Arg592Cys  Provavelmente benigna 

9  PTPDC1  96857621  rs61743388  c.477G>T  p.Trp159Cys  Significado incerto 

8  ZFPM2  106801092  rs202204708  c.679A>G  p.Ile227Val  Benigna 

6  ZBTB24  109803084  rs147441359  c.146G>A  p.Arg49Gln  Benigna 

5  LARS1  145503564  rs34823161  c.3077A>G  p.Tyr1026Cys  Provavelmente benigna 

1  TMOD4  151143043  rs141507115  c.967G>A  p.Gly323Arg  Significado incerto 

As linhas sombreadas representam variantes com potencial deletério de acordo com a análise in silico.  
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Tabela 12 – Descrição da classificação das variantes encontradas na família B com potencial de apresentarem patogenicidade. 

Gene 

(rs) 
OMIM  ClinVar  Publicações 

CLASSIFICAÇÃO ACMG (VarSome) 

Geral  Regra  Significado 

PTPDC1 
(rs61743388) 

   

Anemia de 
Fanconi 

(Wickramasekara 
e Stessman, 

2019) 

Significado 
incerto 

PM2 

A posição é fortemente conservada (phyloP100way = 9,29 é maior que 7,2). A contagem de alelos homozigotos 
dos exomas GnomAD = 1 é inferior a 3 para o gene PTPDC1 (não é possível verificar a cobertura dos exomas 
gnomAD). A contagem de alelos homozigotos dos genomas GnomAD = 1 é menor que 3 para o gene PTPDC1 
(com boa cobertura de genomas gnomAD = 31,9). 

PP3  Predição em programas: Benigna (BayesDel_addAF, DEOGEN2 e MVP ) / Patogênica (DANN, EIGEN, 
FATHMMMKL, LISTS2, MCAP, MutationAssessor, MutationTaster, PrimateAI, REVEL e SIFT) 

TMOD4 
(rs141507115) 

    Miopatia (Berger 
et al., 2014) 

Significado 
incerto 

PM2 

A posição é fortemente conservada (phyloP100way = 7,71 é maior que 7,2). A contagem de alelos homozigotos 
dos exomas GnomAD = 0 é inferior a 3 para o gene TMOD4 (com boa cobertura de genomas gnomAD = 83,1). 
A contagem de alelos homozigotos dos genomas GnomAD = 0 é menor que 3 para o gene TMOD4 (com boa 
cobertura de genomas gnomAD = 32,5). 

PP3  Predição em programas: Benigna (BayesDel_addAF, DEOGEN2 e MVP) / Patogênica (DANN, EIGEN, 
FATHMMMKL, LISTS2, MCAP, MutationAssessor, MutationTaster, PrimateAI, REVEL e SIFT) 

 indicam informações não encontradas nesta etapa do estudo. 
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4.4 Validação do WES por sequenciamento de Sanger. 

 

4.4.1 Família A – Validação por Sanger 

 

As variantes missense dos genes GPR98, TEX9  e PKD1L2 presentes nas análises de 

exoma, não foram validadas ou confirmadas nos dois indivíduos afetados (II.4 e III.2) – apesar 

de suas elevadas frequências alélicas (VAF 40%) no WES. Já as variantes missense dos genes 

NUP214 e TLE1 foram validadas nas amostras submetidas à análise de exoma, mas não foram 

encontradas no indivíduo II.2 no estudo de segregação. A variante missense do COX20 foi a 

única validada nas amostras de exoma e subsequentemente também no indivíduo II.2 (Figura 

11, Tabela 13).  

 
Figura 11 – Eletroferograma representativo do gene COX20 validado para indivíduos afetados na 
família A. 

 

 

 

 

Sequência reversa (3’→5’). Seta aponta a mutação. 
 
Tabela  13  –  Sumário  dos  resultados  da  validação  dos  sequenciamentos  dos  genes  selecionados  na 
família A. 

Anál.  Suj. 

Genes 
NUP214 

p.Lys1037Glu 
Aaa/Gaa 

GPR98 
p.Pro2939Thr 

Ccc/Acc 

TLE1 
p.Leu608Pro 

cTa/cCa 

TEX9 
p.Gly3Arg 
Ggg/Cgg 

PKD1L2 
p.Leu276Phe 

Ctc/Ttc 

COX20 
p.Glu9Lys 
Gag/Aag 

E
xo

m
a 

II.4  A/G  C/A  T/C  G/G  C/T  G/A 

II.5  A/A  C/C  T/T  G/G  C/C  G/G 

III.1  A/A  C/C  T/T  G/G  C/C  G/G 

III.2  A/G  C/C  T/C  G/C  C/C  G/A 

E
.S

 

II.2  A/A    T/T      G/A 

Anál.:  análise;  E.S:  estudo  de  segregação; Suj.:  sujeitos  do  estudo;    não  procedeuse à  validação; 
quadrados sombreados indicam indivíduos afetados.   

Eletroferograma representativo da variante rs946982087 

COX20 
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A  frequência  da  variante  do  COX20  (rs946982087)  não  é  relatada  na  população 

brasileira,  de  acordo  com  o  banco  de  dados  AbraOM  (https://abraom.ib.usp.br/),  nem  na 

população mundial, segundo o GnomAD (GnomAD; https://gnomad.broadinstitute.org/), o que 

demonstra que essa variante não é frequente em diferentes populações. 

 

4.4.2 Família B – Validação por Sanger 

 
  Ambas as variantes missense, em heterozigoze, encontradas nas análises de exoma da 

família B foram validadas nos indivíduos afetados e ausentes no controle (Figura 12, Tabela 

14).  As  frequências  das  variantes  de  PTPDC1  e  TMOD4  analisadas  no  ABraOM 

(https://abraom.ib.usp.br/)  são  0.0017  e  0.00042,  respectivamente.  No  banco  de  dados 

GnomAD  as  frequências  relatadas  são  0.00046  para  PTPDC1  e  0.00097  para  TMOD4 

(https://gnomad.broadinstitute.org/). 

 
Figura 12 – Eletroferograma representativo dos genes validados na família B.  

 

 
(a) Resultados do sequenciamento de PTPDC1 (5’→ 3’); (b) Resultados do sequenciamento de TMOD4 
(3’→5’); Setas apontam as mutações.   

a) PTPDC1 

b)    TMOD4 

Eletroferograma representativo da variante rs61743388 

Eletroferograma representativo da variante rs141507115 
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Tabela  14  –  Sumário  dos  resultados  da  validação  dos  sequenciamentos  dos  genes  selecionados  na 
família B. 

Análise  Sujeitos 

Genes 

PTPDC1 
p.Trp159Cys 

tgG/tgT 

TMOD4 
p.Gly323Arg 

Ggg/Agg 

E
xo

m
a 

I.1  G/T  G/A 

II.1  G/T  G/A 

II.2  G/G  G/G 

II.3  G/T  G/A 

Quadrados sombreados indicam indivíduos afetados. 
 

4.5 Predição de patogenicidade de proteínas, análise de vias e análise in silico 

 

4.5.1 Proteína COX20 – Família A 

 

A proteína COX20 é composta por três random coils e dois domínios transmembrana 

alfahélice (The UniProt Consortium, 2021). A mutação c.25G>A (p.Glu9Lys) localizase no 

primeiro domínio topológico Ntermina (Figura 13a), em um aminoácido altamente conservado 

entre  as  espécies  (Figura  13b).  Embora  seja  difícil  construir  modelos  de  alta  confiança  do 

domínio Nterminal da COX20, dada a falta de modelos semelhantes para esta parte da proteína, 

o  modelo  COX20  tipo  selvagem  AlphaFold  (Jumper  et  al.,  2021)  demonstra  que  o  ácido 

glutâmico 9 da proteína forma uma ponte de hidrogênio com o ácido glutâmico 11, gerando 

uma dobra (Figura 13c). No entanto, essa interação não é observada com a Lisina substituída 

nessa posição na COX20 que apresenta a variante selecionada no presente estudo. Tal alteração, 

como  previsto  pelo  SwissModel  (Waterhouse  et  al.,  2018)  afeta  a  estrutura  da  proteína  e 

potencialmente a desestabiliza, conforme demonstrado nos modelos criados com o  software 

RaptorX (Sheng et al., 2016) (Figura 13c).   
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Figura 13 – Efeitos do resíduo alterado na proteína COX20. 

a) 

 
b)                                             

 
c)          

 
(a) –  Esquema dos domínios de COX20 com a localização do resíduo variante. A posição da variante 
E9K detectada no GAG é representada por um diamante. (b) – Alinhamentos de sequências mostrando 
homologia  entre  o  domínio  topológico  da  proteína  COX20  de  diferentes  espécies  (H.  sapiens,  P. 
troglodytes, M. mulatta, M. musculus, D. rerio, D. melanogaster), destacando a conservação do resíduo 
variante  E9K  (em  azul).  (c)  –  Modelo  da  estrutura  do  sítio  ativo  de  COX20  mostrando,  no  tipo 
selvagem, os resíduos carregados. Destacado, o local da substituição em Glu9 para Lis9 (p.E9K) (ID 
da base de dados de proteínas: Q5RI15). 



 
 
 
 
 

 

66 

 
 

4.5.2 Proteína PTPDC1 – Família B 

 

Para estimar a patogenicidade e prever a estrutura da proteína PTPDC1, foi utilizado o 

transcrito  ENST00000375360.7,  que  codifica  a  proteína  A2A3K41,  classificada  como 

sequência  canônica  pelo  UniProt  (The  UniProt  Consortium,  2021).  A  variante  identificada 

nesse gene foi descrita como patogênica por diferentes  softwares, conforme demonstrado na 

Tabela 12. A substituição p.Trp159Cyst ocorre no domínio tirosinaproteína fosfatase (entre os 

aminoácidos  82253)  (Figuras  14a,c),  em  um  aminoácido  altamente  conservado  entre  as 

espécies (Figura 14b), o que poderia explicar o efeito deletério da mutação.    
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Figura 14 – Efeitos do resíduo alterado na proteína PTPDC1. 
 
a) 

 
b)                                             

 
c)          

 
(a) –  Esquema dos domínios de PTPDC1 com a localização do resíduo variante: PTP, proteína tirosina 
fosfatase; Sol, representa uma dobra helicoidal do solenoide. A posição da variante W159C detectada 
no TGG é  representada por um diamante. (b) – Alinhamentos de  sequências mostrando homologia 
entre  o  domínio  PTP  da  proteína  PTPDC1  de  diferentes  espécies  (H.  sapiens,  P.  troglodytes,  M. 
mulatta, F. catus, M. musculus), destacando a forte conservação do resíduo variante W159C (em azul). 
(c)  –  Modelo  da  estrutura  do  sítio  ativo  de  PTPDC1  mostrando,  no  tipo  selvagem,  os  resíduos 
carregados. Destacado, o local da substituição em Trp290 para Cis290 (p.W159C) (ID da base de dados 
de proteínas: A2A3K4). 

   

PTPDC1 
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4.5.3 Proteína TMOD4 – Família B 

 

TMOD4 é altamente conservada entre os aminoácidos 1151 e 172344, incluindo o 

resíduo da variante p.Gly323Arg, que se localiza no último domínio de ligação à actina, sendo 

capaz de alterar a capacidade de ligação entre actina e  tropomodulina in vivo. A substituição 

ocorre em um coil logo no início de uma alfahélice, como pode ser visto pela projeção realizada 

através  do  SwissModel  (Waterhouse  et  al.,  2018)  (Figura  15).  No  modelo  construído  com 

RaptorX (Sheng et al., 2016), a substituição de um resíduo de glicina por arginina resultou no 

alongamento  da  última  alfahélice  do  último  domínio  de  ligação  à  actina,  o  que  pode  ser 

deletério para sua função.    
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Figura 15 – Efeitos do resíduo alterado na proteína TMOD4. 

a) 

 
b)                                             

 
c)          

 
(a) –  Esquema dos domínios de TMOD4 com a localização do resíduo variante. A posição da variante 
G323W  detectada  no  GGG  é  representada  por  um  diamante.  (b)  –  Alinhamentos  de  sequências 
mostrando homologia entre o domínio de ligação à actina da proteína TMOD4 de diferentes espécies 
(H. sapiens, P.  troglodytes, M. mulatta, F. catus, M. musculus, T. rubripes, D. rerio, X.  tropicalis), 
destacando  a  forte  conservação  do  resíduo  variante  G323W  (em  azul).  (c)  –  Modelo  da  estrutura 
TMOD4 mostrando no tipo selvagem os resíduos carregados. Destacado, o local da substituição em 
Gly323 para Arg323 (p. G323W) (ID da base de dados de proteínas: Q9NZQ9). 
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5  DISCUSSÃO 

 

A fisiopatologia da Síndrome da Apneia Obstrutiva do Sono é um processo complexo e 

a identificação de genes críticos para a caracterização da doença é uma tarefa árdua devido às 

infinitas possibilidades. Assim, os casos familiares são um ponto de partida interessante para 

buscar  novas  mutações  que  podem  ocorrer  em  todo  o  contexto  familiar  e  elucidar  a 

fisiopatogênese da síndrome. 

O presente trabalho descreve seis indivíduos afetados e três controles em duas famílias 

portadoras da SAOS. Todos os indivíduos afetados manifestam fenótipos típicos da doença e 

foram  responsivos  aos  tratamentos  propostos  respectivamente.  Os  controles  tratamse  de 

indivíduos sem queixas clínicas de SAOS e os quais foram avaliados objetivamente por meio 

de polissonografia para exclusão da doença. 

Nestas  duas  famílias  brasileiras  com  fenótipos  de  SAOS,  três  novas  variantes 

heterozigóticas aparentemente patogênicas foram identificadas nos genes COX20 – família A 

–  PTPDC1  e  TMOD4  –  família  B.  Nenhum  destes  genes  encontrados  e  selecionados  para 

seguimento  dos  experimentos  têm  relação  direta  descrita  na  literatura  com  a  síndrome.  A 

probabilidade préteste para a detecção de mutações associadas a SAOS é baixa, uma vez que 

estudos  com  este  escopo  ainda  são  escassos.    Sendo  assim,  é  esperado  que  as  variantes 

observadas no presente estudo sejam de fato novas. 

EXPLICAR AUSÊNCIA DE GPR98, TEX9 E PKD1L2 EM SANGER 

COX20 é uma proteína nuclear essencial para a montagem do complexo IV da cadeia 

respiratória mitocondrial (CIV)/citocromo C oxidase (Szklarczyk et al., 2012). O complexo IV 

é  composto  por  14  domínios,  dos  quais  três  são  codificados  na  mitocôndria  e  inseridos  na 

membrana  mitocondrial  de  forma  cotraducional  com  a  ajuda  de  fatores  de  montagem  e 

chaperonas como a COX20. Níveis limítrofes de COX20 têm sido associados a proteínas COX2 

instáveis, que são degradadas devido à  falha de sua  inserção na membrana mitocondrial e à 

maturação de seu sítio de cobre (Bourens et al., 2014), resultando em acúmulo de complexo IV 

danificado, possivelmente envolvido em capacidade respiratória reduzida (Otero et al., 2018).  

Mutações em homozigose nesse gene têm sido descritas em pacientes com deficiência 

do complexo IV mitocondrial  (OMIM: #220110), que apresentam achados neuromusculares 

como hipotonia,  distonia  e  ataxia  (Szklarczyk  et  al.,  2013; Doss  et  al.,  2014). Em doenças 

mitocondriais primárias como esta, o envolvimento neuromuscular e do sistema nervoso central 

pode  afetar  as  vias  aéreas  e  a  respiração.  Os  sintomas  podem  incluir  respiração  ruidosa, 
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rouquidão,  estridor,  congestão,  tosse,  respiração  anormal,  ronco,  distúrbios  do  sono, 

hipersonolência diurna e intolerância ao exercício (Parikh et al., 2017). A polissonografia pode 

mostrar achados de apneia central, apneia obstrutiva do sono e diminuição do drive ventilatório 

em resposta à hipóxia e/ou hipercapnia (Ramezani e Stacpoole, 2014). 

Embora  não  localizada  nos  domínios  transmembrana  da  COX20,  a  região  onde  se 

localiza  a  mutação  p.Glu9Lys  também  é  de  importância  considerável  para  a  estabilidade  e 

funcionalidade  do  COX20.  Um  estudo  de  uma  família  com  dois  pacientes  com  mutações 

heterozigóticas  compostas  em  COX20  (p.Lys14Arg  +  Trp74Lys),  mostrou  que,  associadas, 

essas variantes causaram uma neuropatia axonal autossômica recessiva e encefalopatia estática 

(Xu  et  al.,  2019).  A  primeira  mutação  (p.Lys14Arg),  afeta  exatamente  a  mesma  região  da 

proteína  que  a  mutação  p.Glu9Lys  observada  neste  estudo,  o  que  corrobora  a  hipótese  de 

importância da variante aqui encontrada para a fisiopatologia da SAOS.  

Na  família  B  um  tema  notável  relacionado  ao  TMOD4  (rs141507115)  é  seu 

envolvimento no controle muscular. Durante o sono, a manutenção da desobstrução das vias 

aéreas superiores é um objetivo fisiológico primário, cuja falha pode levar à apneia obstrutiva 

do  sono  (AOS)  e  suas  sequelas  (Strohl  et  al.,  2012).  Trabalhos  anteriores  sugerem  que  a 

patogênese da apneia do sono envolve uma interação complexa da anatomia das vias aéreas 

superiores  (Schwab,  1998),  controle  motor  do  dilatador  faríngeo  (Malhotra  et  al.,  2002), 

instabilidade do controle ventilatório (loop gain) (Khoo, 2000; Wellman et al., 2011), sozinhos 

e/ou em combinação. A contribuição de cada um desses fatores para a AOS em um determinado 

indivíduo é bastante variável, enfatizando a importância de definir o mecanismo subjacente da 

AOS em pacientes acometidos para atingir o objetivo de terapia individualizada e direcionada 

(Saboisky et al., 2009). 

Os músculos das vias aéreas superiores agem para aumentar o calibre das mesmas. São 

controlados ao nível do tronco cerebral por meio de mecanismos complexos. Existem 23 pares 

de músculos sendo controlados principalmente através do hipoglosso (nervo craniano XII) e 

através da saída motora do trigêmeo (V3) (Kubin et al., 1993; Kubin et al., 1994; Remmers e 

Lahiri, 1998). Esses músculos são classificados de várias maneiras diferentes, por exemplo, 

fásico versus tônico (ou seja, aqueles que são ativados em cada ato inspiratório versus aqueles 

com  atividade  constante  ao  longo  do  ciclo  respiratório),  protratores  versus  retratores, 

dilatadores  versus  constritores,  ou  aqueles  com ou  sem estado dependência  (isto  é,  grau  de 

mudança na atividade no início do sono) (Saboisky et al., 2009; Saboisky et al., 2010). 
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Um estudo avaliou as alterações patológicas dos músculos palatofaríngeos em pacientes 

com  AOS  e  encontrou  correlação  entre  o  grau  de  AOS  com  as  alterações  patológicas  dos 

músculos palatofaríngeos. Além disso, verificaram que a incidência de miopatia é uma parte 

importante  da  AOS  secundária  à  hipóxia  intermitente  crônica  na  AOS  e  outras  lesões 

patológicas, mas também uma razão importante para o aumento do colapso faríngeo (Li et al., 

2011). 

TMOD4 é um dos quatro membros da família Tropomodulin, um grupo de proteínas 

que  se  ligam  às  extremidades  dos  filamentos  de  actina  e  os  estabilizam,  inibindo  seu 

alongamento,  despolimerização  e  renovação  (Fischer  e  Fowler,  2003).  Compartilha  uma 

sequência muito semelhante e todas as propriedades funcionais conhecidas de TMOD1. Ambos 

são  altamente  expressos  no  músculo  esquelético  e  cardíaco,  diferindo  apenas  quanto  a 

expressão predominante de TMOD4 em fibras musculares esqueléticas rápidas e TMOD1 em 

fibras musculares esqueléticas lentas (Fowler 1996; AlmenarQueralt et al., 1999; Gokhin et 

al., 2010; Zhao, 2013).  

A  regulação  precisa  da  dinâmica  dos  filamentos  de  actina  é  essencial  para  a 

miofibrilogênese. Modelos animais de zebrafish com perda de função de TMOD4 apresentam 

alongamento de filamentos finos, sarcômeros desorganizados, diminuição da força isométrica 

e fraqueza muscular (Berger et al., 2014), o que corrobora com a observação de que diminuir a 

expressão de TMOD4 resulta no alongamento do filamento fino (Gregorio et al., 1995).  

As  doenças  associadas  com  TMOD4  incluem  Esclerose  Lateral  Amiotrófica  Tipo  5 

(Cox  et  al.,  2001)  e  a  Miopatia  Estrutural  Congênita  (Nanda  et  al.,  2018).  Entre  suas  vias 

relacionadas estão a contração do músculo estriado e a condução cardíaca (Gokhin et al., 2010).  

Os membros da família B têm alteração em seu peso corporal, no entanto, a via aérea 

superior  avaliada  clinicamente  e  por  meio  de  cefalometria  não  se  mostra  estreita.  Tais 

características nos faz inferir que desordens na musculatura faríngea possam ser um importante 

fator  fisiopatológico desses pacientes.  Corrobora  com essa hipótese o  fato de que  a  terapia 

miofuncional  orofacial  ter  repercutido  favoravelmente no  tratamento de  ronco  e  apneia dos 

membros dessa família. 

Dentre os fenótipos associados ao gene PTPDC1 estão relação cintura quadril (Pulit et 

al.,  2019),  relação  cintura quadril  ajustada pelo  IMC  (Lotta  et  al.,  2018),  circunferência da 

cintura ajustada pelo IMC (Zhu et al., 2020; Christakoudi et al., 2021). 

Embora a função da proteína tirosina fosfatase 1 (PTPDC1) ainda não esteja totalmente 

elucidada,  sua  regulação  negativa  tem  sido  associada  a  alguns  fenótipos,  como  alterações 
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faciais  e  hipotonia  (UniProt,  2021)  e  sua  regulação  positiva  com  alguns  tipos  de  câncer 

(Dufrense et al., 2019; Li et al., 2021). Entendese que ela participe da montagem e degradação 

do cílio, importante para direcionar o movimento do fluido (cílios móveis), detectar o ambiente 

extracelular e controlar várias vias de transdução de sinal (cílios primários). Nesse sentido, a 

depleção de PTPDC1 em células knockout leva a um aumento no comprimento dos cílios, bem 

como a um prejuízo funcional dos mesmos (Milenkovic et al., 2009; Lai et al., 2011).  

É difícil estabelecer uma relação entre SAOS e PTPDC1, por falta de informação, mas 

possivelmente o movimento dos cílios pode ser a chave para integrálos. Apneia obstrutiva do 

sono  tem  sido um  importante  achado  relacionado  a doenças  ciliares  primárias  (Bush  et  al., 

1998; Erdem et al., 2011; Pifferi et al., 2011). Um clearance de muco deficiente pode levar a 

uma maior resistência ao fluxo de ar nas vias aéreas superiores, a distúrbios nas trocas gasosas 

ao nível pulmonar e, consequentemente, a anormalidades na arquitetura do sono (Oktem et al., 

2013).  

Entre  suas  vias  relacionadas  está  a  viaPAK.  A  proteína  codificada  por  este  gene 

compõe um grupo característico, as proteínas tirosina fosfatases (PTPs). As PTPs regulam as 

atividades  das  fosfoproteínas  por  meio  da  desfosforilação.  São  moléculas  sinalizadoras 

envolvidas na regulação de uma ampla variedade de processos biológicos. A função específica 

desta proteína ainda não foi claramente determinada (Li et al., 2016).  

Dentre as diversas doenças associadas ao gene PTPDC1 algumas se manifestam com 

hipotonia e alterações craniofaciais, são elas: Síndrome de Kleefstra, Síndrome de CoffinSiris, 

Síndrome de WolfHirschhorn, Síndrome de Sotos (McLean et al., 2011; Ronchetti et al., 2016; 

Ramos et al., 2019; Wickramasekara et al., 2019; Li et al., 2021).  

Os  aminoácidos  do  tipo  selvagem  em  COX20,  PTPDC1  e  TMOD4  são 

consideravelmente conservados entre as espécies, fato que demonstra sua relevância evolutiva. 

Além disso, é interessante notar que as variantes observadas nestes genes são raras na população 

geral,  demonstrando  que  podem  estar  relacionadas  a  sujeitos  menos  adaptados  no  âmbito 

biológico. 

Cabe ressaltar que nenhum dos genes citados  foi  identificado em estudos prévios de 

SAOS  envolvendo  GWAS.  Uma  pesquisa  no  GWAScatalog  (https://www.ebi.ac.uk/ 

gwas/genes)  por  variantes  dentro  de  150  kilobases  das  variantes  aqui  citadas  não  levou  a 

resultados associados à apneia do sono. Uma possível razão para este fato é que SNPs de efeitos 

modestos  são perdidos nas  análises,  pois  não  atingem um  limiar  de  significância  estatística 

(Eichler et al., 2010). 
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O presente estudo possui algumas limitações. A amostra, embora bem documentada, foi 

de tamanho reduzido e não foi possível realizar o estudo de segregação na família B. Nenhum 

dos genes selecionados foi encontrado em comum nas famílias, sugerindo uma contribuição 

molecular  diversa  para  diferentes  fenótipos  de  SAOS.  Assim,  uma  importante  restrição  do 

presente estudo diz respeito à não realização de uma fenotipagem fisiopatológica dos sujeitos, 

como sugere o complexo protocolo proposto por Eckert et al. (2013). Determinar esses fatores 

é claramente um objetivo importante para pesquisas futuras.   
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6  CONCLUSÃO 

 

O presente estudo sugere que os genes COX20, PTPDC1 e TMOD4 anteriormente não 

relacionados à apneia obstrutiva do sono podem estar associados à síndrome. O mecanismo 

pelo qual esses genes estão  envolvidos com o desenvolvimento da SAOS permanece pouco 

claro  e  requer  mais  investigações,  mas  o  potencial  deletério  da  localização  das  respectivas 

mutações  para  estrutura  proteica  e  a  inferência  da  relação  dessas  proteínas  com  fenótipos 

associados a SAOS os torna potenciais candidatos. 
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APÊNDICES 

 
APÊNDICE A – Tabela com identificação dos transcritos utilizados. 

 
Tabela  15  –  Identificação  dos  transcritos  utilizados  para  elaboração  de  primers  específicos  para as 
regiões das variantes estudadas em seus respectivos genes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

Gene  rs  Transcrito 

COX20  rs946982087  ENST00000411948.7 

NUP214  rs902499481  ENST00000359428.10 

GPR98  rs202211640  ENST00000405460.9 

TLE1  rs1333105043  ENST00000376499.8 

PKD1L2  rs79139155  ENST00000337114.8 

TEX9  rs746610687  ENST00000352903.6 

PTPDC1  rs61743388  ENST00000620992.5 

TMOD4  rs141507115  ENST00000295314.9 
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APÊNDICE B – Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

N° Registro COEP: 2.980.453 

 

Título do Projeto: “AVALIAÇÃO DO PERFIL GENÉTICO E SUA CORRELAÇÃO COM 

FENÓTIPO  DO  PACIENTE  COM  APNEIA  OBSTRUTIVA  DO  SONO  VISANDO  O 

DIAGNÓSTICO PRECOCE E INTERVENÇÃO TERAPÊUTICA DIRECIONADA” 

O senhor  (a) está sendo convidado (a) a participar, como voluntário,  na pesquisa  intitulada: 

"AVALIAÇÃO  DO  PERFIL  GENÉTICO  E  SUA  CORRELAÇÃO  COM  FENÓTIPO  DO 

PACIENTE  COM  APNEIA  OBSTRUTIVA  DO  SONO  VISANDO  O  DIAGNÓSTICO 

PRECOCE  E  INTERVENÇÃO  TERAPÊUTICA  DIRECIONADA".  O  documento  abaixo 

contém  todas  as  informações  necessárias  sobre  a  pesquisa  que  está  sendo  realizada.  Sua 

colaboração neste estudo é muito  importante, mas a decisão de participar deve ser sua. Para 

tanto, leia atentamente as informações abaixo. Se você não concordar em participar ou quiser 

desistir em qualquer momento, isso não causará nenhum prejuízo a você. Se você concordar 

em participar basta preencher os seus dados e assinar a declaração concordando com a pesquisa. 

Caso tenha alguma dúvida pode esclarecêla com o responsável pela pesquisa, Dra. Maria de 

Lourdes Rabelo Guimarães. Obrigada. 

Objetivo do estudo 

A identificação dos genes e sua relação com os fenótipos da síndrome da apneia obstrutiva do 

sono fornecerá indicadores importantes para seu diagnóstico precoce, prevenção e intervenção 

terapêutica  direcionada.  O  objetivo  desse  estudo  é  compreender  os  mecanismos  genéticos 

envolvidos no surgimento e nas manifestações clínicas da síndrome da apneia obstrutiva do 

sono. 

Procedimentos  

Serão incluídos nesta pesquisa tanto indivíduos portadores da síndrome da apneia obstrutiva do 

sono, quanto alguns outros  indivíduos não acometidos pela doença, desde que concordem e 

assinem o termo de consentimento livre e esclarecido. Não serão administrados aos pacientes 

quaisquer medicamentos. A única realização prática aos quais os pacientes serão submetidos 

será a coleta de sangue total (4 ml). O desconforto associado à coleta de sangue é o habitual de 

um exame de sangue de rotina. A coleta será realizada com material estéril, descartável e por 

pessoas  devidamente  treinadas.  O  material  colhido  será  devidamente  etiquetado  e  utilizado 
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somente para os propósitos dessa pesquisa, não havendo quaisquer custos para o paciente. Serão 

acessadas as informações de prontuários clínicos e dos exames de polissonografias já realizadas 

pelos participantes na empresa Águia Branca. As informações obtidas serão objeto de estrita 

confidencialidade e não envolvem custos ou pagamento de qualquer espécie. 

Pesquisadores 

A equipe de pesquisadores  é  composta pelos  seguintes  pesquisadores: Dra. Luciana Bastos 

Rodrigues (coordenadora da pesquisa), professora do Departamento de Nutrição da UFMG e 

Dra.  Maria  de  Lourdes  Rabelo  Guimarães,  aluna  de  mestrado  em  Medicina  Molecular  da 

UFMG.  

Confidencialidade 

Todos os dados dessa pesquisa serão mantidos em sigilo e apenas a equipe de pesquisadores 

terá  acesso  a  eles.  Os  dados  obtidos  serão  tratados  de  forma  a  resguardar  o  participante,  e 

somente serão divulgados de  forma agregada, sem possibilidade de  identificação. Porém os 

resultados da pesquisa  serão utilizados  em  trabalhos  científicos publicados ou  apresentados 

oralmente em congressos e palestras sem revelar sua identidade. Os dados obtidos durante a 

pesquisa são confidenciais e não serão usados para outros fins.  

 
RUBRICAS 

Voluntário/Participante 

 

_________________________ 
Assinatura 

 

Nome: ______________________________ 

CPF: ______. ______.______  ____ 

Pesquisador Responsável 

 

_________________________ 
Assinatura 

 

Nome: ______________________________ 

CPF: ______. ______.______  ____ 
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APÊNDICE C – Artigo Científico 

 

 

Programa de Pós-graduação: 
Farmacologia Bioquímica e Molecular/Medicina Molecular 
Faculdade de Medicina 
Universidade Federal de Minas Gerais 

 
 

17h 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 I 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 
Phone/Fax: +55 31 3409-9134 
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