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RESUMO




Lima, A. M. J. Efeito do CPAP sobre o stress oxidativo e os niveis de
adiponectina em individuos obesos com apnéia obstrutiva do sono [tese].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 68 p.

A obesidade é tida como o principal preditor para o desenvolvimento da
apnéia obstrutiva do sono (AOS). Tanto a obesidade, como a AOS estéo
associadas a maior prevaléncia de doencas cardiovasculares e alguns
fatores comuns as duas doencas sao considerados como responsaveis por
esta ligacdo, como 0 aumento no stress oxidativo, do ténus simpatico e da
resisténcia a insulina. Para o tratamento da AOS, o uso do CPAP é a
principal escolha, melhorando a qualidade do sono destes individuos. No
entanto, os efeitos fisiolégicos sobre outras variaveis vém sendo bastante
pesquisados nos ultimos anos. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho
foi verificar o efeito do CPAP sobre o stress oxidativo e niveis de
adiponectina em pacientes obesos portadores de AOS. Foram estudados
pesquisa 29 pacientes, classificados como obesos (IMC = 30kg/m?), do sexo
masculino, com idade entre 25-70 anos, divididos em 3 grupos: a) Grupo I:
10 individuos sem AOS (indice apnéia-hipopnéia-IAH = 5), que néo tiveram
AOS diagnosticada apés a realizacdo da polissonografia; b) Grupo 2: 10
portadores de AOS de moderada a grave (IAH = 20) que nao fizeram o uso
do CPAP, por ndo se adaptarem ao aparelho ou por terem optado pelo
tratamento cirargico, apés o prazo de 2 meses; c¢) Grupo 3: 9 portadores de
AOS de moderada a grave (IAH = 20) que fizeram o uso do CPAP. Foram
pacientes com indicacdo, acesso e adaptacdo (no minimo 4h por noite,
durante dois meses) ao CPAP. O grupo 3 apresentou diferencas
significativas antes e apos o uso do CPAP, nas seguintes variaveis: reducéo
na producédo de superoxido [13,2 (10,3-19,6) vs. 10,5 (5,8-11,8) nmoles Oy
/2x10° PMN] e aumento na sintese de nitritos e nitratos séricos [24,5 (16,7-
33,5) vs. 49,5 (39,3-58,1) nM] e nos niveis plasmaticos de adiponectina [4,4
(4,2-5,6) vs. 5,3 (4,4-6,1) ng/mL]. Também foram verificadas correlagcdes
positivas entre a producdo de superéxido e o indice apnéia-hipopnéia (IAH)
(r=0,726154; p= 0,000431), entre os niveis de nitritos e nitratos séricos e de
adiponectina (r= 0,68809886; p= 0,001127), entre a producdo de superéxido
e 0 HOMA-IR (r= 0,833409; p= 0,000009), entre o entre o IAH e 0o HOMA-IR
(r= 0,8570778; p= 0,000002). Foram observadas correlacbes negativas
entre o indice IAH e os niveis de nitritos e nitratos séricos (r=-0,867078; p=
0,000002), entre a producdo de superoxido e de oxido nitrico (r= -
0,92733221; p= 0,000000), entre a producao de superdxido e os niveis de
adiponectina (r= -0,77373778; p= 0,000102), entre o IAH e 0s niveis de
adiponectina (r= -0,70782095; p= 0,000698) entre a os niveis de nitritos e
nitratos séricos e o HOMA-IR (r= -0,813984; p= 0,000002). De acordo com
os resultados do presente trabalho, podemos concluir que: a) Os individuos
obesos portadores de AOS apresentam aumento na producdo de
superoxido, reducdo nos niveis de nitritos e nitratos séricos e adiponectina, e
resisténcia a insulina; b) As alteracdes na producdo de superoxido, nos
niveis de nitritos e nitratos séricos e de adiponectina e a resisténcia a
insulina presentes na obesidade, sdo agravadas pela apnéia obstrutiva do
sono e ¢) O uso do CPAP é capaz de melhorar as elevacdes na producao de



superoxido, as reducdes nos niveis de nitritos e nitratos séricos e

adiponectina e as alteracbes metabdlicas presentes nos pacientes obesos
portadores de AOS.

Descritores: Apnéia do sono tipo obstrutiva, Obesidade, Stress Oxidativo,
Adiponectina, Homens.



SUMMARY




Lima, A. M. J. CPAP effect on stress oxidative and adiponectin levels in
obese patients with obstructive sleep apnea [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2007. 68 p.

Obesity is viewed as the main factor for the obstructive sleep apnea (OSA)
development. Obesity and the OSA are both associated with the major
cardiovascular illnesses prevalence and certain common factors they are
considered responsible for, such as the stress oxidative increase, the
sympathetic tonus and the resistance to insulin. For the OSA treatment,
CPAP usage is the first choice in enhancing these individuals’ sleeping
quality. Meanwhile, the physiological effects on other variables are being
actively searched for these last years. Thus, the objective of this paper was
to check CPAP effect on oxidative stress and the adiponectin levels in obese
patients with OSA. Twenty nine male patients considered obese (BMI =
30kg/m?) and between the ages of 25-70 were analyzed, then divided into 3
groups: a) Group I: 10 OSA free patients (apnea-hipopnea index (AHI) = 5),
after a polysomnography diagnostic; b) Group 2: 10 with moderate to serious
OSA (AHI = 20) and CPAP free usage for failure to adapt to the machine or,
for having chosen surgical treatment after two months; c) Group 3: 9 with
OSA from moderate to serious (AHI = 20) using CPAP. They were patients
with sign, access and adaptation (in minimum 4 hours/night, during 2
months) to CPAP. Significant differences were observed in group 3, before
and after CPAP usage in the following variables: reduction of superoxide
production [13,2 (10,3-19,6) vs. 10,5 (5,8-11,8) n moles O, /2x10° PMN] and
increase in serum nitrite/nitrates levels [24,5 (16,7-33,5) vs. 49,5 (39,3-58,1)
ng/mL] and the adiponectin plasmatic levels [4,4 (4,2-5,6) vs. 5,3 (4,4-6,1)
ng/mL]. Positive correlations between superoxide production and Apnea-
Hypopnea Index (AHI) (r= 0,726154; p= 0,000431) were verified, as well as
between serum nitrite/nitrates levels and adiponectin levels (r= 0,68809886;
p= 0,001127); superoxide production and HOMA(IR) (r= 0,833409; p=
0,000009); AHI and HOMA(IR) (r= 0,8570778; p= 0,000002). Negative
correlations were observed between AHI and serum nitrite/nitrates levels (r=
-0,867078; p= 0,000002); superoxide and serum nitrite/nitrates levels (r= -
0,92733221; p= 0,000000); superoxide production and adiponectin levels (r=
-0,77373778; p= 0,000102); AHI and adiponectin levels (r= -0,70782095; p=
0,000698); serum nitrite/nitrates levels and HOMA(IR) (r= -0,813984; p=
0,000002). According to our results we can conclude that: a) obese
individuals with OSA have superoxide production, serum nitrite/nitrates levels
and adiponectin reduction, and resistance to insulin; b) alterations in
superoxide production, serum nitrite/nitrates levels, adiponectin and the
resistance to insulin present in obesity, are all worsen by the sleep
obstructive apnea; c) CPAP usage can improve rises in superoxide
production, reductions serum nitrite/nitrates levels and adiponectin, and the
metabolic alterations present in obese patients with OSA.

Descriptors:  Obstructive Sleep Apnea, Obesity, Oxidative Stress,
Adiponectin, Men.
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1.1 Apnéia Obstrutiva do Sono e Obesidade: Consideragfes Gerais

A apnéia obstrutiva do sono (AOS) é uma sindrome caracterizada por
colapsos repetitivos das vias aéreas superiores (VAS) durante o sono, e a
sua classificacdo € baseada no indice apnéia/hipopnéia (IAH), que quantifica
o nlmero total de apnéias e/ou hipopnéias por hora de sono*?. A apnéia é
definida como a interrupcgéo total do fluxo aéreo por um intervalo 3 10s, e a
hipopnéia é a interrupcao parcial (= 50%) do fluxo aéreo. Ambas devem
estar associadas a queda da saturacdo da hemoglobina de, no minimo, 4%
elou ao despertar do paciente®*. De acordo com a classificacéo,
consideramos: a) AOS leve: 5 > |IAH < 15 eventos p/hora; b) AOS moderada:
15 > IAH < 30 eventos p/hora; ¢c) AOS moderada: IAH > 30 eventos
p/hora®®.

A AOS é uma doenca de alta prevaléncia, acometendo, segundo Young
et al. (2002)°, 5% da populacdo ocidental. E mais freqliente em homens
(4%) do que em mulheres (2%), até a menopausa, quando esses numeros
se igualam’. Tanto os individuos idosos quanto os obesos tém uma maior
propensé&o a apresentar a AOS®®.

Apesar da relacdo entre a obesidade e a AOS estar comprovada, a
forma precisa por meio da qual esta ligacdo se estabelece ainda ndo esta
completamente esclarecida. Suspeita-se que fatores como o depédsito de
gordura em torno das VAS e a alteracdo nos mecanismos de controle
ventilatério e das VAS podem estar envolvidos*®**?. Cerca de 40% dos
individuos obesos apresentam AOS, enquanto aproximadamente 70% dos

pacientes com AOS séo obesos. O aumento de um desvio padrdo no IMC
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eleva em quatro vezes o risco de desenvolvimento de apnéia do sono®.
Segundo DeAlberto et al. (1994) **, a obesidade é considerada um fator de
predicdo mais forte para o desenvolvimento de AOS, quando comparada ao

género e a idade.

1.2 Fisiopatologia da Apnéia Obstrutiva do Sono

Os fatores que determinam a fisiopatologia da AOS néo séo totalmente
conhecidos. No entanto, evidéncias tém mostrado que o ponto de partida é a
predisposicdo anatomica de colapso das VAS nos pacientes que
apresentam esse quadro®*®.

Durante o periodo de vigilia, a permeabilidade das VAS é mantida pela
interacdo do controle do tdnus muscular faringeo com os mecanismos de

controle ventilatério da respiracdo’*®

. Sabe-se que, de acordo com a
mecanica respiratdria, na expiracdo desenvolve-se uma maior resisténcia ao
fluxo de ar nas VAS, em razdo da ativacdo dos musculos constrictores da
faringe, enquanto o oposto acontece durante a inspiracdo, quando 0s
musculos dilatadores da faringe sdo recrutados, proporcionando uma maior
facilidade & passagem do ar'®%.

Os mecanismos de controle reflexos das VAS também sofrem
influéncia das fases do sono [sono REM —rapid eyes movements (movimento
rapido dos olhos); sono NREM- non rapid eyes movements (movimento néo-
rapido dos olhos)?*. Em individuos saudaveis, na passagem do estado de

vigilia para o sono NREM, ha uma queda na ventilagéo e reducéo no volume

de reserva expiratorio (VRE), devido a diminui¢do de tdnus diafragmatico e
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da musculatura dilatadora da faringe®. Esta atonia muscular nos apnéicos,
que ja possuem VAS estreitadas e com tendéncia ao colapso, leva ao
colabamento das VAS caracterizando a apnéia®2*,

Ha também comprometimento dos mecanismos de controle reflexos
das VAS na AOS, como as alteragbes na regulacdo realizada pelos
quimiorreceptores centrais e periféricos. Em individuos saudéaveis, durante o
sono, a resposta destes quimiorreceptores esta diminuida, situacdo que leva
a alteracOes discretas na PaO; (reducdes de até 2%) e na PaCO, (aumentos
de 2-6mmHg)®. J& nos portadores de AOS, a reacdo ao estimulo dos
quimiorreceptores periféricos encontra-se aumentada, resultando em uma
resposta ventilatéria exacerbada a hipoxemia, que pode estar associada a
hiperatividade simpética presente na AOS* %’

A hiperatividade simpatica, outro componente envolvido na
fisiopatologia da AOS, tem relag&o direta com as condigbes de co-morbidade
cardiovascular presentes nesta doenca®?°. Observando o comportamento
do sistema nervoso simpatico (SNS) durante as fases do sono, verificamos
que no sono NREM h& uma reducéo entre 10-30% do tdnus simpatico, da
frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial (PA). JA no sono REM,
ocorrem aumentos da modulacao simpéatica cardiovascular, com oscilacées
freqlientes na FC e na PA¥.

Vérios estudos tém demonstrado que muitos portadores de AOS
permanecem com 0s niveis pressoricos elevados mesmo no periodo diurno,
0 que pode ser justificado pela maior sensibilidade destes

31,32

guimiorreceptores Em um estudo realizado por Narkiewicz et al.
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(1998)*, foram observados aumentos na variabilidade da PA e reducdes na
variabilidade da FC (fatores diretamente relacionados com a hiperatividade
simpética) em pacientes com AOS, mesmo sem qualquer manifestacao de
hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca ou outras doencas
cardiovasculares. Contribuem ainda para a hiperatividade simpéatica presente
na AOS as alteracdes nos barorreceptores®®, a liberacdo noturna de
endotelina® e a disfuncéo endotelial®.

O diagrama abaixo (Figura 1) traz um resumo da fisiopatologia da

AQOS:

Estreitamento das vias
aéreas: fatores
genéticos, obesidade,
obstrugdo nasal e = CRF

Y da resisténcia e

colapso das vias
aéreas

Despertar

Dilatagdo ineficaz das vias ~ do controle
aéreas: Fragmentacdo do neural iperventilagdo
sor.no, ativagdo reflexa’e respiratério

estreitamento das vias aéreas

Figura 1. Diagrama esquematico da fisiopatologia da apnéia obstrutiva do sono. Adaptada *°

McNicholas WT, Ryan S. Obstructive sleep apnoea syndrome: translating science to clinical

practice. Respiroloay 2006;11(2):136-44°°.
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1.3 Uso Terapéutico da Presséo Positiva das Vias Aéreas (Continuous
Positive Airway Pressure-CPAP) na Apnéia Obstrutiva do Sono

Os primeiros relatos da utilizacdo do CPAP em pacientes com apnéia do
sono foram feitos por Sullivan et al. (1981)%, utilizando um modelo
improvisado. Atualmente, a aplicacdo noturna do CPAP, administrado por
meio do uso de mascara nasal, é o tratamento conservador mais empregado
no tratamento da AOS (Figura 2). Esses pacientes se beneficiam do CPAP
em razao deste aparelho prevenir um colapso orofaringeo produzido pelo
aumento da pressdo negativa intratoracica na inspiracdo, promovendo
aumento da capacidade residual funcional (por alargamento das vias aéreas)

e reducéo do edema das vias aéreas superiores®.

Figura 2. Uso noturno do CPAP www.apprhs.org/arhs/sleep.html

O aparelho de CPAP produz um fluxo de ar continuo de 20-60 I/min,
utilizando um ventilador ou turbina. O fluxo é fornecido por meio de uma
mascara e proporciona uma pressao constante na inspiracdo e na expiracao,

mantendo as VAS permeaveis (Figura 3c)>*“°.
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Figura 3. (a) Pressdo negativa nas vias aéreas superiores, durante a inspiragdo, em individuos saudaveis,
(b) Pressdo negativa has vias aéreas superiores, durante a inspiracdo, em individuos com apnéia
obstrutiva do sono; (c) Efeito do CPAP nas vias aéreas superiores, durante a inspiragao.
www.somnolab-berlin.de/html/cpap .html

A eficacia do CPAP esta diretamente relacionada com o uso diério e
constante deste aparelho por, no minimo 4,5-5h/noite. A adesdo ao
tratamento pode ser influenciada por varios fatores como: a) a motivacéo,
associada a gravidade da AOS e ao alivio dos sintomas; b) o desconforto
relacionado ao uso da mascara (ressecamento e congestdo nasal e
rinorréia); ¢) o grau de escolaridade e o conhecimento da doenca; d) a
orientacéo sobre o uso adequado do aparelho***?,

A terapia com CPAP € largamente utilizada e sua eficacia ja foi

comprovada por varios estudos, sendo considerada como a principal escolha

no tratamento da AOS**** Muitas investigacdes tém sido realizadas a
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respeito dos efeitos do CPAP em varias situacfes patolégicas associadas
com a AOS, tais como a alteracdo das funcbes neuroenddcrinas*®, a

9,49,50

disfuncdo endotelial*’*®, os niveis de resistina, grelina e leptina e a

hiperatividade simpatica®®.
1.4 Apnéia Obstrutiva do Sono, Resisténcia a Insulina e Stress
Oxidativo

A AOS esta relacionada com uma série de condigbes de morbi-
mortalidade para o sistema cardiovascular, entre elas a resisténcia a
insulina®. A resisténcia a insulina se caracteriza por uma falha biolégica da
resposta do receptor a insulina, prejudicando a captacéo da glicose mediada
por este hormonio®?. A alteracéo da sensibilidade & insulina dos pacientes
com AQOS parece estar relacionada com a hiperatividade simpatica, embora
0 mecanismo néo esteja totalmente esclarecido. O aumento do tonus
simpético é atribuido a alteracdo no eixo hipotalamo-hip6fise em razéo da
perturbacao do ciclo sono-vigilia e/ou da hipoxemia intermitente presente na
AOS>*** Ha um estimulo para a liberacédo de horménios como o cortisol, a
adrenalina e a noradrenalina, entre outros, os quais estdo diretamente
associados ao desenvolvimento da resisténcia & insulina®.

A sensibilidade a insulina também ¢é influenciada pelos niveis de
adiponectina, uma adipocitocina liberada pelo tecido adiposo, cuja
concentracdo no plasma é trés vezes maior do que a da leptina. Ao contrario
de outras adipocitocinas, a adiponectina tem relacéo inversa com a massa

gorda, mostrando correlacdo negativa com a resisténcia a insulina®®. Além
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disso, a adiponectina apresenta propriedades antiinflamatéria® e
antiateroesclerética®,

Outra alteracdo importante presente na AOS € o aumento do stress
oxidativo. As alteracdes repetidas na saturacdo sangilinea, presentes nos
episédios de apnéia/hipopnéia e hipoxia-reoxigenacdo da AOS, sao
similares ao quadro da injdria isquemia-reperfusdo tecidual, promovendo
danos aos vasos sangiineos quando o fluxo é restaurado, em razdo do
aumento da producdo de radicais livres®®®. Estas espécies reativas de
oxigénio interagem com &cidos nucléicos, lipideos e proteinas e ainda
reduzem a producao de Oxido nitrico, causando lesdo endotelial, um fator de
risco fortemente associado as doencas cardiovasculares®. Ha varias
formas de avaliar o stress oxidativo, como a andlise de nitritos e nitratos
séricos, a producdo de superOxido, a mensuracdo de 8-OHDG (8-
hydrixideoxiguanosina), 8-isoprostano, a peroxidacao lipidica, entre outras,
todas validadas cientificamente®.

De acordo com estudos moleculares, celulares, fisiolégicos e clinicos,
a insulina possui efeitos ndo apenas sobre o metabolismo, mas também
sobre o tonus vascular, pois em situacdes fisioldgicas, a insulina promove a
liberacdo de éxido nitrico pelo endotélio, ocasionando vasodilatagdo, maior
fluxo sangliineo e aporte de glicose para o tecido®. Por outro lado, a insulina
provoca a estimulacao para a liberacdo de endotelina-1 (ET-1), um potente
vasoconstrictor®®. Estas duas ac¢8es antagonicas da insulina sdo reguladas
de modo a manter um equilibrio fisiolégico juntamente com sua acao

metabdlica (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos gerais das vias de traducdo do sinal da insulina. O ramo PI3-Kinase da
sinalizagdo da insulina regula a captacéo de glicose de a liberagédo do 6xido nitrico. O ramo MAP-
Kinase da sinalizacdo da insulina regula o crescimento celular e a liberacdo de ET-1 pelo
endotélio. Adaptada. Kim JA, Koh, KK, Quon MJ. The union of vascular and metabolic actions of
insulin in sickness and health. Arterioscle Thromb Vasc Biol 2005;25:889-91%.

Este equilibrio na regulacdo vascular e metabdlica da insulina pode ser
rompido pelo aumento na producdo de radicais livres, que impedem a
translocacdo da GLUT-4 (proteina carreadora de glicose) induzida pela
insulina, prejudicando, assim, a captacdo de glicose pelos tecidos®®®’. O
aumento do stress oxidativo estimula varias cinases serina/treonina e leva a
fosforilacdo da serina da IRS-1, o que interfere na capacidade de ligacao e
ativacao da IP3-kinase. Em consequéncia, ha uma reducdo na ativacdo da
Akt e PKC-z, resultando em diminuicdo da translocacdo da GLUT-4 e do
transporte de glicose®® 970,

Além destes efeitos metabdlicos, 0 aumento na producédo de radicais
livres desencadeia a ativacao de fatores pré-inflamatérios que promovem a

fosforilacdo do IKKb e NF-kB”. A ativacdo do NF-kB e da AP-1 regula a

transcricdo de substancias inflamatérios, como a interleucina-6 (IL-6), a
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interleucina 1- b (IL-1b) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e impede a

liberac&o do 6xido nitrico induzida pela insulina, gerando lesdo endotelial .

INFLAMACAO
) DOENGAS METABOLICAS
SAUDAVEIS | E CARDIOVASCULARES
Tecido Adiposo Tecido Adiposo
Endotélio Masculo Endotélio / Masculo
¥

Citocinas

IRS-1

IRS-1

IRS-l
v

v v v

IP3-kinase IP3-kinase l IP3-kinase l IP3-kinase
v v v v

PDK-1 PDK-1 l PDK-1 l PDK-1

v v v

Akt/PKCz l Akt l Akt/PKCz
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Trapslocacégda eNOS l TrapslocacégAda

l l v l
v v
Y Vasodilatagdo ” Y Captagdo de Glicose Disfung&o Endotelial ” Resisténcia & Insulina

Figura 5. A esquerda, vias de sinalizac&o da insulina P| 3-kinase dependente, no tecido
muscular e vascular, em individuos saudaveis. A direita, inibicio das vias insulino-
dependentes em condi¢cbes patolégicas, que contribuem para a associacdo entre a
resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial. Adaptada, Kim JA, Koh, KK, Quon MJ. The
union of vascular and metabolic actions of insulin in sickness and health. Arterioscle
Thromb Vasc Biol 2005;25:889-91°".

Assim sendo, conforme vimos que a AOS estd intimamente ligada a
obesidade, ao stress oxidativo e a resisténcia a insulina, questionamos de
gue maneira o stress oxidativo e 0s niveis de adiponectina se comportam em
pacientes obesos portadores de AOS, além de investigar se o uso do CPAP
interfere nos niveis dos marcadores de stress oxidativo e de adiponectina

nesses pacientes.
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Determinar o efeito do uso do CPAP sobre os marcadores de
stress oxidativo, niveis adiponectina e resisténcia a insulina em
pacientes obesos portadores de AOS;

Comparar os marcadores de stress oxidativo, 0s niveis de
adiponectina e a resisténcia a insulina em pacientes obesos
portadores de AOS, antes e ap6s o uso do CPAP;

Correlacionar as variaveis analisadas: IAH, marcadores de stress
oxidativo, niveis de adiponectina e resisténcia a insulina em

pacientes obesos portadores de AOS.
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3.1 Amostra e Critérios de Incluséo

Foram inclusos na pesquisa 29 pacientes, classificados como obesos
(IMC 3 30kg/m?), do sexo masculino, divididos em 3 grupos:
a) Grupo I: 10 individuos sem AOS (IAH = 5), que nao tiveram AOS
diagnosticada apds a realizacdo da polissonografia;
b) Grupo 2: 10 portadores de AOS de moderada a grave (IAH = 20), que
nao fizeram o uso do CPAP, por ndo se adaptarem ao aparelho ou por terem
optado pelo tratamento cirdargico, apds o prazo de 2 meses.
c) Grupo 3: 9 portadores de AOS de moderada a grave (IAH = 20), que
fizeram o uso do CPAP. Foram pacientes indicados para o uso do CPAP,
gue passaram por um periodo de adaptacdo do aparelho, ao qual tiveram

acesso, ho minimo, 4 horas por noite, durante dois meses.

Os individuos que concordaram em participar da pesquisa assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, de acordo com a resolucdo CNS
196/96 do Ministério da Saude e aprovado pelo comité de ética em pesquisa

do HC/FMUSP.

3.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidos da pesquisa 0s pacientes portadores de diabetes
tipo | ou Il, em processo inflamatdério agudo ou crénico, portadores de apnéia
do sono central ou respiracdo de Cheyne-Stokes, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, asma, disfuncdes da tiredide, e aqueles que estavam

utilizando outra forma de tratamento para AOS (p. ex. perda de peso ou
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tonsilectomia) ou fazendo uso de corticoesteroides e b-agonistas ou

bloqueadores.

3.3 Medidas Antropomeétricas

Foram mensurados no inicio e apés 2 meses, nos pacientes dos 3
grupos experimentais, o peso (kg) e a altura (m) utilizando-se uma balanca
antropométrica e o indice de massa corpérea (IMC) (kg/m?). Para medida
do peso e altura, o paciente foi orientado a tirar os sapatos, usar roupas
leves, permanecer em posicao ortostatica e com o mento paralelo ao plano
horizontal. Para mensurar o IMC foi divido o valor do peso (kg) pelo da

altura® (m).

3.4 Polissonografia

Os 3 grupos experimentais foram submetidos a polissonografia de
noite inteira. Para realizacdo deste exame, foi utilizado um sistema de
polissonografia computadorizada (Healthdyne Technologies, Respironics,
Alice 3®) do Laboratério do Sono da Clinica Neuroldgica Luis Ataide. Os
parametros mensurados foram eletrocardiograma (ECG), pressao arterial
(PA), movimentos toracicos e abdominais (pletismografia), saturacéo
periférica de oxigénio (SpO,) (oximetria de pulso), fluxo aéreo nasal/bucal
(termistores), posicdo corporal e ronco (microfone). Foram calculados ainda
0 numero de apnéias, hipopnéias, o IAH e as quedas na SpO,, conforme

descrito anteriormente.
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3.5Uso do CPAP

Apés a polissonografia diagnéstica, foi realizada outra polissonografia
com os pacientes portadores de AOS a fim de titular (quantificar) a presséo
do CPAP (Somnotron 41®, Weinmann). Para cada paciente, foi administrada
a pressdo minima suficiente para eliminar as apnéias, hipopnéias e roncos
em todas as posi¢cOes corporais e em todas as fases de sono. Inicialmente,
foi imposta uma pressédo de 0.4 kPa (4 mbars) e, apés cada 5 minutos (no
minimo) depois a ocorréncia dos eventos restritivos, esta pressao foi
aumentada em 0.1 kPa (1 mbar). Se estes eventos cessassem nos 30 min
seguinte, a pressao era reduzida em 0.1 kPa (1 mbar), a cada 10 min, até
que o0s eventos obstrutivos se manifestassem novamente e todo o

procedimento fosse repetido’®.

3.6 Determinacdo dos Parametros Bioquimicos

A glicose plasmatica foi mensurada por meio do método de glicose
desidrogenase apoés precipitacdo das proteinas por acido tricloroacético.
Para medir os niveis de insulina em jejum, foi utilizado o método de
radioimunoensaio. As fracdes de LDL e HDL foram separadas do soro pela
combinacao das técnicas de ultracentrifugacédo e precipitacdo. Os contetudos
de colesterol das fracdes de lipoproteinas e os triglicerideos séricos foram

determinados enzimaticamente.



MATERIAL E METODOS 18

3.7 Resisténcia a Insulina
Para avaliar a resisténcia a insulina, foi utilizado o HOMA-IR, obtido a

partir da seguinte férmula’™ "*:

HOMA-IR= Insulinemia de Jejum (pU/ml) x Glicemia de jejum (mmol/l)/

22,5
O HOMA-IR apresenta uma boa correlacdo com as mensuracdes da

resisténcia a insulina obtidas através do clamp euglicémico’ ®.

3.8 Dosagem para Adiponectina

Para dosagem da adiponectina, as amostras de sangue foram
coletadas entre 7:00-8:00 e armazenadas a -80° C, para posterior analise.
Os niveis para adiponectina plasmatica foram dosados no inicio do estudo e
apos dois meses, utilizando-se o KIT ELISA de Adiponectina Humana (Linco
Research, Inc., St. Charles, MO), com variagao intra-ensaio de 3,2% e inter-

ensaio de 3,8%. A sensibilidade foi de 0,5 ng/mL.

3.9 Dosagem para Superéxido

3.9.1 Obtencéo de Mondcitos a Partir do Sangue Periférico

Os mondcitos foram obtidos a partir da coleta de sangue venoso, com
EDTA, entre 7:00-8:00. O sangue obtido foi diluido na proporgéo de 1:2 em
meio de cultura RPMI 1640, estéril, a temperatura ambiente de 22 °C a 25
°C (15 ml de sangue + 15 ml de RPMI 1640). Aos 30 ml da suspensé&o foram
adicionados 15 ml de Histopaque (1077 — SIGMA) e todo o conteudo foi

centrifugado por 30 minutos a 1400 rpm (2° a 8°C).
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Logo apds, o plasma foi aspirado e entdo se coletou a camada
formada pelas células (PBMC), que foi transferida para outro tubo de ensaio.
Foram adicionados 15 ml de RPMI 1640 e centrifugados por 10 minutos nas
mesmas condi¢cdes anteriores. O sobrenadante foi aspirado e desprezado.
Posteriormente foram realizadas duas novas lavagens com RPMI 1640,
centrifugando-se 5 minutos a cada lavagem. Mais uma vez o sobrenadante
foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 2 ml do meio de cultura
RPMI 1640 completo, contendo 3% de soro fetal bovino e antibiéticos
(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100ug/ml). Dessa suspensao, foi feita
a contagem em Camara de Neubauer, acrescendo-se uma aliquota da
suspensao de células e o corante azul tripan na diluicdo 1:10. Esse corante
€ usado para fazer a contagem das células e avaliar a sua viabilidade. A
concentracdo celular foi ajustada para 2 x 10° células em 2 ml do meio. As
células foram colocadas em placas do tipo Falcon, com 6 pocos de 35
milimetros de didmetro cada, em cada um dos quais foram dispensados os 2
ml da suspensdo (2 x 10° células por 2 ml de meio de cultura RPMI 1640
completo). Apos esse tempo, os pocos foram lavados com meio de cultura
RPMI 1640 para retirada das células ndo aderentes. O material permaneceu
por mais 1 hora na incubadora em atmosfera imida, temperatura de 37 °C e

5% de CO.,.

3.9.2 Producéo do Anion Superoxido
Esse anion pode ser detectado a partir da sua capacidade em reduzir

quimicamente um composto aceptor de elétrons. Utilizou-se, para sua
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captacdo, o ferricitocromo C (30 mg/ml em HBSS, 2,4 x 10° M,
Ferricitocromo C de mitocondria de eqtino, tipo Ill, da Sigma Chemical
Company, de St. Louis, MO, Estados Unidos). Foi necessaria, ainda, a
utilizacdo de uma enzima, a superéxido dismutase (enzima superdxido
dismutase de eritrécitos bovinos — SOD, Sigma Chemical Company®),
contendo 3.000 u/mg de proteina em solucdo final de 3 mg/ml em &agua
destilada.

Para a avaliacdo da producdo de superoxido formado, foram
preparados 2 sistemas de analise descontinua, com uma primeira avaliacao
logo apds o inicio da estimulag&o das células com acetato miristato de forbol
(PMA, da Sigma Chemical Company) e uma segunda avaliacdo apés 2
horas.

Para o preparo desses sistemas, foram usados mondcitos em cultura,
adicionando-se SOD ao primeiro sistema (controle negativo) e, ao segundo,
agua destilada (controle positivo). Os sistemas foram mantidos em
incubadora com atmosfera imida a 5% de CO; a 37 °C por 10 minutos para
ativacdo da SOD. Ao meio de cultura foi acrescido citocromo C e PMA (o
PMA foi preparado em solucdo concentrada de 3000 pg/ml em dimetil-
sulféxido de sédio (DMSO, SIGMA), diluido para uma concentracdo de
2ug/ml em 2.145 ml de solucéo salina balanceada de Hanks (HBSS GIBCO)
e colocado nos pocos da placa de cultura.

No segundo sistema, contendo agua destilada, também foi adicionado
citocromo C e PMA. Em seguida amostras de 600 pl foram retiradas

concomitantemente de cada sistema e postas em tubos Eppendorf. A
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primeira aliquota recolhida foi relativa ao tempo zero de cada sistema e a
amostra subsequente foi coletada em intervalo de tempo de 2 horas nas

mesmas condic¢des.

3.9.3 Determinacado Espectrofotométrica

Ao término da dUltima coleta, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, em microcentrifuga
(25.000g - rotor Ra-1M Kubota).

O sobrenadante foi levado para determinacédo do grau de reducéo de
ferrocitocromo C (proporcional a producédo do radical superoxido), usando-se
cubeta de 1 ml de quartzo e espectofotbmetro com comprimento de onda
ajustado para a faixa do vermelho (550 nm).

Os resultados finais foram expressos apdés o agrupamento dos
respectivos pontos para cada tempo de coleta de cada paciente. O célculo
final foi dado pela férmula:

Célculo [02]=K x DO x V.

Onde:

K: constante calculada para o volume final em cada poco

DO: densidade ética; e

V: volume da amostra

No presente estudo, a constante K, calculada para o volume final em

cada poco, foi de 205,49.
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3.10 Producéo de Oxido Nitrico (NO) em monécitos cultivados e
tratados com lipopolissacarideo de E. coli (LPS)

Em cada grupo a concentracéo foi ajustada para 1 X 10° células em 1
ml de meio de cultura nos pocos da placa. Em seguida, as células foram
tratadas na dose de 10 pg/mL de LPS por 24 horas. A avaliacéo da liberacao
de NO foi realizada utilizando-se o método de GRIESS. Este método
quantifica indiretamente a producédo de NO pela determinacdo de nitritos e
nitratos acumulados no sobrenadante das células, ap0s o tratamento. As
amostras e o padrao (NaNO, 1mM - 251-4 Sigma Chemical, St. Louis, MO;
USA) foram colocados em placa de vinil nas concentracdes determinadas
(1,56?uM a 50 uM), diluidas em RPMI 1640 (50ul por poco). Logo apés,
foram adicionados 50@l do reagente de GRIESS (1g de sulfanilamide, Sigma
9251; 0,1g de N-(Naphthyl)Ethylenediamine Dihydrochloride — Sigma 5889;
2,5 ml de acido fosférico PA e agua destilada gsp 100ml). A placa foi
incubada por 10 minutos ao abrigo da luz. Realizou-se a leitura a 540 nm em
leitor de ELISA (Dynatech MR 5000). O limiar de sensibilidade do teste foi de

1,56 AM.

3.11 Analise Estatistica

Para verificacdo das diferencas inter e intra-grupos realizaram-se 0s
testes de Wilcoxon e Mann-Whitney. Para o0 estabelecimento das
correlagdes utilizou-se o coeficiente de Spearman. Os resultados foram
apresentados como mediana e valores de maximo e minimo. O valor de

p<0,05 foi considerado como nivel de significancia estatistica.



4- RESULTADOS




RESULTADOS

24

Tabela 1. Caracteristicas dos trés grupos experimentais

Obesos sem
AOS
(Grupo 1)
n=10

Obesos com AOS Obesos com AOS

sem CPAP
(Grupo 2)
n=10

com CPAP
(Grupo 3)
n=9

Idade (anos)

IMC (kg/m?)

IAH (eventos/h)

Saturacao
Minima de O,
(%)

FC (bpm)

63,5 (28,0-71,0)

32,7 (30,5-37,8)

3,7 (3,1-3,9)

88,0 (74,0-92,0)

94,0 (80,0-98,0)

61,0 (34,0-68,0)

32,8 (30,4-44,0)

29,0 (16,7-57,2)*

67,0 (42,0-85,0)*

102,0 (90,0-109,0)*

58,7 (33,0-68,0)

33,8 (30,3-41,7)

31,5 (17,9-43,8)*

73,0 (56,0-83,0)*

100,0 (89,0-
112,0)*

IMC- indice de massa corporea; IAH- indice apnéia-hipopnéia; FC- Frequéncia Cardiaca
* p< 0,05, diferenca significativa em relacéo ao grupo 1.

A tabela 1 mostra as caracteristicas gerais basais dos trés grupos

analisados. Nado houve diferencas significativas entre os grupos quanto a
idade e ao indice de massa corporea, 0 que reiterou a homogeneidade da
amostra.

O indice apnéia-hipopnéia e a saturacdo minima de oxigénio foram
similares para os grupos 2 e 3. JA ao serem comparados ao grupo 1, os
grupos 2 e 3 mostraram indice apnéia-hipopnéia e saturacdo minima de

oxigénio mais elevados.
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Tabela 2. Perfil metabdlico e lipidico dos individuos obesos com e sem AOS, antes e dois meses apds o uso do CPAP

Obesos sem AOS
(Grupo 1)

n=10

Obesos com AOS sem CPAP
(Grupo 2)
n=10

Obesos com AOS com CPAP
(Grupo 3)

n=9

IMC (kg/m?)
Glicose (mg/dl)
Insulina (mMJ/ml)

HOMA-IR
Triglicerideos

(mg/dl)

Colesterol Total
(mg/dl)

LDL Colesterol
(mg/dl)

HDL Colesterol
(mg/dl)

Antes

32,7 (30,5-37,8)

98,5 (88,0-118,0)

12,6 (9,9-17,5)

3,2 (2,5-4,0)

128,3 (117,8-155,2)

155,5 (141,8-178,9)

124,4 (109,2-144,3)

37,0 (31,2-43,7)

2 Meses Ap0s

33,0 (30,9-38,2)

105,0 (86,0-120,0)

12,0 (10,2-18,0)

3,3 (2,1-4,1)

126,8 (106,0-143,6)

160,5 (139,8-170,1)

125,6 (106,6-147,0)

37,5 (32,3-44,2)

Antes

32,8 (30,4-44,0)

108,5 (92,0-119,0)

19,0 (8,5-24,7)t

5,6 (2,7-7,2)t

152,5 (135,6-185,8)t

176,5 (167,4-192,0)t

143,4 (126,0-169,0)t

36,0 (29,0-45,0)

2 Meses ApOs

34,7 (30,8-44,3)

110,0 (90,0-120,0)

20,4 (10,0-25,1)t

5,4 (2,5-7,3)t

147,4 (129,6-182,4)t

169,5 (161,0-181,7)t

142,7 (122,3-175,5)t

36,5 (31,7-44,5)

Antes

33,8 (30,3-41,7)

110,0 (98,0-119,0)

17,5(10,5-29,6)t

4,9 (2,8-7,1)t

162,1 (139,2-188,6)t

179,0 (151,0-195,3)t

149,5 (123,1-171,6)t

35,0 (28,0-42,0)

2 Meses Ap0s

34,2 (31,7-39,3)

109,0 (94,0-116,0)

11,8 (6,3-24,1)*

3,2 (1,6-6,2)*

153,4 (131,3-189,6)t

158,0 (141,2-184,0) *

128,8 (115,6-144,3)*

36,0 (27,0-43,0)

* p< 0,05, diferencga significativa antes e apds 2 meses. Tp< 0,05, diferenga significativa em relagdo ao Grupo 1
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Tabela 3. Producao de superdéxido, niveis de nitritos e nitratos séricos e adiponectina dos individuos obesos com e sem AOS,

antes e dois Meses ap06s o Uso do CPAP

Obesos sem AOS Obesos com AOS sem CPAP Obesos com AOS com CPAP
(Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)
n=10 n=10 n=9
Antes 2 Meses Ap0s Antes 2 Meses Apos Antes 2 Meses Ap0s
Producao de
Superéxido 9,5 (6,5-11,0) 9,0 (6,2-12,4) 15,5 (10,3-22)t 16,1 (9,8-21,7)1 13,2 (10,3-19,6)t 10,5 (5,8-11,8)*
(nmol O /2x10°
células)
Nitritos e Nitratos
Séricos (M) 52,8 (39,1-62,3) 52,2 (37,4-62,8) 29,2 (18,5-43,8)t 29,7 (20,1-45,2)t 24,5 (16,7,0-33,5)t 49,5 (39,3-58,1)*
Adiponectina 5,7 (4,7-5,9) 5,6 (4,5-6,0) 4,4 (4,1-5,3)1 4,7 (4,1-5,6)1 4,4 (4,2-5,6)1 5,3 (4,4-6,1)*
(mg/mL)

* p< 0,05, diferencga significativa antes e apds 2 meses. Tp< 0,05, diferenca significativa em relagdo ao Grupo 1



RESULTADOS 27

Na Tabela 2, ndo verificamos diferenca significativa nos valores
basais do indice de massa corpdrea, na glicemia e nos niveis de HDL
colesterol entre os grupos estudados. Da mesma forma, ndo foram
verificadas alteracbes quando analisamos esses mesmos parametros antes
e apos 2 meses.

Ja nos parametros a seguir (Tabelas 2 e 3), os valores basais dos
Grupos 2 e 3 foram iguais entre si e superiores aos do Grupo 1: insulinemia,
HOMA-IR, triglicerideos, colesterol total, LDL colesterol e producdo de
superoxido, enquanto na producdo de nitritos e nitratos séricos e
adiponectina, os valores dos Grupos 2 e 3, apesar de terem sido similares
entre si, foram inferiores aos do Grupo 1.

Nas tabelas 2 e 3, também foram identificadas diferencas
significativas no Grupo 3, antes e apds 2 meses do uso do CPAP, nas
variaveis  insulinemia, HOMA-IR, triglicerideos, colesterol total, LDL
colesterol, producdo de superdxido, producdo de nitritos e nitratos séricos e
adiponectina. Verificamos ainda que, no Grupo 3, ap6s o uso do CPAP, os
valores de insulinemia, HOMA-IR, LDL Colesterol, producdo de superéxido,
niveis de nitritos e nitratos e de adiponectina foram similares aos do Grupo
1.

As representacfes graficas das variacfes na producédo de superoxido,
nos niveis de nitrito e nitrato séricos e de adiponectina dos 3 grupos
experimentais, antes e apds 2 meses, estdo demonstradas nas figuras 6, 7,

e 8, a seguir.
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Figura 6. Producao de superéxido em individuos obesos sem AOS (Grupo 1), obesos com
AOS sem CPAP (Grupo 2) e obesos com AOS com CPAP (Grupo 3), antes (pré) e apoés 2
meses (pos)

Na figura 6, verificamos a producdo de superdxido nos 3 grupos
experimentais e observamos diferenca significativa no Grupo 3, antes e apés
2 meses do uso do CPAP [13,2 (10,3-19,6 vs. 10,5 (5,8-11,8) nmol Oy /

2x10° células).
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Figura 7. Niveis de nitritos e nitratos séricos em individuos obesos sem AOS (Grupo 1),

obesos com AOS sem CPAP (Grupo 2) e obesos com AOS com CPAP (Grupo 3), antes

(pré) e apOs 2 meses (pos).

Na figura 7, verificamos os niveis de nitritos e nitratos nos 3 grupos

experimentais e observamos niveis menores no Grupo 3, a0 compararmos

os resultados de antes e apés dois meses do uso do CPAP [24,5 (16,7-33,6)

vs. 49,1 (39,4-58,1) nM].
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Figura 8. Niveis de adiponectina em individuos obesos sem AOS (Grupo 1), obesos com
AOS sem CPAP (Grupo 2) e obesos com AOS com CPAP (Grupo 3), antes (pré) e apés 2
meses (pos).

Na figura 8, verificamos que o Grupo 3 mostrou aumento significativo
nos niveis de adiponectina, ao serem comparados os valores de antes e

apos dois meses do uso do CPAP [4,4 (4,2-5,6) vs. 5,3 (4,4-6,1)ng/mL].
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4.1 Correlagdo entre o indice Apnéia-Hipopnéia e a Producéo de
Superdxido em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva do

Sono.
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Figura 9. Correlacao entre o indice apnéia-hipopnéia (IAH) e a producdo de superoxido em
individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, niveis basais)

r=0,726154; p= 0,000431

Ao avaliarmos a relacdo entre o IAH e a producéo de superéxido dos
pacientes obesos com AOS (Figura 9), verificamos a existéncia de uma
correlacdo positiva entre as variaveis, o que mostra que, quanto maiores 0s

valores do IAH, mais elevada é a producao de superéxido.
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4.2 Correlacdo entre o indice Apnéia-Hipopnéia e os Niveis de
Nitritos e Nitratos Séricos em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia

Obstrutiva do Sono.
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Figura 10. Correlacdo entre o indice apnéia-hipopnéia (IAH) e os niveis de nitritos e
nitratos séricos (NOx) em individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis
basais)

r=-0.867078: p=0.000002

Na figura 10, estd demonstrada a relac@o entre o IAH e a 0s niveis de
nitritos e nitratos séricos dos pacientes obesos com AOS, na qual ha uma
correlacdo positiva entre as variaveis analisadas, o que demonstra que,
quanto maiores os valores de IAH, menores sao 0s niveis dos nitritos e

nitratos séricos.
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4.3 Correlacdo entre a Producdo de Superdxido e os Niveis de
Nitrito e Nitratos Séricos em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia

Obstrutiva do Sono.
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Figura 11. Correlagdo entre a producdo de superoxido e nitritos e nitratos séricos em
individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis basais)

=-0,92733221; p=0,000000

Na figura 11, estd demonstrada a relacdo entre os niveis de nitritos e
nitratos séricos e a producdo de superoxido em pacientes obesos com AOS
(niveis basais), na qual ha uma correlacdo negativa entre as variaveis
analisadas, o que mostra que, quanto maiores os valores de superoéxido,

menor é a producédo de nitritos e nitratos séricos.
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4.4 Correlacdo entre a Producdo de Superdxido e os Niveis de
Adiponectina em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva

do Sono.
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Figura 12. Correlacdo entre a producdo de superoxido e os niveis de adiponectina em
individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis basais)

r=-0,77373778; p=0,000102

Na figura 12, fica demonstrada a relacdo entre producdo de
superoxido e os niveis de adiponectina em pacientes obesos com AOS
(niveis basais), na qual ha uma correlacdo negativa entre as variaveis
analisadas, o que salienta que, quanto maiores os valores de superoéxido,

menores sao 0s niveis de adiponectina.
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4.5 Correlacédo entre os Niveis de Nitritos e Nitratos Séricos e 0s
Niveis de Adiponectina em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia

Obstrutiva do Sono.
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w
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Figura 13. Correlagdo entre os niveis de nitritos e nitratos séricos e o0s niveis de

adiponectina em individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis basais)

r=0,68809886; p= 0,001127

Na figura 13, esta evidenciada a relacdo entre os niveis de nitritos e
nitratos séricos e os niveis de adiponectina em pacientes obesos com AOS
(niveis basais), na qual ha uma correlacdo positiva entre as variaveis
analisadas, o que indica que, quanto maiores os valores de nitritos e nitratos

séricos, mais elevados sao os niveis de adiponectina.
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4.6 Correlagcdo entre o indice Apnéia-Hipopnéia e os Niveis de
Adiponectina em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva

do Sono.
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Figura 14. Correlagdo entre o indice apnéia-hipopnéia e os niveis de adiponectina em
individuos obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis basais)

r=-0,70782095; p= 0,000698

Na figura 14, revela-se a relacéo entre o indice apnéia-hipopnéia e os
niveis de adiponectina em pacientes obesos com AOS (niveis basais), na
qual ha uma correlacdo negativa entre as variaveis analisadas, o que prova
qgue, quanto maiores eram os valores do IAH, mais reduzidos sdo os niveis

de adiponectina.
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4.7 Correlacéo entre o indice Apnéia-Hipopnéia e o HOMA-IR em

Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva do Sono.
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Figura 15. Correlacdo entre o indice apnéia-hipopnéia (IAH) e o HOMA-IR em individuos
obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, em niveis basais).

r=0,8570778; p= 0,000002

Ao analisarmos a relacdo entre o IAH e o0 HOMA-IR (Figura 15) nos
individuos obesos com AOS, verificamos que, quanto mais elevados o0s
valores do IAH, maiores eram os niveis de HOMA-IR, 0 que constitui uma

correlacéo positiva entre os parametros avaliados.
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4.8 Correlacédo entre a Producao de Superéxido e o HOMA-IR em

Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva do Sono.
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Figura 16. Correlagao entre a producao de superoxido e 0 HOMA-IR em individuos obesos
portadores de AOS (Grupos 2 e 3, niveis basais).

r=0,833409; p= 0,000009

Na figura 16, esta demonstrada a relacdo entre o HOMA-IR e a
producdo de superéxido dos individuos obesos com AOS, na qual ha uma
correlacdo significativa entre as variaveis analisadas, o que indica que,
guanto maiores os valores de HOMA-IR, mais elevada € a producédo de

superoéxido.
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4.9 Correlagéo entre os Niveis de Nitritos e Nitratos Séricos e o
HOMA-IR em Pacientes Obesos Portadores de Apnéia Obstrutiva do

Sono.
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Figura 17. Correlac@o entre 0 HOMA-IR e a producéo de nitritos e nitratos em individuos

obesos portadores de AOS (Grupos 2 e 3, niveis basais).

r=-0,813984; p= 0,000002

Ao avaliarmos a relacdo entre 0 HOMA-IR e os niveis de nitritos e
nitratos séricos dos pacientes com AOS (Figura 17), verificamos a existéncia
de uma correlacdo negativa entre as variaveis, 0 que assinala que, quanto
maiores os valores do HOMA-IR, mais reduzidos sé@o os niveis de nitritos e

nitratos séricos.
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A AOS esta relacionada a ocorréncia de doencas cardiovasculares e
a patogénese das condicbes morbidas como hipertensao arterial sistémica,
resisténcia a insulina e dislipidemia. Acredita-se que o0s principais
responsaveis pelas disfuncées metabdlicas e cardiovasculares induzidas
pela AOS sejam a hipoxemia intermitente e o aumento do ténus simpatico. A
obesidade também estd associada com o0 aumento da prevaléncia de
doencas cardiovasculares, considerando-se, ainda, que individuos obesos
apresentam uma maior predisposicéo para o desenvolvimento de AOS.

A producao de ON reproduz o relaxamento vascular dependente do
endotélio’” "®. Como o tempo de meia vida dos nitritos e nitratos (derivados
do ON) é de 4-7 horas, a mensuracao desses elementos logo ap6s o
despertar reflete a producdo de ON durante a noite”, periodo no qual os
pacientes apnéicos apresentam 0s episddios recorrentes de
hipoxia/reoxigenacao.

Corroborando os nossos resultados dos efeitos do CPAP sobre os
niveis de nitritos e nitratos séricos, Schulz et al.(2000)*%, ao estudarem a
producdo de nitritos e nitratos séricos em 3 grupos: individuos saudaveis,
portadores de AOS e portadores de outras doencas, verificaram que 0s
pacientes com AOS demonstraram niveis reduzidos de ON, quando
comparados aos pacientes dos outros 2 grupos. Também foi observado,
neste mesmo estudo, que o uso do CPAP tanto a curto (2 dias), quanto a
longo prazo (5,5 meses), promovia elevacdo nos niveis de ON. Esses dados
mostram o efeito direto da reducdo e/ou eliminacdo dos episédios de

hipoxia/reoxigenacao pelo CPAP sobre a producédo de ON.
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Outro estudo, realizado por Ip et al.(2000)*’ em individuos saudaveis
e portadores de AQOS, também verificou niveis inferiores de ON nos
individuos com AOS, quando comparados ao grupo controle. Apds 3 meses
do uso do CPAP, houve aumento significativo da sintese de ON nos
pacientes portadores de AOS.

Um novo e importante achado do nosso estudo é que o equilibrio
antioxidante/oxidante na AOS é perturbado, independente da presenca da
obesidade, jA que os pacientes obesos portadores de AOS apresentaram
niveis de nitritos e nitratos séricos inferiores e de SO superiores aqueles
encontrados nos individuos obesos sem AOS.

Ja é comprovado que a obesidade é um fator que aumenta o stress
oxidativo. No trabalho publicado por Furukawa et al.(2004)", foi relatado que
0 stress oxidativo em individuos obesos é responsavel pelo estabelecimento
da sindrome metabdlica por meio dos seguintes mecanismos: a) 0 aumento
na producdo de radicais livres, leva a um desequilibrio na producdo das
adipocitocinas e b) o aumento seletivo das espécies reativas de oxigénio nas
regibes onde ha acumulo de gordura, leva a elevacdo do stress oxidativo
sistémico.

Em nosso estudo, a producdo de ON em individuos obesos com AOS
mostrou correlagcdo negativa com o I1AH, reforcando o papel dos eventos de
hip6xia/reoxigenagdo sobre o stress oxidativo. Observamos também que,
quanto maior a gravidade da AOS, caracterizada por valores elevados de

IAH, menor era a producao de ON.
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Ip et al.(2000)*” mostraram uma correlacdo negativa entre o IAH e a
producdo de ON nos individuos com AOS, relacdo que permaneceu, mesmo
apos terem sido feitos ajustes em relacdo ao IMC, o que confirma que a
AOS produz alteracbes na sintese de O6xido nitrico, independente da
obesidade.

A reducdo na producdo de ON observada na AOS também é
acompanhada de um prejuizo a funcdo vascular, restabelecida apés o uso
do CPAP, como foi relatado por Imadojemu et al.(2002)%°. Eles
demonstraram que a hiperemia reativa decorrente de oclusédo do fluxo
arterial do antebraco estava atenuada e foi incrementada apés o uso do
CPAP, apo6s o periodo de 2 semanas a 24 meses.

No nosso estudo, observamos niveis aumentados de SO nos
individuos obesos portadores de apnéia. Esses pacientes, apdés o uso do
CPAP, tiveram a producdo de SO reduzida a niveis similares aos dos
individuos obesos sem AOS. Segundo Khalid et al.(1993)%, o aumento da
sintese de SO na AOS apresenta correlacdo com a reducdo nos niveis de
ON e com possiveis alteragbes na homeostase do tbnus vasomotor com
consequente lesédo endotelial, sendo influenciado pelos seguintes elementos:
a) a hipoxemia intermitente que funciona como ativadora dos neutréfilos
polimorfonucleares, que aderem ao endotélio e liberam as espécies reativas
de oxigénio, induzindo a um aumento na producéo de radicais livres. Esta
resposta depende do grau e da duracdo da hipdxia; b) a hiperatividade
simpética presente na AOS, que promove elevacdo nos niveis das

catecolaminas plasmaticas, levando a um processo de auto-oxidacdo, o que
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eleva a sintese das espécies reativas de oxigénio®’; c) a fragmentacdo do
sono, com privacdo do sono REM®. No estudo realizado por Carpagnano et
al.(2003)%, foi verificada uma correlacdo negativa entre o tempo de sono
REM na duracéo total do sono e a producdo de 8-isoprostano, um marcador
de stress oxidativo; d) o processo inflamatoério da VAS e a congestdo nasal,
associados a elevacao de fatores inflamatérios como a IL-6 e 0 TNF-a,
elementos associados com o aumento do stress oxidativo.

Sobre a relagédo entre a producdo de ON, SO e a adiponectina,
sugerimos que o aumento nos niveis de adiponectina seja um dos
responsaveis pela reducdo do stress oxidativo. Magalang et al.(2006)%
relataram que o tratamento de neutréfilos humanos com adiponectina inibia
a liberacdo de SO por estas células, possivelmente devido a regulacdo da
NADPH oxidase.

Alguns estudos foram realizados a fim de mensurar os niveis de
adiponectina em pacientes portadores de AOS. No trabalho realizado por
Makino et al.(2006)%, foram observados niveis menores de adiponectina nos
pacientes com AOS em relacdo aos controles saudaveis, mas a gravidade
da AOS nédo interferia nos niveis de adiponectina. J& Wolk et al. (2005)%’
encontraram niveis maiores de adiponectina nos individuos com AOS
quando comparados aos individuos saudaveis, e atribuiram esse achado a
uma possivel acdo da adiponectina na tentativa de proteger o sistema
cardiovascular desses pacientes.

O nosso estudo foi o primeiro a mensurar os niveis de adiponectina

em pacientes obesos portadores de AOS e tratados com CPAP. Em 2004,
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Zhang et al.® verificaram que os individuos obesos portadores de apnéia
apresentavam niveis inferiores de adiponectina, independente do grau de
obesidade. Masserini et al. (2006)%° também verificaram niveis inferiores de
adiponectina em individuos obesos com CPAP, quando comparados a
controles saudéaveis, mas nao relataram alteracdes significativas nos niveis
de adiponectina dos obesos com AOS apds o uso do CPAP durante uma
noite.

Muitos estudos tém sido realizados correlacionando os disturbios do
sono com a resisténcia a insulina, no entanto os resultados dos efeitos do
CPAP sobre esta variavel sdo controversos. Ip et al.(2002)>® estudaram a
resisténcia a insulina em pacientes com AOS leve, moderada e grave,
comparando-os com individuos saudaveis. Eles observaram que a
resisténcia a insulina era um fator de risco para hipertensdo e poderia
potencializar a aterogénese nesses pacientes.

No entanto, no trabalho realizado por West et al.(2006)®, no qual eles
analisaram o efeito do CPAP sobre a glicemia, a resisténcia a insulina, a
hemoglobina glicada e a adiponectina, em individuos diabéticos portadores
de AOS, ndo foram encontradas diferencas significativas nas variaveis
analisadas apés o uso do CPAP por 3 meses (horas de uso por noite:
3,61+2,8 h).

A quantidade de horas de uso do CPAP pode ser um fator
determinante nos resultados obtidos. Em nosso estudo, o tempo de
utilizagdo do aparelho por noite foi de 5,3+1,7 h. Os estudos sobre o tempo

de utilizacdo minimo do CPAP por noite sdo poucos™. Segundo Campos-
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Rodriguez et al.(2005)%, o uso do CPAP por, no minimo, 1h por noite é
eficaz para reduzir os indices de mortalidade. J& na melhora das variaveis
clinicas, quanto mais tempo o CPAP for utilizado por noite, maiores serao os
beneficios.

Nossos resultados também foram similares aos de Harsh et al.
(2003)*, que relataram beneficios ap6s o uso do CPAP a curto (2 dias) e a
longo prazo (3 meses), em pacientes com AOS moderada-grave. A melhora
na resisténcia a insulina obtida pelo uso do CPAP a curto prazo (2 dias) foi
justificada pela reducéo da atividade simpatica e, apés 3 meses (logo prazo),
a melhora foi atribuida a alteracéo na distribuicdo da gordura visceral.

Quanto a relacdo entre a resisténcia a insulina e a AOS, verificamos
uma correlacdo significativa entre o IAH e 0 HOMA-IR. Punjabi et al.(2004)%
verificaram que a gravidade da AOS esta relacionada com o HOMA-IR.
Estudos como os realizados por Larsen et al. (1997)°® em grandes altitudes
e Braun et al. (2001)*® em camara hipobarica reforcam o papel da hipéxia no
estabelecimento da resisténcia a insulina. Eles relataram que a hipdxia reduz
em 50% a sensibilidade a insulina. Além disso, existe o aumento da
producdo de mediadores inflamatérios com a IL-6, o TNF-a, o fator-1 hipoxia
induzido (HIF-1) e NFkB, o que contribui para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina.

Outro fator que influencia o estabelecimento da resisténcia a insulina
na AOS é a hiperatividade simpatica. No nosso estudo, os individuos obesos
portadores de AOS apresentaram niveis superiores de FC ao serem

comparados ao grupo de obesos sem AOS, o que pode caracterizar um
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aumento do tbnus simpatico nos pacientes com AOS. Em razdo dos
episédios de hipdxia intermitente, ocorre ativacdo de SNS a fim de promover
o despertar. Além do que, a fragmentacdo do sono atua sobre o eixo
hipotalamo-hipéfise, provocando um aumento na liberagdo das
catecolaminas seéricas e ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, promovendo retencédo de sédio e aumento na volemia®’ .

O aumento da atividade simpatica também repercute sobre as
adipocitocinas®™'®. Segundo Fasshauer et al.(2001)*!, a estimulacdo b-
adrenérgica inibe a expressdo do RNAm da adiponectina em cultura de
adipécitos de camundongos.

A resisténcia a insulina € um fator metabdlico que vem mostrando
uma forte relacdo com a AOS e com o stress oxidativo. A insulina tem acao
nao apenas metabdlica, mas também vascular, estimulando a producao de
éxido nitrico, por meio da ativacdo da ON sintase endotelial (eONS)?. Na
AOS além da resisténcia a insulina estar presente, aumentando a lesao
endotelial, os episddios de hipdxia-reoxigenacado e a fragmentacdo do sono
aumentam ainda mais o stress oxidativo®.

A relacao de dependéncia entre obesidade e resisténcia a insulina na
AOS ainda é controversa. No nosso trabalho, verificamos que a presenca do
distarbio do sono piora a resisténcia a insulina independente da obesidade.
Resultados similares foram encontrados por Ip et al.(2002)*® e por Punjabi et
al.(2002)>*, que identificaram a resisténcia & insulina presente na AOS como
103

um fator independente da obesidade. O estudo de Gruber et al.(2006)

relata que a AOS esta relacionada de maneira independente com a
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sindrome metabdlica, mas ndo com a resisténcia a insulina, sugerindo que,
nos pacientes apnéicos, outros fatores que ndo a resisténcia a insulina
seriam 0s principais responsaveis pela fisiopatologia da sindrome
metabolica.

Embora a obesidade seja um fator que promove alteracdo no perfil
lipidico, a AOS também contribui para o estabelecimento da dislipidemia®®*.
Na AOS a dislipidemia se desenvolve em razdo de uma maior biossintese
dos lipideos no figado. Além disso, a hipoxia intermitente presente na AOS
pode influenciar a secrecdo das lipoproteinas e o clearance do colesterol
pelo figado, por mecanismos, até o momento, desconhecidos'®.

Em nosso estudo, também observamos alteracdes no perfil lipidico,
em sua maioria, exacerbadas nos individuos obesos com AOS e
amenizadas ap6s o uso do CPAP. Ao analisar 185 individuos portadores de
AOS e compara-los com controles (n=85), Ip et al.(2000)*’ relataram que 0s
pacientes com AOS possuiam maior quantidade de gordura visceral e que a
gravidade da AOS também demonstrava correlacdo positiva com a relacao
cintura-quadril. Foram observados também niveis elevados de TG, colesterol
total/HDL e LDL, quando comparados aos controles normais. Essas
alteracdes foram revertidas apds 6 meses do uso do CPAP.

Sugere-se que 0s eventos apnéicos, induzindo a hipoxia, possam ter
um papel determinante nas alterac6es de perfil lipidico presentes na AOS:
Estudando o efeito da hipoxia intermitente em ratos magros e obesos, Li et
al.(2005)*°® observaram que, em ratos magros, a hipdxia intermitante

promovia elevacdes nos niveis de colesterol, TG, fosfolipideos, assim como
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no conteudo de TG no figado. Relataram ainda que a obesidade e a
hipercolesterolemia basais poderiam mascarar os efeitos da hipoxia
intermitente sobre o metabolismo lipidico.

6 com ratos obesos

Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo™®
leptina-deficiente ob/ob, foi demonstrado que a hipdxia cronica intermitente
elevava o comprometimento do figado desses animais e também estava
associada com o aumento da atividade das vias de biossintese de lipideos
no figado. Eles sugeriram ainda que essa alteracdo na biossintese hepatica
dos lipideos ocorre em pacientes obesos com AOS, fator que contribuiria
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina nesses pacientes.

No presente estudo, apesar de terem sido observadas alteracbes nos
niveis de lipideos sanglineos apés o uso do CPAP, ndo se detectou
reducdo significativa no peso corporal. Resultados similares foram
encontrados por Chin et al.(1999)". Eles mostraram ainda que, embora o
uso do CPAP em longo prazo nao altere o peso corporal dos pacientes,
pode haver uma modificacdo na localizacdo dos depdsitos de gordura apés
a utilizacdo do aparelho. Esse achado é interessante, pois outros estudos
relatam que a gordura visceral esta intimamente relacionada com os niveis
sanguineos de LDL e HDL, pois individuos com elevados indices de gordura
visceral, apresentam altos niveis de LDL e baixos valores de HDL?%%.

Jéa sobre os niveis de HDL, em acordo com o nosso estudo, Coughlin

et al. (2004)*° também observaram niveis reduzidos de HDL em pacientes

portadores de AOS, com aumento de prevaléncia da sindrome metabdlica.
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Ja Borgel et al. (2006)'** n&o observaram reducdes nos niveis de HDL na
AOS, tanto do CPAP como do BIPAP.

Em um trabalho realizado por Tan et al. (2006)*'?, foi verificado que os
pacientes portadores de AOS, apesar de possuirem niveis similares de HDL
em relacdo aos controles saudaveis, apresentavam uma disfuncdo do HDL,
condicdo anteriormente relatada em pacientes com doenca arterial
coronariana. Foi concluido que a disfuncdo do HDL na AOS acarreta uma
falha na prevencéao e na inativacdo da peroxidacao lipidica, podendo ser um
dos responséaveis pelo aumento de risco cardiovascular nos pacientes

apnéicos.
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De acordo com os resultados do presente trabalho, podemos concluir que:

1. Os individuos obesos portadores de AOS apresentam aumento na
producdo de superdxido, reducdo nos niveis de nitritos e nitratos
séricos, e adiponectina e resisténcia a insulina;

2. As alteracdes na producdo de superéxido, nos niveis de nitritos e
nitratos séricos, e de adiponectina e a resisténcia a insulina presentes
na obesidade sédo agravadas pela apnéia obstrutiva do sono;

3. O uso do CPAP é capaz de melhorar as elevacfes na producdo de
superoxido, as redugBes nos niveis de nitritos e nitratos séricos e
adiponectina e as alteracbes metabodlicas presentes nos pacientes

obesos portadores de AOS.
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