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Abstract

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is one of the most complex disorders of sleep; it
involves 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. Aim: To investigate the prevalence of T102C and -1438G/A polymorphisms in the 5-HTR2A
gene of patients with and without OSAS. Material and Method: A molecular study of 100 index-
cases and 100 controls of both genders. DNA was extracted from blood leukocytes samples and the
regions that enclose both polymorphisms were amplified with PCR-RFLP. Study design: A cross-
sectional case study. 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 polymorphisms (p=1.000).There were significant differences between the AA genotype of
-1438G/A polymorphisms and patients with OSAS (OR:2.3; C195%: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. There is evidence of an
association between the -1438G /A polymorphism and OSAS.

Resumo

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um dos distirbios mais complexos do sono,
envolvendo multiplos fatores genéticos contribuintes para o fendtipo. A serotonina (5-HT) esta
envolvida na regulacio de uma variedade de funcdes viscerais e fisiologicas, inclusive o sono.
Polimorfismos no gene 5-HTR2A podem alterar a transcricao, afetando o nimero de receptores do
sistema serotoninérgico, contribuindo para a SAOS. Objetivo: Investigar a prevaléncia dos poli-
morfismos T102C e -1438G/A no gene HTR2A em pacientes com e sem SAOS. Material e Método:
Estudo molecular em 100 pacientes como casos-indice e em 100 como grupo controle, de ambos
os géneros. O DNA foi extraido de leucocitos de sangue periférico e realizada a amplificacao das
regides que abrangem ambos os polimorfismos pelas técnicas da PCR-RFLP. Desenho do Estudo:
Estudo de caso/controle em corte transversal. Resultados: Houve prevaléncia significativa do género
masculino nos casos-indice em relacao aos controles (p<0,0001). Para o polimorfismo T102C, nao
houve diferenca genotipica significante entre casos e controles (p=1,000). Houve diferenca significativa
entre o gendtipo AA do polimorfismo -1438G/A e pacientes com SAOS (OR:2,3; 1C95%:1,20-4,38;
p=0,01). Conclusao: Os mecanismos serotoninérgicos parecem estar relacionados a SAOS. Nao ha
diferencas na prevaléncia do polimorfismo T102C entre os pacientes com SAOS e o grupo controle.
Ha evidéncias de associacao entre o polimorfismo -1438G/A e a SAOS.
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INTRODUCAO

A sindrome da apneia obstrutiva € um distirbio
do sono muito comum, afetando cerca de 2% a 4% dos
homens adultos de idade média e caracterizada pelo
recorrente colapso, sono-induzido, das vias aéreas fa-
ringeas, levando a hipoxemia e hipercapnia’. Multiplos
fatores genéticos podem, provavelmente, contribuir com
a sindrome, uma vez que também sao diversos os fatores
componentes para o fenotipo®”.

Alteracdes no controle do sistema nervoso central
dos musculos das vias aéreas superiores sio consideradas
um importante componente da sindrome®. Dentre esses
musculos, hd o genioglosso, inervado por neurdnios ori-
ginados no nucleo hipoglosso no tronco encefalico, cujas
contracoes, durante a inspiracao, contribuem para a efetiva
ventilacao pulmonar e pela manutencio da abertura das
vias aéreas superiores durante a vigilia e o sono”®. Grupos
de células serotoninérgicas e noradrenérgicas podem fazer
padroes paralelos, estimulando diretamente as células
motoras do nervo hipoglosso que regulam esses musculos
dilatadores. Portanto, a ativacao desses grupos celulares,
aumenta a atividade do musculo genioglosso’™.

E evidente que a serotonina (5-hidroxitriptamina,
5-HT), um neurotransmissor no sistema nervoso central,
esta envolvida na regulacao de uma variedade de fun-
coes viscerais e fisiologicas, tais como o sono, apetite,
termorregulacao, percepcao da dor, secrecao hormonal e
comportamento sexual. Anormalidades do sistema sero-
toninérgico tém sido implicadas em um grande nimero
de doencas humanas, como depressao, cefaleia, epilep-
sia, comportamento obsessivo-compulsivo, disfuncao
témporo-mandibular e distirbios afetivos®®.

A 5-HT também tem um importante papel na pa-
téncia das vias aéreas superiores, pois excita os neurdonios
motores dessas vias e, também, promove uma excitacao
intrinseca nos neurdnios motores do tronco encefilico. A
atividade dos neurdnios que suprem de 5-HT os neurd-
nios 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 respiratorios, ambos i vivo e in vitro e
que os referidos neurdnios, apresentam maxima atividade
durante a vigilia e minima atividade durante o sono REM.
O comportamento, relacionado ao sono, da 5-HT sobre os
neurdnios motores contribui para o colapso das vias aére-
as superiores e consequente obstrucao da respiracao'®!.

A 5-HT atua por meio de uma grande familia de
receptores 5-HT e, dentre essa, ha os receptores denomi-
nados 5-HT2 que compreendem trés subtipos, 5-HT2A,
5-HT2B e 5-HT2C, os quais sao semelhantes em termos
de sua estrutura molecular, farmacologia e padroes dos
sinais de transducao. Os subtipos 5-HT2A e 5-HT2C tém
um importante papel na manutencio da estabilidade das
vias aéreas superiores e da respiracio normal, na obesi-

dade'?. O 5-HT2A, um dos subtipos de receptor da 5-HT,
¢ predominantemente excitatorio aos neurdnios motores
do hipoglosso e o subtipo 5-HT2C é excitatério para neu-
rénios em vdrias areas cerebrais. Embora poucas dessas
respostas excitatorias tenham sido analisadas usando-se
seletivos agentes dos subtipos de receptores, evidéncias
sugerem que, em alguns desses casos, as respostas sao
mediadas pelos receptores 5-HT2A, enquanto outras en-
volvem 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 5-HTR2A e 5-HTR2B)
ou trés introns (gene 5-HTR2C) na sequéncia codificante,
estando todos acoplados, positivamente, a fosfolipase C,
além de mobilizar Ca* intracelular’?. O gene 5-HTR2A esta
localizado no cromossomo 13 (13q14-q21), tendo uma
sequéncia de aminodcidos relativamente alta, idéntica ao
gene 5-HTR2C, embora seja mais baixa quando comparada
ao gene 5-HTR2B. O gene 5-HTR2C esta localizado no
cromossomo X (Xq24)'™.

Uma variante funcional promotora do gene
5-HTR2A pode, diferencialmente, alterar a transcricao
afetando, desse modo, o nimero de receptores. Polimorfis-
mos nos genes 5-HTR2 estao associados a varias doencas,
inclusive a sindrome da apneia obstrutiva do sono, por
afetarem o sistema serotoninérgico, contribuindo, por-
tanto, ainda mais para o colapso das vias aéreas durante
o sono. Os efeitos excitatorios do receptor 5-HT2C sao
de baixa magnitude e, embora o polimorfismo do gene
5-HTR2C seja funcional, o efeito de um alelo polimortico
ativo pode nao ser suficiente para que esse polimorfismo
esteja associado com o indice apneia/hipopneia, devido
a menor dominincia desse subtipo de receptores no nu-
cleo do hipoglosso'*!*. Em compensacio, foi identificado,
recentemente, um polimorfismo no gene 5-HTR2A, o qual
¢ definido pela substituicio T->C na posicao nucleotidica
1028, além da identificacio da substituicao G->A, na po-
sicao -1438 da regiao promotora do gene’, em pacientes
com a sindrome da apneia obstrutiva do sono.

OBJETIVO

Investigar a prevaléncia dos polimorfismos T102C
e -1438G/A no gene 5-HTR2A, com o teste da Reacao em
Cadeia da Polimerase/ Polimorfismo no Comprimento
de Fragmentos de Restricao (Polimerase Chain Reaction/
Restriction Fragment Lenght Polymorphism - PCR/RFLP),
em amostra de pacientes com e sem a sindrome da apneia
obstrutiva do sono.

MATERIAL E METODO

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

No periodo de 01/07/2008 a 30/06/20010 foi re-
alizado um estudo de corte transversal no qual foram
estudados 100 casos-indice com sindrome da apneia
obstrutiva do sono (73 do género masculino e 27 do
género feminino), com idade entre 23 e 70 anos e 100
pacientes do grupo-controle (40 do género masculino e
60 do género feminino), com idade entre 17 e 70 anos.
Foram submetidos a2 completa anamnese para investigar
presenca de roncos, sono agitado, episoédios de apneia
noturna e sonoléncia diurna, uso de medicamentos, hi-
pertensao arterial, estados depressivos. Os exames fisicos,
otorrinolaringologico e sistémico foram realizados para
se avaliar o Indice de Massa Corpérea (IMC), o didmetro
cervical, pesquisar tumores cervicais e afastar malforma-
coes craniofaciais, além dos exames das cavidades nasal
e oral. Apos esta avaliacao clinica, os pacientes realizaram
exames complementares gerais e especificos da SAOS,
como a cefalometria, nasofibroscopia com manobra de
Mieller e avaliacao polissonogrifica.

Para a selecao dos pacientes foram considerados
0s 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 nio
podem ser explicados por outros fatores:

respiracao ofegante (“gasping”) durante o sono;

despertares recorrentes do sono;

sono nao-reparador; fadiga diurna;

falta de concentracio.

C. monitoramento durante a noite, demonstrando
mais de 5 episodios de obstrucao da respiracao por hora,
durante o sono. Esses eventos podem incluir qualquer
combinacio de apneia obstrutiva/hipopneia ou esforcos
respiratorios relacionados com despertares.

b) auséncia de qualquer outra anormalidade soma-
tica e laboratorial, ap6s realizacio dos exames fisico geral
e complementares.

©) auséncia de dismorfismo craniofacial ou altera-
¢coes témporo-mandibular, investigados pelo exame fisico
especifico.

d) auséncia de dependéncia de drogas, alcoolismo,
transtornos depressivos, deméncia, investigados pela ana-
mnese e avaliacoes psiquidtricas.

e) auséncia de sindromes genéticas aparentes, in-
vestigadas pelo exame fisico genético-clinico.

) presenca ou nao de outros casos na familia.

g) idade maxima de 70 anos.

h) IMC < 35.

Critérios de exclusao:

a) Pacientes acima de 70 anos, pois a prevaléncia de

apneia central do sono aumenta com o avancar da idade.

b) presenca de distarbios psiquidtricos.

©) alteracoes nas analises laboratoriais, nos exames
fisicos geral e especifico.

d) nao apresentarem os critérios minimos para
diagnostico da sindrome.

e) IMC > 35.

Os pacientes do Grupo Controle foram selecionados
com 0s mesmos critérios de inclusio e exclusiao descritos
para o Grupo com SAOS, exceto que o IAH (indice de
apneia/hipopneia/hora) é de < 5.

Foram coletados os seguintes dados: idade a época
da realizacao da polissonografia, Indice de Massa Corporea
(IMC) e indice de apneia/hipopneia (IAH), obtido pelos
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 relacido ao indice da apneia/hipopneia
(IAH), os pacientes foram agrupados na seguinte classifica-
¢a0: SAHOS leve (IAH de 5 a 15,9 eventos/hora), SAHOS
moderada (IAH de 16 a 30 eventos/hora), SAHOS grave
(TAH > 30 eventos/hora)”. Da mesma forma, em relacao
ao Indice de Massa Corpérea (IMC), os pacientes foram
agrupados de acordo com a classificacio da OMS: peso
ideal (18,5-24,9 Kg/m?), sobrepeso (25,0-29,9 Kg/m?),
obesidade Grau T (30,0-34,9 Kg/m?) e obesidade Grau II
(35,0-39,9 Kg/m*'®. Foi estipulado o limite do IMC < 35, a
fim de que maiores graus de obesidade nao influenciassem
nos niveis de IAH.

Investigacao molecular

Foram coletados 4,0mL de sangue total em um
tubo Vacutainer® contendo anticoagulante (EDTA), com
prévia obtencao dos pacientes ou responsaveis. O DNA
gendmico foi extraido das amostras de sangue usando o
Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare)
™M de acordo com o protocolo do fabricante.

Para se detectar ambos os polimorfismos T102C e
-1438G/A, fragmentos do DNA nuclear que abrangem a
regiao polimorfica no gene 5-HTR2A foram amplificados
pela técnica da PCR, utilizando-se o Kit de PCR - Fide-
liTag™ PCR MasterMix (2X) (GE HEALTHCARE®). Para
esta reacao, foram utilizados dois pares de iniciadores ou
“primers”, que sao oligonucleotideos sintéticos. As sequ-
éncias dos oligonucleotideos dos “primers” e as condicoes
para a reacao da PCR foram de acordo com as descritas
na literatura®’.

Como produto da reacio da PCR para o polimor-
fismo T102C, foi amplificado um fragmento de 342 pb, o
qual, posteriormente, foi submetido a andlise de restricio
(RFLP), utilizando-se a enzima Mspl (New England Biola-
bs)™, por 2hs30min a 37°C%. A digestao do fragmento de
amostras homozigotas mutantes (CC) para o polimorfismo
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T102C (ambos os alelos mutantes) produz dois fragmentos
de 217 pb e 125 pb, devido ao reconhecimento do sitio
de restricio da enzima Mspl, pela substituicio das bases
nitrogenadas T->C, na posiciao 102 do gene 5-HTR2A. As
amostras heterozigotas (TC) para o polimorfismo, apds a
digestao enzimadtica, apresentam trés fragmentos: de 342
pb (alelo selvagem-T), 217 e 125 pb (alelo mutante-C).
As amostras sem o polimorfismo, portanto homozigotas
normais (TT), tém apenas o fragmento de 342 pb, pois
nao ha reconhecimento do sitio da enzima.

Do mesmo modo, para se detectar o polimorfismo
-1438G/A, um fragmento de 469 pb obtido apds a PCR
foi submetido a andlise de restricio (RFLP), utilizando-se
a enzima Mspl (New England Biolabs)°, por 2hs30min a
37°C°. A digestao do fragmento de amostras homozigotas
normais (GG) para o polimorfismo -1438G/A produz dois
fragmentos de 243 pb e 226 pb, devido ao reconhecimento
do sitio de restricao da enzima Mspl. As amostras homo-
zigotas mutantes (AA) para o polimorfismo tém apenas
o fragmento de 469 pb, pois ndo ha reconhecimento do
sitio da enzima, pela substituicio das bases nitrogenadas
G->A na posicao -1438 do gene 5-HTR2A e as amostras
heterozigotas (GA) tém trés fragmentos: de 469 pb (alelo
mutante-A), 243 e 226 pb (alelo selvagem-G).

Os produtos de ambas as reacdes, PCR e RFLP,
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao TBE 1X, contendo brometo de etidio, na
concentracao de 0,5mg/mL, submetidos a iluminacao
ultravioleta, para confirmar o sucesso da reacio e o gel,
fotodocumentado.

Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos previamente 2
estatistica descritiva para determinacio da normalidade.
Foram utilizados o teste ¢ bicaudal de Student para amos-
tras independentes com distribuicio normal e o teste
de Mann-Whitney para amostras com distribuicio nao
normal. Quando aplicdveis, foram utilizados o teste Chi-
square para comparacao entre as variaveis e o odds ratio
com intervalo de confianca de 95% (IC-95%). O nivel de
significincia foi estabelecido em 5%. Foi realizada anali-
se do Equilibrio de Hardy-Weinberg para a distribuicao
genotipica.

Os testes estatisticos foram realizados usando o
programa GraphPad InStat version 3.00, GraphPad Sof-
tware Inc, San Diego California USA, www.graphpad.com.

RESULTADOS

Do total de 100 pacientes com apneia (casos-indice),
73 (73%) sao do género masculino e 27 (27%) do género
feminino. Em relaciao 2 faixa etdria, a idade variou de 23
a 70 anos para o género masculino (Média M-50,1 anos;
DP+125) e para o género feminino a idade variou de 43 a

65 anos (M-52 anos; DP+6,0). O IMC para o género mas-
culino variou de 21,2 a 35 Kg/m?* (M-29,5 Kg/m? DP+3,8)
e para o género feminino variou de 21 a 35 Kg/m? (M-28,6
Kg/m? DP+3,5). Em relacao ao TAH, este variou de 5,8 a
115 (M-37,5; DP+26,3) para o género 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%) sao
do género masculino e 60 (60%) sio do género femini-
no. A faixa etdria variou de 17 a 66 anos (M-46,1 anos;
DP+12,3) para o género masculino e de 21 a 70 anos
(M-43,6 anos; DP+11,7) para o feminino. O IMC para o
género masculino variou de 20 a 34,6 Kg/m? (M-26,8 Kg/
m? DP+3,9) e de 20 a 35 Kg/m? (M-27,1 Kg/m? DP+4,0)
para o feminino. O TAH variou de 0 a 4,9 (M-2,3; DP+1,5)
para o género masculino e de 0 a 4,9 (M-1,6; DP+1,4) para
o género feminino.

A Tabela 1 apresenta os dados demogrificos dos
100 casos-indice e 100 controles e a Tabela 2 apresenta
estes dados em média + desvio padrio.

Tabela 1. Distribuicao dos dados demograficos dos casos-
indice (n=100) em relagdo ao grupo controle (n=100).

Casos-indice Controles

Variaveis n (%) n (%) p*
Género
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 | 38 (38) 24 (24)
Obesidade Grau Il 05 (05) 03 (03)
Faixa etéaria
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  Polissonografia

pela n (%)
IAH
Normal - 100 (100)
Leve 40 (40) - NA
Moderada 15 (15) -
Grave 45 (45) -

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

*Teste do Chi-square.
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Tabela 2. Parametros clinicos e polissonograficos dos casos-
indice em relagdo ao grupo controle.

Parametros Casos-indice Controles
(n=100) (n=100) p
IMC (grau) 29,3 + 3,7 27,0 £ 3,9 p<0,0001*
Fabaetaria 555, 141 4462120  p=0,0004+
(anos)
IAH 32,6 + 25,7 1,915 p<0,0001+

Valores apresentados como média = desvio padrao.

IMC - indice de massa corpérea.

IAH - indice de apneia/hipopneia.

*Teste t bicaudal de Student para amostras independentes.
+Teste de Mann-Whitney.

Houve maior prevaléncia do género masculino
(73%) nos casos-indice e o género feminino foi o predo-
minante no grupo controle em 60% dos casos, sendo esta
relacao significante (p<0,0001).

Em relacio ao IMC, o grupo de pacientes com SAOS
teve maior prevaléncia nas classificacoes de sobrepeso e
obesidade Grau I, perfazendo o total de 82% dos casos,
enquanto que o grupo controle teve a maior prevaléncia
nas classificacoes 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%, respectivamen-
te. Nao houve paciente adolescente nos casos-indice. A
andlise estatistica para esta varidvel mostrou significincia
entre os casos-indice e controles (p<0,0001).

Conforme apresentado na Tabela 2, os casos-indice
apresentaram os valores médios do IMC, da faixa etaria e
do TAH significativamente maiores, quando comparados
aos valores médios do grupo controle.

Os resultados moleculares encontrados e as com-
paragoes entre as variaveis obtidas no estudo estiao apre-
sentadas nas Tabelas 3 a 7.

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, nao apresentando diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,8400). As frequéncias alélicas G e A para os
casos-indice foram G=0,345 e A=0,655 e para os controles
G=0,455 e A=0,545, mostrando diferenca estatistica entre
os grupos (p=0,0321).

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

As frequéncias genotipicas para o polimorfismo
T102C nao se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg
tanto para os casos-indice (x*=11,511; p=0,00069) como
para o grupo controle (%*=15.309; p=0.00009). As frequén-
cias genotipicas para o polimorfismo -1438G/A nido se

Tabela 3. Distribuicao dos genoétipos encontrados nos casos-
indice e controles para os polimorfismos T102C e -1438G/A
do gene 5-HTR2A.

Casos-indice Controles

Gendtipo n (%) n (%) p*
TT 23 (23) 20 (20) 0,8711
TC 66 (66) 69 (69)

CcC 11 (11) 11 (11)
GG 4 (4) 10 (10) 0,0177
GA 61 (61) 71 (71)
AA 35 (35) 19 (19)

*Teste do Chi-square.

Tabela 4. Relacao genotipica entre casos-indice e controles
para os polimorfismos T102C e -1438G/A do gene 5-HTR2A

Genotipo .
(Casos x Odz\str)at/o IC 95% Chi-square p
Controles)
TT e TC (89 x 89) 1,0 0,41-2,43 0,000 1,000
CC (11 x 11) 1,0 0,41-2,43
GG e GA (65 0,44 0,23-0,83 5,71 0,0169
x 81)
AA (35x19) 2,3 1,20-4,38

IC - intervalo de confianca de 95%

encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg tanto para
os casos-indice (*=12.229; p=0.00047) como para o grupo
controle (y?=18,628; p=0,00002).

A Tabela 4 apresenta, em odds ratio, a relacao dos
genotipos encontrados no estudo entre casos-indice e
controles.

Nao houve diferenca estatistica dos genétipos TT
e TC entre casos x controles, 0 mesmo ocorrendo para o
genotipo CC, pois para estes genotipos ambos 0s grupos
apresentaram a mesma frequéncia.

Apesar da alta frequéncia dos gendtipos GG e GA
em ambos 0s grupos, o grupo controle apresentou fre-
quéncia significativamente maior em relacio aos casos-
indice. Mas, em relacao ao gendtipo AA, os casos-indice
apresentaram frequéncia significantemente maior do mes-
mo em relacio aos controles.

A prevaléncia do género masculino nos casos-indice
em relacio aos gendtipos do polimorfismo -1438G/A foi
significante quando comparada aos controles (p<0,0001).

Houve associa¢ao estatisticamente significante dos
gendtipos do polimorfismo -1438G/A com o IMC entre
25 e 35 Kg/m’* nos casos-indice em relacao aos controles
(p<0,0182).

Nzo houve associacao de ambos os polimorfismos
estudados e a gravidade da SAOS nos casos-indice.
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Tabela 5. Distribuicdo do género dos casos-indice e controles em relagdo aos gendtipos encontrados para os polimorfismos

T102C e -1438G/A do gene 5-HTR2A.

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

*Teste do Chi-square.

Tabela 6. Distribuicao do IMC (indice de Massa Corpérea) dos casos-indice e controles em relacdo aos gendtipos para os poli-

morfismos T102C e -1438G/A do gene 5-HTR2A.

Genotipo Casos-indice n (%) Controles n (%) p*
20 = IMC < 25 <IMC = 20 = IMC < 25 < IMC =
25 Kg/m? 35 Kg/m? 25 Kg/m? 35 Kg/m?
TTeTC 12 (12) 77 (77) 27 (27) 62 (62) 0,7542
CcC 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.

Tabela 7. Distribuicdo do IAH (indice de Apneia/Hipopneia) dos
casos-indice em relagao aos gendtipos para os polimorfismos
T102C e -1438G/A do gene 5-HTR2A.

Casos-indice n (%)

Gendtipo p*
5 <1AH < 30 IAH > 30
TTeTC 50 (50) 39 (39) 0,7238
CcC 5 (5) 6 (6)
GG e GA 38 (38) 27 (27) 0,4608
AA 17 (17) 18 (18)

*Teste do Chi-square.

DISCUSSAO

O sistema serotoninérgico € um importante com-
ponente do sono e da abertura das vias aéreas durante o
mesmo. Consequentemente, fatores que afetam as ativi-
dades desse sistema podem levar a distirbios do sono e
respiracao. O receptor 5-HT2A € um componente essen-
cial 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®!?. Dian-
te disso, o presente estudo teve como objetivos investigar
a prevaléncia dos polimorfismos T102C e -1438G/A do
gene 5-HTR2A em pacientes com e sem SAOS, pois até

o momento nao ha trabalhos brasileiros sobre este tema,
havendo somente dois estudos na literatura que relatam
as frequéncias destes polimorfismos e a associacao com a
SAOS*, o que reforca a importancia deste estudo.

Todos os individuos, de ambos os grupos do estudo,
realizaram a polissonografia a fim de ser obtido o indice
de apneia/hipopneia (IAH) que, pelo qual, foi possivel o
diagnostico da presenca ou nao da SAOS enquadrando-os,
respectivamente, em grupo com SAOS e grupo controle.
Este critério foi rigorosamente seguido a fim de nio se
incluir pacientes, especialmente do grupo controle, com
diagnodstico de exclusio 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 pre-
sente estudo houve maior prevaléncia dos casos-indice no
género masculino e na fase adulta, mas apenas 8% dos
casos acima de 65 anos.

Em relacao ao polimorfismo T102C, como o grupo
controle apresentou a mesma frequéncia dos casos-indice
para os genétipos TT/TC e CC, pode-se sugerir que nio
houve associacao do polimorfismo T102C com o desen-
volvimento da SAOS, sendo este resultado concordante
com os descritos na literatura®’. Embora o receptor 5>-HT2A
predominantemente contribua para a excitacao da sero-
tonina (5-HT) dentro do representativo nicleo motor das
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vias aéreas superiores, a falta de polimorfismos comuns ou
modificacdes epigenéticas que alterem os niveis de RNA
mensageiro do gene 5-HTR2A pode ser a razao para a
auséncia de associacao do polimorfismo T102C com SAOS
nesta populacio, além de ser considerado um polimortfis-
mo silencioso e estar presente na mesma propor¢io no
grupo controle®® 1314,

Mas o gendtipo AA foi significantemente maior nos
casos-indice, assim como os gendtipos GG/GA no grupo
controle, significando que, em relacao ao polimorfismo
-1438G/A, o gendtipo AA pode estar associado com o de-
senvolvimento da SAOS na populacio do presente estudo,
resultado este concordante com os da literatura®® . Houve
diferenca significativa entre o género dos casos-indice
e controles em relacio aos gendtipos do polimorfismo
-1438G/A, o que nao ocorreu com o0s gendtipos do po-
limorfismo T102C. A comparacio dos gendtipos com o
género foi realizada no estudo devido, conforme descrito
na literatura, 2 maior prevaléncia da SAOS no género
masculino!%19,

Nao houve correlacio entre o IAH, obtido pela
polissonografia, e os gendtipos de ambos os polimortfis-
mos dos casos-indice, resultado este concordante com
os da literatura®’. Esta condicio pode sugerir que outros
mecanismos, além de polimorfismos no gene 5-HTR2A,
estejam também envolvidos na fisiopatologia da SAOS. E
evidente que a SAOS seja o fendtipo de um ndmero de
diferentes distarbios, relacionados ou nao, e resulte de uma
complexa associacio de genes e fatores modificadores e
ambientais’. Essa pode ser uma explicacio para a auséncia
da associacio, estatisticamente significativa, entre ambos os
polimorfismos analisados e os achados polissonograficos
da amostra do presente estudo.

A variabilidade no tamanho das vias aéreas € prova-
velmente determinada por influéncias genéticas na estru-
tura 6ssea, tamanho da lingua e do tecido tonsilar, assim
como fatores adquiridos como a obesidade'***2. Embora
polimorfismos do gene 5-HTR2A tenham um importante
papel na atividade dos musculos dilatadores da faringe,
outros fatores, tais como a caracteristica cefalométrica e
estruturas de tecidos moles podem ser determinantes na
abertura das vias aéreas durante o sono®**. No presen-
te estudo, foram utilizados como critérios de inclusio a
auséncia de dismorfismo craniofacial ou alteracoes tem-
poromandibular e IMC < 35 Kg/m?. Estes critérios foram
rigorosamente seguidos a fim de se excluir estas variaveis
e as outras descritas, que afetariam a paténcia das vias
aéreas superiores. Diante do exposto, quando o IMC foi
comparado aos gendtipos de ambos os polimorfismos em
relacao aos casos-indice e controles, a relacao do IMC
entre 25 e 35 Kg/m? foi significativa para os genétipos do
polimorfismo -1438G/A nos casos-indice, resultado este
concordante com os da literatura®® por ser decorrente
do maior nimero de casos nesta faixa do IMC e nao pro-
priamente da influéncia do polimorfismo.

Em decorréncia disto, o polimorfismo T102C pare-
ce nao 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 popu-
lacio estudada, especialmente nos pacientes do género
masculino e com IMC entre 25 e 35 Kg/m?, devido a maior
prevaléncia encontrada de pacientes nestas variaveis.

Estudos genéticos estao 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 ele-
trofisiologicamente durante o ciclo do sono; eles estdo,
certamente, relacionados a determinar a ritmicidade circa-
diana e a homeostase do sono®. Os mais comuns distur-
bios do sono resultam da interacao de multiplos genes e
fatores ambientais. A compreensao do impacto dos fatores
genéticos permitird a elucidacio da fisiopatologia destes
disturbios e fornecerd importantes indicios para possiveis
esquemas terapéuticos*?’.

CONCLUSOES

As técnicas moleculares PCR/RFLP permitiram a
identificacao dos polimorfismos T102C e -1438G do gene
5-HTR2A, colaborando para a investigacio molecular
da SAOS. Os mecanismos serotoninérgicos podem ser
relacionados a2 SAOS. Nao ha diferencas na prevaléncia
do polimorfismo T102C entre os pacientes com SAOS e
o grupo controle. Ha evidéncias de associacdo entre o

polimorfismo -1438G/A e a SAOS.
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