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RESUMO

Introducao: A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) ¢ um dos disturbios mais
complexos do sono, envolvendo multiplos fatores genéticos contribuintes para o
fenotipo. A serotonina estd envolvida na regulacdo de uma variedade de fungdes
viscerais e fisioldgicas, inclusive o sono. Polimorfismos no gene 5-HTR2A podem
alterar a transcricdo afetando o niimero de receptores do sistema serotoninérgico,
contribuindo para a SAOS. Objetivo: Investigar a prevaléncia dos polimorfismos
T102C e -1438G/A no gene HTR2A em pacientes com e sem SAOS. Casuistica e
Método: Estudo molecular em 100 pacientes como casos-indice e em 100 como grupo
controle, de ambos os sexos. O DNA foi extraido de leucécitos de sangue periférico e
realizada a amplificacdo pelas técnicas da PCR-RFLP. Resultados: Houve maior
prevaléncia do sexo masculino nos casos-indice quando comparados ao grupo controle
(p<0,0001). Nao foram encontradas diferencas genotipicas entre os casos € o grupo
controle no polimorfismo T102C (P=1.000). Houve diferenca estatistica dos genotipos
do polimorfismo -1438G/A encontrados nos casos-indice em relacdo ao grupo controle
(p=0,0177). Houve diferenca significativa entre o gendtipo AA do polimorfismo -
1438G/A e pacientes com SAHOS (OR:2,3; 1C95%:1,20-4,38; p=0,01). Conclusdes:
Os mecanismos serotoninérgicos parecem estar relacionados a SAOS. Nio ha
diferencas na prevaléncia do polimorfismo T102C entre os pacientes com SAOS e o

grupo controle. Ha evidéncias de associagdo entre o polimorfismo -1438G/A e a SAOS.

Palavras Chave: Sindrome da Apneia Obstrutiva do sono; Polimorfismos; Gene
HTR2A; Medicina do Sono.
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ABSTRACT

Introduction: Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is one of the most complex
disorders of sleep; it comprises several genetic factors that contribute to the phenotype.
Serotonin (5-HT) regulates a variety of visceral and physiological functions, including
sleep. Gene 5-HTR2A polymorphisms may change the transcription of several receptors
in the serotoninergic system, thereby contributing to OSAS. Objective: To investigate
the prevalence of T102C and -1438G/A polymorphisms in the 5-HTR2A gene of
patients with and without OSAS. Casuistic and Methods: A cross-sectional case study.
A molecular study of 100 patients as index-cases and 100 controls of both genders.
DNA was extracted from blood leukocytes samples and the regions that enclose both
polymorphisms were amplified by PCR-RFLP techniques. Results: There was a
significant prevalence of males in index cases compared to controls (p<0.0001). No
significant genotypic differences between cases and controls were found in T102C
polymorphism (p=1.000). There was a statistical difference of the polymorphism
genotypes -1438 G/A found in the index cases compared to the control group. There
were significant differences between the AA genotype of -1438G/A polymorphisms and
patients with OSAS (OR:2.3; CI95%:1.20-4.38, p=0.01). Conclusion: Serotonergic
mechanisms may be related to OSAS. There were no differences in the prevalence of
T102C polymorphisms in patients with OSAS and the control group. Evidences of an
association between the -1438G/A polymorphism and OSAS were observed.

Key words: Obstructive sleep apnea syndrome; polymorphisms; HTR2A gene; Sleep

Medicine.
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1. INTRODUCAO

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) ¢ um disturbio muito comum,
cuja prevaléncia tem aumentado dramaticamente devido sua associacdo com a atual
pandemia de obesidade. E caracterizada pelo recorrente colapso, sono-induzido, das
vias aéreas faringeas levando a hipoxemia e hipercapnia.” Variaveis tendendo a
promover o colapso faringeo incluem a pressdo negativa dentro da via aérea (por
exemplo, durante a inspiracdo) e a pressdo positiva fora da via (por exemplo, deposi¢cdo
de gordura e retroposicionamento mandibular). A paténcia das vias aéreas superiores
(VAS) ¢ mantida, principalmente, pela contragdo muscular e estruturas do tecido mole
adjacente. A atividade dos musculos responsaveis pela manutencao da paténcia da VAS
estd aumentada durante a inspiragdo, dessa forma tensionando e dilatando as referidas
vias para contrapor-se ao colapso decorrente da pressdo negativa nas mesmas. Durante o
sono hé perda da entrada promotora tonica (e compensagdo neuromuscular) e reflexos
ocasionados pela estimulagdo muscular levando a grande decréscimo no
eletromiograma e, finalmente, maior chance de colapso da via aérea.?)

A sindrome ¢ mais frequente em homens, encontrada em todas as faixas etdrias,
tornando-se mais prevalente com o avancar da idade'. Entre individuos acima de 55
anos, 30% a 60% cumprem o critério diagnostico polissonografico minimo para a
sindrome.®¥

Na sindrome da apneia obstrutiva, o colapso das VAS repetitivamente durante o
sono, resulta em roncos, pausas ¢ diminui¢do da respiracdo, hipoxia e hipercapnia

transitorias e consequente fragmentagdo do sono. Os sintomas noturnos associados sao

agitagdo, salivacdo excessiva, sudorese, nocturia e relacionados a refluxo



gastroesofagico. Na manha, ¢ frequente cefaleia, sonoléncia e boca e orofaringe
ressecadas.

A fragmentac¢do noturna do sono resulta em excessiva sonoléncia diurna. Essa,
por sua vez, juntamente com a hipoxia e hipercapnia recorrentes e a estimulacdo
simpatica, podem ser responsaveis pelas consequéncias metabdlicas adversas da
sindrome. Os individuos com apneia obstrutiva tém risco aumentado para hipertensao
arterial e distrbios cardiovasculares.®™”

A sindrome da apneia obstrutiva do sono ¢ diagnosticada por estudos de
polissonografia tendo o indice de apneia/hipopneia, obtido pelo exame, como uma
simples mensuracdo, mas altamente reprodutivel da sindrome. O indice de
apneia/hipopneia >5, combinado com os sintomas anteriormente descritos, tem sido
usado para o diagnostico. A apneia durante o sono atualmente ¢ caracterizada como a
redu¢do do fluxo de ar maior ou igual a 90% por um periodo maior ou igual a dez
segundos e a hipopneia ¢ definida como redu¢do do fluxo de ar maior ou igual a 30% do
fluxo, por mais de dez segundos acompanhada de dessaturacdo da oxihemoglobina
maior ou igual a 3% ou um despertar. A apneia obstrutiva deve estar associada a
esforcos respiratorios. A hipopneia obstrutiva deve estar associada a roncos, limitagcdo
de fluxo ou respiragio paradoxal. **

Multiplos fatores genéticos podem, provavelmente, contribuir com a sindrome
uma vez que, também, sdo diversos os fatores componentes para o fenotipo. Os maiores
fatores de risco para a sindrome incluem obesidade, anormalidades no controle da
ventilacao, dismorfismo craniofacial, alteragdes no ritmo circadiano e nos mecanismos

do sono e vigilia. '”



A obesidade ¢ o maior fator contribuinte para a sindrome, particularmente, em
adultos jovens e, cada vez mais, em criangas. E devida, provavelmente, pelo excesso de
depdsito de gordura na regido orofaringea e pela reduzida complacéncia da parede
toracica. Estudos em familias e em gémeos tém mostrado que 40%-70% da variagdo em
obesidade, dentro da populagdo geral, pode ser atribuida a fatores genéticos.!'"'?
Acredita-se que a obesidade seja o fendtipo final para as anormalidades nas fungdes
autondmicas, enddcrinas e hipotalamicas. Essas funcdes, por sua vez, estdo associadas a
fatores genéticos influenciando o indice metabolico, depdsito de gordura e o
comportamento do apetite. Cerca de 1/4 da variabilidade, entre individuos, na
distribui¢do da gordura corporal regional, pode ser influenciada pelos fatores genéticos;
isso ¢ importante, uma vez que a massa de gordura corporal superior pode ser um risco
relativamente maior para a sindrome do que a obesidade corporal total. ®

Caracteristicas craniofaciais e mecanismos do controle ventilatorio explicam
algumas das associacdes genéticas da sindrome da apneia. O crescimento craniofacial
estd sob controle genético, pois varias desordens cromossOmicas classicas estdo
associadas com caracteristicos dismorfismos craniofaciais. Isto pode explicar algumas
das agregacoes familiais e diferengas interraciais na sindrome. Em relacdo ao controle
ventilatério, hd um alto grau de concordancia em respostas quimiorreceptoras em
gémeos monozigoticos."” Resposta ventilatoria anormal a hipoxia ou & hipercapnia tem
sido relatada em varias sindromes de doencas pulmonares. H4 também a possibilidade
genética sobreposta entre as sindromes da apneia do sono e da morte subita do
lactente."®

Embora os reais mecanismos da apneia do sono sejam ainda desconhecidos,

alteracdes no controle do sistema nervoso central dos musculos das vias aéreas



superiores sdo consideradas um importante componente da sindrome."”A patogénese
da sindrome envolve o colapso da via aérea superior a qual ¢ dependente do musculo
dilatador para sua paténcia e respiracdo normal. Dentre os musculos das vias aéreas
superiores hd o genioglosso, o maior musculo extrinseco protusor da lingua, inervado
por neurdnios originados no nucleo do hipoglosso, no tronco encefalico.*'® Contragdes
do musculo genioglosso, durante a inspiracdo, contribuem para a efetiva ventilacdo
pulmonar e manuten¢do da abertura das vias aéreas superiores. A paténcia das VAS e o
padrdo regular da respiracdo sdo importantes no sono. Uma rede neuronal central regula
as fungdes aéreas desde o nariz até os bronquiolos sendo um componente integral do
sistema regulador para o controle cerebral da respiracdo e paténcia dessas vias durante a
vigilia e o sono. Grupos de células serotoninérgicas e noradrenérgicas podem fazer
padrdes paralelos estimulando, diretamente, as células motoras do nervo hipoglosso que
regulam os musculos dilatadores das vias aéreas superiores. Portanto, a ativagdo desses
grupos celulares, aumenta a atividade do musculo genioglosso.'”

E evidente que a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), um neurotransmissor
no sistema nervoso central, estd envolvida na regulagdo de uma variedade de fungdes
viscerais e fisiologicas, tais como o sono, apetite, termorregulacdo, percep¢ao da dor,
secre¢do hormonal e comportamento sexual. Anormalidades do sistema serotoninérgico
tém sido implicadas em um grande nimero de doengas humanas como depressdo,
cefaleia, epilepsia, comportamento obsessivo-compulsivo, disfuncdo temporo-
mandibular e distarbios afetivos.!*'”

A 5-HT também tem importante papel na paténcia das vias aéreas superiores,

pois excita os neurdnios motores dessas vias e, também, promove uma excitacdo

intrinseca nos neurénios motores do tronco encefalico, em animais nao anestesiados. A



atividade dos neurdnios que suprem de 5-HT os neurdnios motores, declina com o sono,
conforme a maioria dos estudos funcionais que mostram que a 5-HT e neurdnios
serotoninérgicos tém um significante efeito excitatério nos neurdnios motores
respiratdrios, ambos in vivo € in vitro € que, os referidos neurdnios, apresentam maxima
atividade durante a vigilia e minima atividade durante o sono REM (Rapid Eye
Movement). O comportamento, relacionado ao sono, da 5-HT sobre os neurdnios
motores contribui para o colapso das vias aéreas superiores e consequente obstrucao da
respiragﬁo.(lg’w)

A 5-HT atua por meio de uma grande familia de receptores 5-HT e, dentre essa,
ha os receptores denominados 5-HT2 que compreendem trés subtipos, 5S-HT2A, 5-
HT2B e 5-HT2C, os quais s3o semelhantes em termos de sua estrutura molecular,
farmacologia e padrdes dos sinais de transducgdo. Os subtipos 5-HT2A e 5-HT2C tém
um importante papel na manutencdo da estabilidade das vias aéreas superiores e da
respiracdo normal, na obesidade. O subtipo 5-HT2A ¢ predominantemente excitatorio
aos neurdnios motores do hipoglosso e o subtipo 5-HT2C ¢ excitatdrio para neurdnios
em vdrias dareas cerebrais. Embora poucas dessas respostas excitatorias tém sido
analisadas usando-se seletivos agentes dos subtipos de receptores, evidéncias sugerem
que, em alguns desses casos, as respostas sdo mediadas pelos receptores 5-HT2A,
enquanto outras envolvem os receptores 5-HT2C.*”

A caracteristica de todos os genes da familia dos receptores 5-HT2
(denominados genes HTR2) ¢ que eles tém dois introns (no caso dos genes HTR2A e
HTR2B) ou trés introns (gene HTR2(C) na sequéncia codificante, estando todos
acoplados, positivamente, a fosfolipase C além de mobilizar Ca®" intracelular. O gene

HTR2A esté localizado no cromossomo 13 (13q14-g21) (OMIM - 182135) tendo uma



sequéncia de aminodacidos, relativamente alta, idéntica ao gene 5-HTR2C, embora seja
mais baixa quando comparada ao gene HTR2B. O gene HTR2C esta localizado no
cromossomo X (Xq24) (OMIM - 312861).%

Uma variante funcional promotora do gene HTR2A pode, diferencialmente,
alterar a transcri¢ao afetando, desse modo, o nimero de receptores. Polimorfismos nos
genes HTR2 estdo associados a varias doengas, inclusive a sindrome da apneia
obstrutiva do sono, por afetarem o sistema serotoninérgico. Os efeitos excitatorios do
receptor 5-HT2C sdo de baixa magnitude e, embora o polimorfismo do gene HTR2C
seja funcional, o efeito de um alelo polimoérfico ativo pode ndo ser suficiente para que
esse polimorfismo esteja associado com o indice apneia/hipopneia devido a menor
domindncia desse subtipo de receptores no niicleo do hipoglosso.*'** Em
compensagao, foi identificado, recentemente, um polimorfismo no gene HTR2A, o qual
¢ definido pela substituigio T->C (Timina -> Citosina) na posi¢do nucleotidica 102,
além da identificagdo da substituicdo G->A (Guanina -> Adenina), na posi¢do -1438 da

regido promotora do gene,"”

em pacientes com a sindrome da apneia obstrutiva do
sono.

Os objetivos gerais deste estudo foram realizar avaliacdes geral,
otorrinolaringolédgica, polissonografica em pacientes encaminhados ao Ambulatério de
Otorrinolaringologia da FAMERP (Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto),
com e sem queixa de roncos e dificuldade respiratoria durante o sono e selecionar os
pacientes com e sem diagndstico de sindrome da apneia obstrutiva do sono
documentada pelos exames realizados.

Os objetivo especifico foi investigar a prevaléncia dos polimorfismos 102T/C e -

1438G/A no gene HTR24, com o teste da Reacdo em Cadeia da



Polimerase/Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Polimerase
Chain Reaction/Restriction Fragment Lenght Polymorphism - PCR/RFLP), em amostra

de pacientes com e sem a sindrome da apneia obstrutiva do sono.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2. REVISAO DA LITERATURA

Uma das queixas comuns aos profissionais da area da satde, quando se fala em
habitos do sono, ¢ a presenca de roncos. Sabe-se que o ronco traz prejuizos ao convivio
social desses individuos, porém o paciente que, associado aos roncos, apresenta
alteracdes respiratorias necessita de atendimento médico especializado, pois as
complicacdes inerentes a essas alteragdes, principalmente as cardiovasculares, sdo
intmeras e ja bem documentadas.®

A sindrome de apneia obstrutiva do sono ¢ um importante problema de saude
publica associada a sonoléncia excessiva, acidentes, morbidade cardiovascular,
comprometimento cognitivo, ansiedade, depresséo e disfun¢io metabolica. *+2*)
Estudos estimam que 3,7% a 26% da populacdo tem um indice de

apneia/hipopneia (IAH) acima 5. A prevaléncia de SAOS, definido pela frequéncia IAH
e a presenca de sonoléncia excessiva, foi estimada entre 1,2% a 7,5 %, entretanto em
2010, Tufik et al relatou em estudo epidemioldgico que um em cada trés (32,8%)
residentes em Sao Paulo preencheram os critérios para SAOS. A prevaléncia foi mais
elevada entre os homens e aumentou em ambos os sexos com idade. SAOS também foi
mais prevalente em individuos com sobrepeso e obesos de ambos os sexos. A SAOS
tende a ser mais prevalente em mulheres com baixo nivel socioeconémico e entre
pessoas que ndo participam da forga de trabalho e, essas diferencas, sdo ainda maiores
quando comparadas as mulheres que trabalham com aquelas que néo trabalham. - 2°>%

Sher considera na etiologia da sindrome apneia obstrutiva do sono, como
componentes fundamentais, as alteragdes anatomicas e fisicas (acimulo de partes moles
ou despropor¢des esqueléticas) que diminuem o espaco aéreo da faringe e

c A - . , . 23
consequentemente, levam a um aumento na resisténcia das vias aéreas superlores.( )
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Anormalidades nas estruturas 6sseas, em nivel de orofaringe, sdo frequentemente
observadas nos pacientes com sindrome da apneia obstrutiva do sono sendo, a mais
prevalente, a mandibula retroposicionada, a qual restringe o espaco da orofaringe. Com
relacdo aos tecidos moles, a reducdo do didmetro da via aérea superior, pode ser pelo
aumento de volume das paredes da faringe, da lingua, das tonsilas, do palato mole,
vasos sanguineos, tecidos linfaticos e gordurosos. @

Alteracdes estruturais nas fibras dos musculos faringeos t€ém sido descritas em
pacientes com sindrome da apneia obstrutiva do sono. Estudos histologicos e
histoquimicos do musculo constritor médio da faringe demonstram que individuos
apneicos tém uma distribui¢do anormal de fibras musculares, com reducdo nos tipos de
fibra I e II-b e aumento e hipertrofia de fibras IT-a.*”

Lindman ef al.,'' em estudo do musculo palatofaringeo de 11 pacientes
submetidos a uvulopalatofaringoplastia, em decorréncia de apneia do sono, encontraram
aumento da proporc¢do de tecido conjuntivo com relacdo ao grupo controle e alteracdes
que sugerem um processo de desnervagdo e degeneragao nestes pacientes.

1,4

Woodson et a em estudo histolégico do palato mole de pacientes portadores

de apneia obstrutiva do sono, encontraram hipertrofia de glandulas mucosas, edema da
lamina propria, atrofia da musculatura e desmielinizagao das fibras nervosas periféricas.

Hamans et al .,(43 )

relataram significante redu¢do na propor¢ao de musculo e ndo
significante diferenca em relagdo a tecido gorduroso entre pacientes roncadores e o
grupo controle.

Berger et al.,*¥

em estudo histologico da regido distal do palato mole e da tvula
de 34 pacientes que foram submetidos a uvulopalatofaringoplastia concluem que a

proporcao de musculo, tecido adiposo, vasos sanguineos e glandulas sdo semelhantes
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entre o grupo controle e o dos pacientes com apneia. Porém, a proporcao de tecido
conectivo foi significantemente maior nos pacientes com apneia moderada e grave.

A fisiopatologia da SAOS caracteriza-se pelo colapso repetido dos tecidos moles
da via aérea superior, delimitada pela nasofaringe superiormente, pela epiglote
inferiormente, pelo complexo maxilomandibular anteriormente e pela coluna vertebral
posteriormente. O colapso da via aérea superior diminui seu diametro intraluminal e
aumenta a resisténcia das vias aéreas, de acordo com a Lei de Pouiseille. Esse aumento
da resisténcia ao fluxo resulta em reducdes de ventilacdo (hipopneias) ou cessagdo
completa da ventilagdo (apneias), com as correspondentes alteracdes metabolicas
(acidose respiratoria por hipoventilacdo) e fragmentacdo do sono. A compensacao dos
distarbios metabolicos ocorre principalmente sob a forma de alteragdes no esforgo
respiratdrio, que ¢ o principal determinante do despertar do sono. Breves despertares
proporcionam compensacdo ventilatoria para corrigir anomalias de gases sanguineos,
proporcionando ainda mais controle respiratorio desestabilizador na interface sono-
vigilia. A ativacdo concomitante do sistema nervoso simpatico, assim como alguns
mecanismos neurais, humorais, trombodticos, metabolicos e de doencas inflamatorias
resultam no aumento da pressdo arterial, risco de morte subita, acidente vascular
cerebral e infarto do miocardio.

Os despertares produzem fragmentagdo dos padrdes de sono, resultando em
sonoléncia excessiva diurna, diminuicdo neurocognitiva e aumento do risco de acidentes
relacionados a privacdo do sono.***”

A permeabilidade das vias aéreas superiores ¢ mantida por um equilibrio entre as

forgas de colapso e forgas de dilatagao sendo seu calibre determinado pela diferenca de

pressao entre ambas as forcas. As forgas de colapso estdo relacionadas com as pressoes
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intra-luminais das vias aéreas superiores durante a inspiracdo e a composicao da parede
da faringe e as forgas de dilatagdo sdo predominantemente relacionadas com o tonus da
musculatura dilatadora da faringe, com contribui¢des de tracdo das vias aéreas durante a
T . (46,47)
inspiracdo, além do aumento do volume pulmonar.

O musculo genioglosso € o principal musculo dilatador da faringe, inervado por
neurdnios originados no nucleo hipoglosso no tronco encefélico, cujas contragdes,
durante a inspiracdo, contribuem para a efetiva ventilagdo pulmonar e pela manutengao

. , . o g1 7.8 I3
da abertura das vias aéreas superiores durante a vigilia ¢ o sono.”® Grupos de células
serotoninérgicas e noradrenérgicas podem fazer padrdes paralelos estimulando
diretamente as células motoras do nervo hipoglosso que regulam esse musculo
: o (16,17, 48)
dilatador, aumentando, consequentemente, sua atividade.

A 5-HT tem um importante papel na paténcia das vias aéreas superiores, pois
excita os neurdnios motores dessas vias e, também, promove uma excitacdo intrinseca
nos neurdnios motores do tronco encefalico. O comportamento, relacionado ao sono, da
5-HT sobre os neurdnios motores contribui para o colapso das vias aéreas superiores e

.~ (18,19)
consequentemente da respiracao.

Polimorfismos nos genes HTR2 estdo associados a vdarias doengas, inclusive a
sindrome da apneia obstrutiva do sono, por afetarem o sistema serotoninérgico através
da redug@o do nimero de receptores e da concentragdo de serotonina nos neurdénios pos-

S o L (7
sinapticos contribuindo para o colapso das vias aéreas durante o sono.

O quadro clinico dos pacientes portadores da sindrome da apneia obstrutiva do

sono pode ser dividido em sintomas noturnos e diurnos. Os sintomas noturnos sao

caracterizados principalmente pelo ronco, que ¢ produto da vibragao da tivula, do palato

mole, paredes faringeas, epiglote e lingua, pausas respiratérias, em geral, referidas pelo
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conjuge; sono agitado, com multiplos despertares, nocturia e sudorese. J& os sintomas
diurnos sdo principalmente, sonoléncia excessiva, déficits neurocognitivos, alteragdes
da personalidade, reducdo da libido, irritabilidade, sintomas depressivos, ansiedade e
cefaleia matinal.*”

O diagndstico da doencga deve iniciar através de histdria clinica detalhada, com
especial aten¢do ao ronco e a sonoléncia diurna, os dois sintomas mais comuns. O
exame fisico completo deve incluir exames do sistema cardiovascular, enddcrino,
neurologico, respiratério, das vias aéreas superiores e padrdo facial. As varidveis
antropométricas (peso e altura), circunferéncia do pescogo e pressdo arterial devem ser
mensuradas. Dentro dessas varidveis destacam-se, como de maior valor preditivo, a
circunferéncia do pescogo, o indice de massa corpdrea, a historia de hipertensdo arterial
sistémica, a historia de ronco e o relato de apneias durante o sono.*%>"

Através da avaliacdo facial, tem-se uma ideia anatdmica da morfologia
craniofacial de cada individuo, detectando-se alteragdes do desenvolvimento da maxila
(hipoplasia) e da mandibula (retroposicio mandibular). O exame da cavidade oral
permite identificar alteracdes da oclusdo dentédria (mordida cruzada, mordida aberta, ma
oclusdo de classe II de Angle, presenca de palato ogival e estreitamento lateral da
maxila) que podem sugerir um crescimento inadequado da maxila e/ou da mandibula,
muitas vezes, corroborando com os achados da inspecdo facial, assim como avaliar o
tamanho e posicao da lingua, palato mole, tonsilas palatinas e linguais. A rinoscopia
anterior, complementada pela videonasofibrolaringoscopia, visa detectar altera¢des do
septo nasal, dos cornetos nasais, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe e laringe. ©**"

A polissonografia noturna, em laboratério do sono assistida, ¢ considerada o

padrdo ouro para diagndstico da SA0S.5%¥Y A5 monitorizagdes portateis do sono
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ainda apresentam a limitagdo de perda de canais de monitorizacdo pela falha ou soltura
dos sensores,”” além da necessidade da realizagdo do novo exame em laboratorio para
descartar falsos negativos em casos de alta probabilidade da doenga e monitorizagdes
iniciais normais.®>~>
A presenca dos critérios A e B ou C, citados a seguir, definem a diagndstico da

apneia obstrutiva do sono:
A. Presenga de uma ou mais das seguintes caracteristicas:
- Sintomas como queixa de sonoléncia, sono ndo reparador, fadiga ou insdénia; O
paciente refere que acorda com pausas respiratorias, ofegante ou asfixia; O parceiro ou
outro observador relata ronco habitual, pausas respiratorias, ou ambos durante o sono do
paciente; Paciente diagnosticado com hipertensdo arterial sistémica, transtorno de
humor, alteracdo cognitiva, doenga coronariana, acidente vascular cerebral,
insuficiéncia cardiaca congestiva, fibrilagdo atrial, ou diabetes mellitus tipo 2.
B. Polissonografia demonstrando:
1. Cinco ou mais eventos respiratorios predominantemente obstrutivos (apneia
obstrutiva e mista, hipopnéias, ou despertares relacionados ao esforco respiratdrio
[RERASs])por hora de sono.
C. Polissonografia demonstrando:
1. Quinze ou mais eventos respiratdrios predominantemente obstrutivos (apneias,
hipopnéias ou RERAs) por hora de sono.

A classificacdo do nivel de gravidade da SAOS deve ser feita baseada nos indices
polissonograficos, na intensidade dos sintomas, impacto das funcdes sociais e a

. ~ . 57
presenca de manifestagdes cardiovasculares conforme o quadro 1.57
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Quadro 1. Classificacio do nivel de gravidade da SAOS.®”

Classificacao do nivel de gravidade do SAOS

SAOS Leve Baixo indice de apneia-hipopneia (entre 5 e 15,9 eventos por hora)

SAOS Moderada | Moderado indice de apneia/hipopneia (entre 16 e 29,9 eventos/hora)

SAOS Grave Indice de apneia/hipopneia maior que 30

Segundo a literatura especializada, as crises de apneia, associadas a despertares
recorrentes e dessaturacdo da oxihemoglobina durante o sono dos pacientes portadores
da sindrome da apneia do sono, podem acarretar sérias complicagdes, principalmente
relacionadas ao sistema cardiovascular.

Neau et al.®® referem que a apneia obstrutiva do sono é um fator de risco
independente para o acidente vascular cerebral e deve ser tratada em todo paciente
vitima desse evento. Referem ainda que, individuos com indice de disturbio respiratorio
maior que 20, apresentam uma taxa de mortalidade, em decorréncia de doencas
cérebrovascular, significativamente maior daqueles que apresentam indice de disturbio
respiratdrio menor do que 20, fato que se torna mais evidente em uma faixa etaria maior
que 50 anos.

Mohsenin ez al. ®” relatam que o acidente vascular cerebral esta entre as principais
causas de obito nos EUA (Estados Unidos da América), tendo fatores de risco bem
conhecidos como a hipertensdo arterial, o tabagismo, a dislipidemia e o diabetes, porém
seus estudos evidenciaram que cerca de 50% desses pacientes eram portadores da

sindrome da apneia obstrutiva do sono, sugerindo causa efeito com essa afec¢ao.
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Chung et al.®”’ descrevem que a hipertensio arterial é observada em 50% dos
pacientes portadores da sindrome da apneia obstrutiva do sono e que 35% dos
individuos portadores de hipertensdo arterial essencial, a qual ndo se encontra causa
definida, também sdo portadores da sindrome da apneia obstrutiva do sono, sugerindo
que essa populacdo pudesse apresentar apneia ndo diagnosticada.

Peppard et al.“"

acompanharam 709 pacientes portadores da sindrome da apneia
obstrutiva do sono, por um periodo minimo de 4 anos e concluiram que a apneia
obstrutiva do sono ¢ um fator de risco, independente, para o desenvolvimento da
hipertensao arterial. Estudos posteriores revelam que o tratamento da sindrome da
apneia obstrutiva do sono se faz essencial nesses pacientes, reduzindo de forma
substancial os niveis pressoricos.

Lavie et al.®?

relatam que cada evento adicional de apneia por hora, aumenta o
risco de desenvolvimento de hipertensdo arterial em cerca de 1% dos pacientes
portadores da sindrome e a cada 10% de decréscimo da saturagdo sanguinea de oxigénio
aumenta o risco de desenvolvimento de hipertensdo arterial em cerca de 13% desses
individuos.

Tryfon et al., também descrevem a sindrome da apneia obstrutiva do sono como
um fator de risco independente para hipertensdo arterial, e acrescentam que a pressiao
diastdlica ¢ a que mais sofre influéncia das crises de apneia, elevando-se com maior
intensidade durante atividade fisica, nesse grupo de pacientes.

O mecanismo pelo qual as crises repetidas de apneia levam a hipertensao arterial,
ainda encontra-se sob investigacdo, porém sabe-se que estd relacionado com uma

excesso de atividade do sistema nervoso simpatico, com lesdes funcionais do endotélio

vascular e de anormalidades metabodlicas que sao conhecidas como fatores de risco para
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hipertensao arterial, como a intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e que, em geral,

~ . . 64
estao presentes nos pacientes apnelcos.( )

Dimsdale et al.®®

sugerem que o uso do CPAP (Contiunous Positive Airway
Pressure) reduz os indices pressoricos dos pacientes apneicos durante o sono € que 0s
beta bloqueadores sdo as drogas mais efetivas no controle da hipertensdo arterial nos
pacientes portadores de SAOS, sugerindo que a descarga adrenérgica seja a causa da
hipertensao.

A arritmia cardiaca, que também ¢ uma importante causa de acidente vascular
cerebral, ¢ um distirbio da condugdo elétrica do coracdo e que com frequéncia esta
presente nos portadores de SAOS.

Guilleminault e al.®® em estudo com 400 pacientes portadores de SAOS
evidenciaram que 48% desses individuos eram portadores de arritmia cardiaca,
documentadas, principalmente durante o sono, as quais ndo se correlacionavam com a
gravidade da apneia.

Harbison et al.®”

submeteram 45 pacientes portadores de apneia obstrutiva do
sono a monitorizagdo cardiaca, holter por 18 horas, encontrando disturbios do ritmo
cardiaco em 35 pacientes, sendo que oito apresentaram distirbios que poderiam
acarretar um acidente vascular cerebral. Relatam também que o uso do CPAP nasal ¢
capaz de abolir os distirbios do ritmo cardiaco na maioria dos pacientes portadores de
SAOS.

Kanel et al.®® em estudo de revisdo da literatura, sugerem que um dos fatores que
contribuem para o aumento da incidéncia de doengas coronarianas e cerebrovasculares

em individuos portadores de SAOS ¢ a hipercoagulabilidade. Concluem em seu estudo,

que tais individuos apresentam elevado nivel de fibrinogénio, aumento da capacidade de
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agregacao plaquetaria e reducdo da capacidade fibrinolitica, alteracdes essas, reversiveis
com o uso do CPAP.

Roman et al.*”

em seus estudos citam que uma das causas de deméncia vascular ¢
a isquemia subcortical, alteracdo que pode ter a SAOS como patologia de base, em
decorréncia de periodos intermitente de hipoxia cerebral presentes nessa sindrome.

Ferini et al."”

em estudo com 23 pacientes portadores de SAOS, concluem que
esses apresentam alteragdes no sistema cognitivo, como déficit de atengdo, reducao da
capacidade de aprendizado visual e limitagdo da capacidade de planejamento.
Alteragdes essas, que sdo parcialmente corrigidas com o uso do CPAP.

A relagdo entre sindrome da apneia obstrutiva do sono e acidente automobilistico,
hoje ja ¢ bem clara e segundo dados do ministério da saude, ocorrem cerca de 300.000
acidentes automobilisticos ao ano no Brasil, com mais de 27.000 mortes ao ano,
constituindo a principal causa de morte na faixa etaria entre 15 e 44 anos. Segundo
dados da literatura, cerca de 60% dos caminhoneiros no Brasil apresentavam algum
grau de sonoléncia diurna enquanto realizavam suas atividades. O risco de acidente
automobilistico em individuos portadores de apneia obstrutiva do sono, no Brasil, ¢ de
quatro a sete vezes maior que do da populagdo geral. J& os estudos norte americanos
relatam que cerca de 16 a 20% dos acidentes automobilisticos estdo relacionados a
sonoléncia excessiva.!”' "

O tratamento da apneia obstrutiva do sono deve ser individualizado, cada paciente
¢ avaliado e tratado de maneira singular. Esse tratamento pode ser clinico ou cirtrgico.

O tratamento clinico ¢ realizado de algumas formas, como a perda de peso, que
traz melhoras tanto no ronco como no padrao respiratério do paciente ja que a obesidade

. L, . . n e (74
altera a arquitetura das vias aéreas superiores, reduzindo o didmetro da coluna aérea.””
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O uso do CPAP ou BIPAP (Bi-level Positive Airway Pressure), que sdo dispositivos
ndo invasivos que proporcionam pressao positiva continua nas vias aéreas superiores,
apresentam alta eficdcia no controle das apneias, € que podem ter o uso interrompido a
qualquer momento, porém alguns pacientes ndo toleram o uso, em decorréncia de
sintomas irritativos e a necessidade de ser diario, mesmo em viagens.”> Os aparelhos
intra-orais t€ém como objetivo prevenir que a lingua entre em colapso com os tecidos
moles da orofaringe. Esses dispositivos estdo sendo indicados para o tratamento do
ronco, apneia leve e casos selecionados de apneia moderada. Tem como vantagem ser
um método ndo invasivo e reversivel e como complicagcdes mais expressivas, desajustes
oclusais e alteragdes na articulagio temporomandibular.®

O tratamento cirargico para SAOS abrange cirurgias nasais, faringeas (palatais e
linguais) e cirurgia esquelética. As cirurgias podem ser realizadas isoladas ou
combinadas o que denominamos de cirurgias em multiplos niveis.”®

As cirurgias nasais realizadas em pacientes com SAOS incluem principalmente a
correcao dos desvios septais e da hiperplasia das conchas nasais inferiores. O tratamento
cirurgico nasal isolado traz impacto no controle do ronco, na sonoléncia diurna e na
qualidade de vida, mas sem beneficio para tratamento da SAOS, principalmente se
avaliado diante dos pardmetros objetivos da polissonografia.””-"*%?

As principais modalidades cirrgicas faringeas para tratamento da SAOS sao:
uvulopalatofaringoplastia (UPFP), Z-palatoplastia, faringoplastia expansiva e a
faringoplastia lateral. H4 grande heterogeneidade nos estudos das principais técnicas de

cirurgias faringeas para tratamento da SAOS, o que impossibilita adequada comparacgao

entre as diferentes cirurgias e entre a cirurgia e tratamento com CPAP ou AIO. &V
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Os procedimentos sobre a base da lingua associada a cirurgias faringeas podem ser
alternativa para os pacientes com SAOS moderada a severa quando ndao houver
tolerancia ou houver recusa do CPAP,®** tendo melhores resultados em pacientes com
indice de massa corporal (IMC) inferior a 30kg/m? %%

O tratamento cirurgico do esqueleto facial estd indicado em pacientes com
deformidades dento-esqueletais € em pacientes com SAOS grave que ndo tenham
adaptado ao CPAP ou ndo tenham apresentado resposta terapéutica aos aparelhos intra
orais de avango mandibular (AIO), independentemente de apresentarem ou nao
alteracio craniofacial.®> O tratamento cirargico da SAOS pode ser feito por meio do
avanco maxilo mandibular (AMM), com taxa de sucesso de 82% e possibilidade de cura
em 43,2% dos casos.*® Outra técnica utiliza o avango do musculo genioglosso
associado & uvulopalatofaringoplastia, com taxa de sucesso média de 67%.%” Os
procedimentos cirdrgicos aumentam a dimensao da faringe e tentam prevenir o colapso
faringeo durante o sono em pacientes com SAOS.*?

A sindrome da apneia obstrutiva do sono ¢ uma patologia de alta incidéncia, que
atinge a populacdo em sua fase produtiva e que acarreta complicacdes importantes,
muitas vezes irreversiveis ao ser humano. Sua etiologia ainda ndo estd totalmente
elucidada, sabe-se que ¢ multifatorial, incluindo a de origem genética, relacionada a
ambos os polimorfismos no gene HTR2A: a substituicdo T->C na posi¢do nucleotidica
102* ¢ a substituigio G->A, na posi¢do -1438 da regido promotora do gene,"” o que

justifica estudos mais detalhados, para que novos tratamentos mais eficazes e menos

invasivos possam surgir.
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3. CASUISTICA E METODO

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, o presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Instituigio (Parecer n°342/2006).

No periodo de 01/07/2008 a 30/06/2010 foi realizado um estudo de corte
transversal no qual foram estudados 100 casos-indice com sindrome da apneia
obstrutiva do sono (73 do sexo masculino e 27 do sexo feminino), com idade entre 23 e
70 anos e 100 pacientes do grupo-controle (40 do sexo masculino e 60 do sexo
feminino), com idade entre 17 e 70 anos. Foram submetidos a completa anamnese para
investigar presenca de roncos, sono agitado, episddios de apneia noturna e sonoléncia
diurna, uso de medicamentos, hipertensdo arterial e estados depressivos. Os exames
fisicos, otorrinolaringologico e sistémico, foram realizados para avaliar o indice de
massa corporea (IMC), o diametro cervical, pesquisar tumores cervicais e afastar
malformagdes craniofaciais, além dos exames das cavidades nasal e oral. Apds esta
avaliagdo clinica, os pacientes realizaram exames complementares gerais e especificos
da SAOS como a cefalometria, nasofibrolaringoscopia com manobra de Miieller e
polissonografia basal tipo I.

Para a selegdo dos pacientes foram considerados os seguintes critérios®):
Critérios de inclusao:

a) preencham os critérios A ou B, mais o C para o diagnostico da sindrome:

A. sonoléncia diurna excessiva que nao pode ser explicada por outros fatores.

B. dois ou mais dos seguintes critérios que ndo podem ser explicados por outros fatores:
.respiracdo ofegante ("gasping") durante o sono; .despertares recorrentes do sono; .sono

nao-reparador; fadiga diurna; .falta de concentracao.
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C. monitoramento durante a noite demonstrando mais de 5 episoddios de obstru¢dao da
respiragdo por hora, durante o sono. Esses eventos podem incluir qualquer combinagao
de apneia obstrutiva/hipopneia ou esforcos respiratorios relacionados com despertares.
b) auséncia de dismorfismo craniofacial ou alteracdes temporomandibular, investigados
pelo exame fisico e complementar especificos.
c) auséncia de dependéncia de drogas, alcoolismo, transtornos depressivos, deméncia,
investigados pela anamnese e avaliagdes psiquiatricas.
d) auséncia de sindromes genéticas aparentes, investigadas pelo exame fisico genético-
clinico.
e) presenc¢a ou ndo de outros casos na familia.
f) idade maxima de 70 anos.
g) IMC < 35.
Critérios de exclusao:
a) Pacientes acima de 70 anos
b) presenga de disturbios psiquiatricos.
c) alteracdes nas andlises laboratoriais, nos exames fisicos geral e especifico.
d) ndo apresentarem os critérios minimos para diagndstico da sindrome.
e) IMC > 35.
f) Caucasianos de mesma area demografica

Os pacientes do Grupo Controle foram selecionados com os mesmos critérios de
inclusdo e exclusdo descritos para o Grupo com SAOS, exceto que o IAH (indice de
apneia/hipopneia/hora) € de < 5.

Foram coletados os seguintes dados: idade a época da realizagdo da

polissonografia, indice de massa corpdrea e indice de apneia/hipopneia, obtido pelos
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registros do aparelho de polissonografia (Stellat System QC, Harmonie TM, Canada).
Os pacientes foram distribuidos nas seguintes faixas etarias: adolescéncia (11 a 17
anos), adulto jovem (18 a 40 anos), adulto (41 a 65 anos) e idoso (> 65 anos)'>'® Em
relacdo ao indice da apneia/hipopneia (IAH) os pacientes foram agrupados na seguinte
classificagdo: SAOS leve (IAH de 5 a 15,9 eventos/hora), SAOS moderada (IAH de 16
a 30 eventos/hora), SAOS grave (IAH > 30 eventos/hora).®” Da mesma forma, em
relagdo ao Indice de Massa Corporal (IMC) os pacientes foram agrupados de acordo
com a classificagdo da OMS: peso ideal (18,5-24,9 Kg/mz), sobrepeso (25,0-29.,9
Kg/m?®), obesidade Grau I (30,0-34,9 Kg/m®) e obesidade Grau II (35,0-39,9 Kg/mz).(lg)
Foi estipulado o limite do IMC < 35, a fim de que maiores graus de obesidade ndo
influenciassem nos niveis de IAH.

3.1 Investigacdo molecular:

3.1.1 Extracao de DNA genémico:

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue estocadas usando-se o Kit
de extracdo GE lllustra - Blood Genomicprep Mini Spin Kit™ (GE Healthcare UK
Limited), de acordo com o protocolo do fabricante, e o procedimento realizado no
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Imunomorfologia (LAEPI) da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto, SP (FAMERP).

3.1.2 Deteccao de polimorfismos no gene nuclear HTR2A:

a) Polimorfismo 102T/C:

Para se detectar o polimorfismo 102T/C, fragmentos do DNA nuclear, que
abrangem a regido do polimorfismo no gene HTR2A, foram amplificados pela técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para esta reagdo, foi utilizado um par de

.. . - . , ., 2 .
iniciadores ou primers, que sdo oligonucleotideos sintéticos.”) A partir destes, os
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desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) sdo incorporados, iniciando a amplificacdo do
DNA, respeitando-se a complementaridade de bases (A-T/C-G) sendo obtida, por fim, a
amplificacdo do gene HTR2A4. As sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados e o
tamanho (em pares de bases - pb) dos fragmentos amplificados, pelo par de primers, sdo
descritos no Quadro 2.

Quadro 2.  Sequéncia dos primers para PCR do DNA nuclear.?)

Par Sequéncia 5'-> 3' Tamanho (pb)
"1-2A" 1-2AF - TCTGCTACAAGTTCTGGCTT 342
1-2AR - CTGCAGCTTTTTCTCTAGGG

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso); pb (pares de bases)

Pela PCR foi amplificado, como produto da reagdo, um fragmento de 342 pb o
qual, posteriormente, foi submetido a andlise de restrigdo (RFLP) utilizando-se a enzima
MspI (New England Biolabs)®, a 37°C, para dete¢io do polimorfismo 102T/C. ®

A digestdo do fragmento de amostras homozigotas polimorficas (CC) para o
polimorfismo 102T/C, produz dois fragmentos de 217 pb e 125 pb (alelo polimorfico-
C), devido o reconhecimento do sitio de restri¢ao da enzima Mspl, pela substitui¢ao das
bases nitrogenadas T->C, na posicdo 102 do gene HTR2A. As amostras heterozigotas
para o polimorfismo (TC), apds a digestdo enzimadtica, apresentam trés fragmentos: de
342 pb (alelo sem o polimorfismo-T), 217 e 125 pb (alelo polimdrfico-C). As amostras
sem o polimorfismo, portanto homozigotas selvagem (TT), tém apenas o fragmento de
342 pb (alelo selvagem-T), pois ndo h4 o reconhecimento do sitio da enzima.

b) Polimorfismo -1438G/A:

Para se detectar o polimorfismo -1438G/A fragmentos do DNA nuclear, que
abrangem a regido do polimorfismo, na regido promotora do gene HTR2A, foram
amplificados pela técnica da PCR. Para esta reacdo, foi utilizado um par de iniciadores

. ~ . ’ . o 17 A .
ou primers, que sdo oligonucleotideos sintéticos."” As sequéncias dos
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oligonucleotideos sintetizados e o tamanho (em pares de bases - pb) dos fragmentos

amplificados, pelo par de primers, sdo descritos no Quadro 3.

Quadro 3. Sequéncia dos primers para PCR do DNA nuclear.!"”

Par Sequéncia 5'-> 3' Tamanho (pb)
"2-2A" 2-2AF - AAGCTGCAAGGTAGCAACAGC 469
2-2AR - AACCAACTTATTTCCTACCAC

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso); pb (pares de bases)

Pela PCR foi amplificado, como produto da reagdo, um fragmento de 469 pb o
qual, posteriormente, foi submetido a andlise de restricdo (RFLP) utilizando-se a enzima
MspI (New England Biolabs)®, a 37°C, para detec¢io do polimorfismo -1438G/A na
regido promotora do gene."'”

A digestdo do fragmento de amostras selvagem (GG) para o polimorfismo -
1438G/A, produz dois fragmentos de 243 pb e 226 pb (alelo selvagem-G), devido o
reconhecimento do sitio de restricdo da enzima Mspl. As amostras homozigotas para o
polimorfismo (AA) tém apenas o fragmento de 469 pb (alelo polimdrfico-A), pois ndo
héa reconhecimento do sitio da enzima, pela substitui¢do das bases nitrogenadas G->A
na posicdo -1438 do gene HTR2A e as amostras heterozigotas (GA) tém trés
fragmentos: de 469 pb (alelo polimorfico-A), 243 e 226 pb (alelo selvagem-G).

Cada uma das duas reacdes da PCR foi processada em ciclador de temperatura
(Bioer Technology®, Modelo TC-XPG), em reagdes de 25 uL de volume final,
contendo:

1) DNA (200-300 ng),

2) primers 1 e 2 - 10 pmoles de cada [direto (F) e inverso (R)].

3) Conjunto de Reagentes FideliTag™' PCR MasterMix (2X) (GE

HEALTHCARE®) composto por: tampdo de PCR 1X [Tris-HCI - 30 mM (pH 8.4),

cloreto de potassio (KCl) - 50 mM], cloreto de magnésio (MgCL,) - 1,5 mM, dNTPs -
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0,2 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) e Taqg DNA
polimerase - 1,25 U. Protocolo utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Foi utilizado o seguinte ciclo padrdo para as reagdes da PCR: inicialmente, as
amostras foram desnaturadas a 94°C por 3 minutos sendo, posteriormente, submetidas a
35 ciclos repetidos de 60 segundos a 94°C para desnaturacdo, 60 segundos a 60°C para
anelamento de ambos os pares de primer e, para a extensdo, 2 minutos a 72°C e, ap6s 0s
ciclos, 10 minutos a 72°C para extensdo final das cadeias.

Os produtos de cada uma das duas reagdes da PCR e das duas da RFLP foram
adicionados ao azul de bromofenol e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, contendo brometo de etidio, na
concentracdo de 0,5 pg/mL, submetidos a iluminacdo ultravioleta para confirmar o
sucesso das mesmas e o gel, fotodocumentado.

Os resultados foram submetidos previamente a estatistica descritiva para
determina¢do da normalidade. Foram utilizados o teste ¢ bicaudal de Student para
amostras independentes com distribuic¢do normal e o teste de Mann-Whitney para
amostras com distribui¢cdo ndo normal. Quando aplicaveis, foram utilizados o teste Chi-
square para comparagao entre as variaveis e o odds ratio, com intervalo de confianca de
95% (IC-95%), para determinar o fator de risco a SAOS pelos polimorfismos
analisados. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. Os testes estatisticos foram
realizados usando o programa GraphPad InStat version 3.00, GraphPad Software Inc,
San Diego California USA, www.graphpad.com. A coeréncia da distribui¢do genotipica

com o Equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliada por testes exatos.®”
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados demograficos

Do total de 100 pacientes com apneia (casos-indice), 73 (73%) sd@o do sexo
masculino e 27 (27%) do sexo feminino. Em relagdo a faixa etaria, a idade variou de 23
a 70 anos para o sexo masculino (Média M-50,1 anos; DP+12,5) e para o sexo feminino
a idade variou de 43 a 65 anos, (M-52 anos; DP+6,0). O IMC para o sexo masculino
variou de 21,2 a 35 Kg/m* (M-29,5 Kg/m*; DP+3,8) ¢ para o sexo feminino variou de
21 a 35 Kg/m2 (M-28,6 Kg/mz; DP+3,5). Em relagao ao IAH, este variou de 5,8 a 115
(M-37,5; DP+26,3) para o sexo masculino e para o feminino variou de 5,4 a 79 (M-
19,6; DP+19,3).

Dos 100 pacientes do grupo controle, 40 (40%) sdo do sexo masculino e 60
(60%) sdo do sexo feminino. A faixa etdria variou de 17 a 66 anos (M-46,1 anos;
DP+12,3) para o sexo masculino e de 21 a 70 anos (M-43,6 anos; DP£11,7) para o
feminino. O IMC para o sexo masculino variou de 20 a 34,6 Kg/m2 (M-26,8 Kg/mz;
DP+3,9) e de 20 a 35 Kg/m2 (M-27,1 Kg/m2; DP+4,0) para o feminino. O IAH variou
de 0 a 4,9 (M-2,3; DP+1,5) para o sexo masculino e de 0 a 4,9 (M-1,6; DP+1,4) para o
sexo feminino.

A Tabela 1 apresenta os dados demograficos dos 100 casos-indice e 100

controles e a Tabela 2 apresenta estes dados em média + desvio padrao.
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Tabela 1. Distribui¢do dos dados demograficos dos casos-indice (n=100) em relacdo ao
grupo controle (n=100).

Variaveis Casos-indice Controles p*
n (%) n (%)
Sexo
Masculino 73 (73) 40 (40) <0,0001
Feminino 27 (27) 60 (60)
IMC
Peso ideal 13 (13) 32 (32)
Sobrepeso 44 (44) 41 (41) 0,0081
Obesidade Grau I 38 (38) 24 (24)
Obesidade Grau II 05 (05) 03 (03)
Faixa etaria
Adolescente 0(0) 01 (01)
Adulto jovem 12 (12) 35(35) 0,0007
Adulto 80 (80) 61 (61)
Idoso 08 (08) 03 (03)
Dados obtidos pela Polissonografia n (%)
IAH
Normal -- 100 (100)
Leve 40 (40) - NA
Moderada 15 (15) --
Grave 45 (45) --

IMC - indice de massa corporal.
IAH - indice de apneia/hipopneia.
NA - Nao analisado.

"Teste do Chi-square.

Houve maior prevaléncia do sexo masculino (73%) nos casos-indice € o sexo
feminino foi o predominante no grupo controle em 60% dos casos, sendo esta relagao
significante (p<0,0001).

Em relagdo ao IMC, o grupo de pacientes com SAOS teve maior prevaléncia nas
classificagdes de sobrepeso e obesidade Grau I, perfazendo o total de 82% dos casos,
enquanto que o grupo controle teve a maior prevaléncia nas classificagdes de peso ideal
e obesidade Grau I (73% do total), sendo esta diferenca entre os grupos significante
(p=0,0081).

Ambos os grupos, casos-indice e controles, tiveram a maior prevaléncia da idade
nas faixas de adulto jovem e adulto, perfazendo o total de 92% e 96%, respectivamente.
Nao houve paciente adolescente nos casos-indice. A analise estatistica para esta variavel

mostrou significancia entre os casos-indice e controles (p<0,0001).
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Tabela 2. Pardmetros clinicos e polissonograficos dos casos-indice em relagdo ao grupo
controle.

Parametros Casos-indice Controles P
(n=100) (n=100)
IMC (grau) 29,3 +3,7 27,0 +3,9 <0,0001"
Faixa etaria (anos) 50,6 £ 11,1 44,6 £12,0 p=0,0004"
IAH 32,6 +25,7 1,9+1,5 <0,0001"

Valores apresentados como média + desvio padrao.

IMC - indice de massa corporal.

IAH - indice de apneia/hipopneia.

"Teste ¢ bicaudal de Student para amostras independentes.
"Teste de Mann-Whitney.

Conforme apresentado na Tabela 2, os casos-indice apresentaram os valores
médios do IMC, da faixa etdria e do IAH significativamente maiores quando

comparados aos valores médios do grupo controle.

4.2. Resultados da Analise Molecular para ambos os Grupos - Casos-indice e
Controle
4.2.1 Extracao do DNA gendomico

Foi possivel a extragdo do DNA gendmico, a partir de leucdcitos de sangue

periférico, de todas as amostras de ambos os grupos do estudo (n=200 - 100%) (Figura

).

Figura 1. Fotografia do DNA gendmico das amostras identificadas de 1 a 5, em gel de
agarose 1%. A seta indica as bandas correspondentes ao DNA de cada

amostra. M-marcador 100 pb (Ladder®).
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4.2.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR):
a) Amplificacio da regidio do polimorfismo 102T/C no gene HTR2A:

A reagdo da PCR permitiu a amplificacdo do fragmento de 342 pb que abrange a
regido polimorfica, em todas as amostras analisadas de ambos os Grupos do estudo

(n=200 - 100%) (Figura 2).

Figura 2.  Fotografia do produto da PCR - fragmento de 342 pb amplificado do gene
HTR24, em gel de agarose 2%. Colunas 1 a 5 - amostras do estudo. M-
marcador 100 pb (Ladder®).

b) Amplificacdo da regido do polimorfismo -1438G/A na regiao promotora do gene
HTR2A:

A reagdo da PCR permitiu a amplificacdo do fragmento de 469 pb que abrange a
regido polimoérfica, em todas as amostras analisadas de ambos os Grupos do estudo

(n=200 - 100%) (Figura 3).
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Figura 3. Fotografia do produto da PCR - fragmento de 469 pb amplificado do gene
HTR24, em gel de agarose 2%. Colunas 1 a 4 - amostras do estudo. M-
marcador 100 pb (Ladder®).
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4.2.3 Técnica da RFLP (Digestao Enzimatica) dos fragmentos amplificados para
identificacio dos polimorfismos:

a) 102T/C no gene HTR2A (Figura 4):

Figura 4. Fotografia do produto da RFLP (digestdo enzimatica) - fragmentos de
342,217 e 125 pb do gene HTR2A, em gel de agarose 2%, das amostras
do estudo. Coluna 1: genotipo heterozigoto (TC). Coluna 2: gendtipo
homozigoto selvagem (TT). Coluna 3: genétipo homozigoto

polimérfico (CC). M- marcador 100 pb (Ladder®).
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b) -1438G/A na regido promotora do gene HTR2A (Figura 5):

Figura 5. Fotografia do produto da RFLP (digestdo enzimatica) - fragmentos de
469, 243 e 226 pb do gene HTR2A, em gel de agarose 2%, das amostras
do estudo. Coluna 1: gen6tipo homozigoto selvagem (GG). Colunas 2-
4: gendtipo heterozigoto (GA). Coluna 5: gendtipo homozigoto
polimérfico (AA). M- marcador 100 pb (Ladder®).

Os resultados moleculares encontrados e as comparagdes entre as variaveis

obtidas no estudo estdo apresentados nas Tabelas 3 a 8:

Tabela 3. Distribuicdo dos alelos encontrados nos casos-indice e controles para os
polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A.

Alelos Casos-indice Controles p*
n (%) n (%)
T 112 (112) 109 (109) 0,8406
C 88 (88) 91 (91)
G 69 (69) 91 (91) 0,0321
A 131 (131) 109 (109)

"Teste do Chi-square.
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As frequéncias alélicas T e C para os casos-indice foram T=0,56 e C=0,44 e para
os controles foram T=0,545 e C=0,455, ndo apresentando diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,8406). As frequéncias alélicas G e A para os casos-indice foram G=0,345 ¢
A=0,655 e para os controles G=0,455 ¢ A=0,545, mostrando diferenca estatistica entre

os grupos (p=0,0321).

Tabela 4. Distribuicdo dos genotipos encontrados nos casos-indice e controles para os
polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A.

Genotipo Casos-indice Controles p*

n (%) n (%)

TT 23 (23) 20 (20)

TC 66 (66) 69 (69) 0,8711

CC 11(11) 11(11)

GG 4(4) 10 (10)

GA 61 (61) 71 (71) 0,0177

AA 35(35) 19 (19)

"Teste do Chi-square.

Houve diferenca estatistica dos gendtipos do polimorfismo -1438G/A
encontrados nos casos-indice em relagdo ao grupo controle (p=0,0177).

As frequéncias genotipicas para o polimorfismo T102C ndo se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg tanto para os casos-indice (X2=1 1,511; p=0,00069) como
para o grupo controle (x*=15.309; p=0.00009). As frequéncias genotipicas para o
polimorfismo -1438G/A ndo se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg tanto para
os casos-indice (3’=12.229; p=0.00047) como para o grupo controle (}’=18,628;
p=0,00002).

A Tabela 5 apresenta, em odds ratio, a relagdo dos gendtipos encontrados no

estudo entre casos-indice e controles.

Tabela 5. Relacdo genotipica entre casos-indice e controles para os polimorfismos
T102C e -1438G/A do gene HTR24.

Genotipo Odds ratio IC 95% Chi-square Y
(Casos x Controles) (OR)
TT e TC (89 x 89) 1,0 0,41-2,43
CC(11x11) 1,0 0,41-2,43 0,000 1,000
GG e GA (65 x 81) 0,44 0,23-0,83
AA (35x19) 2,3 1,20-4,38 571 0,0169

IC - intervalo de confianga de 95%
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Nao houve diferencga estatistica dos gen6tipos TT e TC entre casos x controles,
o mesmo ocorrendo para o gendtipo CC, pois para estes gendtipos ambos 0s grupos
apresentaram a mesma frequéncia.

Apesar da alta frequéncia dos gendtipos GG e GA em ambos os grupos, o
grupo controle apresentou frequéncia significativamente maior em relagdo aos casos-
indice, indicando uma razdo de chance de 2,3 vezes mais de protecdo para o ndo
desenvolvimento da SAOS. Mas, em relagdo ao gendtipo AA, os casos-indice
apresentaram frequéncia significantemente maior do mesmo em relagdo aos controles
estando, portanto, este genotipo associado ao risco de desenvolver SAOS e 2,3 vezes
mais chance.

Tabela 6. Distribuicdo do sexo dos casos-indice e controles em relagdo aos gendtipos
encontrados para os polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A.

Casos-indice Controles
Gendtipo Masculino Feminino Masculino Feminino p*
n (%) n (%) n (%) n (%)
TT e TC 64 25 33 56
0,338
CC 9 2 7 4 ,3387
GGe GA 40 25 31 50
<0,0001
AA 33 2 9 10

"Teste do Chi-square.

A relagdo do sexo com os gendtipos do polimorfismo -1438G/A entre casos-

indice e controles foi significante

Tabela 7. Distribuicdo do IMC dos casos-indice e controles em relagdo aos gendtipos
para os polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A.

Casos-indice n (%) Controles n (%)
Genétipo 20<IMC<25 25<IMC<35 20<IMC<25 25<IMC<35 p*
Kg/m? Kg/m? Kg/m* Kg/m*
TT e TC 12 (12) 77 (77) 27 (27) 62 (62) 0,7542
cC 1 (1) 10 (10) 5(5) 6 (6) ’
GG e GA 6 (6) 59 (59) 24.(24) 57(57) 0,0182
AA 7(7) 28 (28) 8 (8) 11(11) ’

"Teste do Chi-square.

Houve associagdo estatisticamente significante dos gendtipos do polimorfismo -

1438G/A com o IMC entre 25 e 35 Kg/m” nos casos-indice em relagdo aos controles.
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Tabela 8. Distribui¢do do IAH (indice de apneia/hipopneia) dos casos-indice em relagio aos
gendtipos para os polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A.

Genotipo Casos-indice n (%) p*
5<IAH<30 IAH > 30
TT e TC 50 (50) 39 (39)
CC 5(5) 6 (6) 0,7238
GG e GA 38 (38) 27 (27) 4
AA 17(17) 18 (18) 0.4608

"Teste do Chi-square.

Nao houve associagdo de ambos os polimorfismos estudados e a gravidade da

SAOS nos casos-indice.
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5. DISCUSSAO

O sistema serotoninérgico ¢ um importante componente do sono e da abertura
das vias aéreas durante o mesmo. Consequentemente, fatores que afetam as atividades
desse sistema podem levar a disturbios do sono e respiragdo. O receptor 5S-HT2A ¢ um
componente essencial do sistema serotoninérgico estando, sua expressao, sob controle
génico. Assim, polimorfismos de genes que codificam o receptor podem afetar o estado
funcional do mesmo e, por sua vez, a atividade serotoninérgica.!'”>"

Diante disso, o presente estudo teve como objetivos investigar a prevaléncia dos
polimorfismos T102C e -1438G/A do gene HTR2A em pacientes com e sem SAOS,
pois até o momento ndo ha trabalhos brasileiros sobre este tema, havendo somente dois
estudos na literatura que relatam as frequéncias destes polimorfismos e a associagdo
com a SAOS,*'" o que reforga a importancia deste estudo.

Para avaliar os resultados dos estudos de associacdo genética, os grupos indices
e controle devem ter as mesmas origens étnicas e geograficas, porque a base genética de
doengas, tais como configuragdes polimodrficas, podem variar entre regides e
populacdes. A influéncia da diversidade étnica e geografica pode ser extensa e deve ser

@192 Neste estudo, apesar da miscigenagdo

considerada em estudos genéticos.
significativa no Brasil, apenas os pacientes e controles caucasianos foram incluidos, e
todos eles eram da mesma area geografica.

Todos os individuos, de ambos os grupos do estudo, realizaram a polissonografia
a fim de ser obtido o IAH que, pelo qual, foi possivel o diagndstico da presencga ou ndo

da SAOS enquadrando-os, respectivamente, em grupo com SAOS e grupo controle.

Este critério foi rigorosamente seguido a fim de ndo se incluir pacientes, especialmente
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do grupo controle, com diagnostico de exclusdo de SAOS apenas por critérios clinicos,
como realizado em outros estudos descritos na literatura.*'>'"

A SAOS ¢ mais frequente em homens, encontrada em todas as faixas etdrias,
tornando-se mais prevalente com o avancar da idade'. Conforme a literatura, no
presente estudo, houve maior prevaléncia dos casos-indice no sexo masculino e na fase
adulta, mas apenas 8% dos casos acima de 65 anos.

Em relacdo ao polimorfismo T102C, como o grupo controle apresentou a mesma
frequéncia dos casos-indice para os gendtipos TT/TC e CC pode-se sugerir que ndo
houve associa¢ao do polimorfismo T102C com o desenvolvimento da SAOS, sendo este
resultado concordante com os descritos na literatura.'”’ Embora o receptor 5-HT2A
predominantemente contribui para a excitacdo da serotonina (5-HT) dentro do
representativo nucleo motor das vias aéreas superiores, a falta de polimorfismos comuns
ou modificagdes epigenéticas que alterem os niveis de RNA mensageiro do gene
HTR24 podem ser a razdo para a auséncia de associa¢do do polimorfismo T102C com
SAOS nesta populagdo, além de ser considerado um polimorfismo silencioso e estar
presente na mesma propor¢do no grupo controle. !

Mas, o genotipo AA foi significantemente maior nos casos-indice, assim como
os genotipos GG/GA no grupo controle significando que, em relag¢do ao polimorfismo -
1438G/A, o genotipo AA pode estar associado com o desenvolvimento da SAOS na
populacio do presente estudo, resultado este concordante com os da literatura.*'”

Houve diferenca significativa entre o sexo dos casos-indice e controles em
relacdo aos gendtipos do polimorfismo -1438G/A, o que ndo ocorreu com 0s gendtipos

do polimorfismo T102C. Este resultado, conforme a literatura, pode sugerir

predisposicdo genética da SAOS, especialmente no sexo masculino, resultante de
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alteracdes no sistema serotoninérgico,(zo) podendo explicar, assim, a diferente incidéncia
da SAOS entre os sexos."'>!'” A comparagio dos gendtipos com o sexo foi realizada no
estudo devido, conforme descrito na literatura, a maior prevaléncia da SAOS no sexo
masculino."'>'7

Nao houve correlagdo entre o IAH, obtido pela polissonografia, e os genotipos
de ambos os polimorfismos dos casos-indice, resultado este concordante com os da
literatura™'”. Esta condi¢io pode sugerir que outros mecanismos, além de polimorfismos
no gene HTR2A, estejam também envolvidos na fisiopatologia da SAOS. E evidente que
a SAOS seja o fenotipo de um nimero de diferentes distirbios, relacionados ou nio, e
resulte de uma complexa associagio de genes e fatores modificadores e ambientais."'”
Essa pode ser uma explicagdo para a auséncia da associacdo, estatisticamente
significativa, entre ambos os polimorfismos analisados e os achados polissonograficos
da amostra do presente estudo.

A variabilidade no tamanho das vias aéreas ¢ provavelmente determinada por
influéncias genéticas na estrutura 6ssea, tamanho da lingua e do tecido tonsilar assim
como fatores adquiridos como a obesidade.”® A obesidade pode afetar o tamanho
faringeo pela deposi¢do de gordura ao redor das VAS ou pela alteragdo da funcdo e
orientagdo muscular.®!'*? O estreitamento da via aérea faringea, como um resultado de
alteragcdes na morfologia craniofacial, também tem sido sugerido na etiologia da SAOS.
Um niimero combinado de fatores para determinar o tamanho da via aérea tem impacto
na propensdo para o colapso faringeo e apneia durante o sono. Embora polimorfismos
do gene HTR2A4 tenham um importante papel na atividade dos musculos dilatadores da
faringe, outros fatores tais como a caracteristica cefalométrica e estruturas de tecidos

. o 2,13,14
moles podem ser determinantes na abertura das vias aéreas durante o sono.®'*!'¥
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No presente estudo, foram utilizados como critérios de inclusdo a auséncia de
dismorfismo craniofacial ou alteracdes temporomandibulares e IMC < 35 Kg/m”. Estes
critérios foram rigorosamente seguidos a fim de se excluir estas varidveis e as
anteriormente descritas, que afetariam a paténcia das vias aéreas superiores. Diante do
exposto, quando o IMC foi comparado aos genotipos de ambos os polimorfismos em
relagio aos casos-indice e controles, a relagio do IMC entre 25 e 35 Kg/m® foi
significativa para os gendtipos do polimorfismo -1438G/A nos casos-indice, resultado
este concordante com os da literatura.*>”

Em decorréncia disto, o polimorfismo T102C parece ndo estar associado a
SAOS nos pacientes do estudo quando comparado ao polimorfismo -1438G/A, o qual
pode ser associado com a ocorréncia da SAOS, na populagdo estudada, especialmente
nos pacientes do sexo masculino e com IMC entre 25 ¢ 35 Kg/m®.

Os mais comuns disturbios do sono resultam da interacdo de multiplos genes e
fatores ambientais, inclusive a SAOS.® Estudos genéticos estdo sendo realizados para
esclarecer algumas das complexidades do sono e levar a novos enfoques para o
tratamento de seus distirbios. Os genes estdo, provavelmente, menos envolvidos nas
mudancas de estado (non-REM->REM) observadas eletrofisiologicamente durante o
ciclo do sono; eles estdo, certamente, relacionados a determinar a ritmicidade circadiana
e a homeostase do sono.*

Até a presente data, ndo ha dados na literatura brasileira de uma ligacdo genética
com a SAOS, o que refor¢a a hipotese da disfuncdo do sistema serotoninérgico em
relacdo a patogénese da SAOS. Apesar destes resultados positivos, eles devem ser

interpretados com cautela ¢ deve ser corroborada por estudos independentes e

multicéntricos para determinar a real prevaléncia do polimorfismo 102T-C e sua
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associacdo com SAOS nesta populacdo brasileira estudada. Embora este estudo tenha
sido realizado em uma amostra relativamente pequena de pacientes e controles, o
polimorfismo 102T-C ndo parece estar associada com SAOS em comparagdo com o -
1438G- um polimorfismo, que pode correlacionar-se com a incidéncia de SAOS na
populacao brasileira.

A compreensdo do impacto dos fatores genéticos permitird a elucida¢do da
fisiopatologia desses distirbios e fornecerd importantes indicios para possiveis
esquemas terapéuticos.® Ha a necessidade de futuros estudos, na populagio brasileira, a
fim de que se possa conhecer a real prevaléncia destes polimorfismos, determinando a
associagdo com a SAOS, para que futuros tratamentos possam talvez, ser instituidos de
modo sexo-especifico, devido as diferencgas geneticamente determinadas entre ambos os

SE€XO0S.



6. CONCLUSOES

46



47

6. CONCLUSOES
As técnicas moleculares PCR/RFLP permitem a identificacdo dos polimorfismos
T102C e -1438G do gene HTR2A, colaborando para a investigacdo molecular da SAOS.
Nao ha diferengas na prevaléncia do polimorfismo T102C entre os pacientes
com SAOS e o grupo controle.
Hé evidéncias de associacdo entre o polimorfismo -1438G/A e a SAOS.

Os mecanismos serotoninérgicos podem ser relacionados a SAOS.
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