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RESUMO

Gonzaga CC. Avaliagéo dos efeitos da apneia obstrutiva do sono sobre
a pressdo arterial, metabolismos glicidico e lipidi co, e marcadores
inflamatdrios em pacientes hipertensos [tese]. S&o Paulo: Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia, Entidade Associada da Universidade de Séo
Paulo; 2014. 119p.

INTRODUCAO: A apneia obstrutiva do sono (AOS) é frequente em
portadores de hipertensdo arterial. Ambas parecem compartilhar
comorbidades como obesidade, diabetes, dislipidemia e inflamacéo.
Entretanto, o efeito da AOS sobre tais alteragbes, assim como o papel da
genética no controle da pressao arterial (PA) ainda séao discutiveis.
OBJETIVOS: Avaliar o efeito da AOS sobre a PA, metabolismos glicidico e
lipidico, e atividade inflamatoria em hipertensos. Comparar suas
caracteristicas clinicas e laboratoriais, considerando a presenca de
hipertenséao arterial resistente (HAR) e AOS. Avaliar genes possivelmente
implicados nos mecanismos fisiopatolégicos de controle da PA de acordo
com a presenca de HAR e AOS.

METODOS: Os participantes foram divididos em 2 grupos, com HAR e sem
HAR (ndo-HAR). Avaliados em relacdo as suas caracteristicas clinicas, sono
(polissonografia), monitorizacdo ambulatorial de presséo arterial (MAPA),
laboratoriais e genéticas.

RESULTADOS: Incluidos 205 pacientes hipertensos (55,4 = 10,1 anos),
sendo 105 com HAR e 100 ndo-HAR. A AOS (indice de apneia e hipopneia
> 15 eventos / hora) esteve presente em 34% dos HAR, sem diferenca
significante em relacdo aos ndo-HAR (28%). O grupo AOS grave apresentou
maior proporcéo de homens (68%) comparados aos outros grupos de acordo
com a classificacdo da AOS (p < 0,05). Pacientes com AOS grave exibiram
menor descenso da PA diastélica no sono comparados aos com AOS
moderada (12,4 £ 8,5 vs. 18,5 + 11,5%, p < 0,05). Em todos os modelos que
consideraram as caracteristicas clinicas associadas a AOS e a HAR,
concluiu-se que a AOS relacionou-se a menor PA diastolica apenas nas
mulheres e em pacientes com HAR. Para o C4, os pacientes com AOS,
independentemente do grau, apresentaram maiores médias do que a
encontrada entre os pacientes sem AOS, mesmo apés controle de variaveis
(p = 0,019). Entre os HAR, comparado aos ndo-HAR, houve predominio do
sexo feminino, ragca ndo branca, diabéticos, dislipidémicos, e menor
descenso da PA sistélica no sono. Foram encontradas maiores taxas de C4
mesmo apoés ajuste de variaveis no grupo HAR comparado aos nao-HAR
(24,4 £8,1 vs. 21,7 £ 6,9 mg/dL, p = 0,043). O grupo HAR apresentou maior
laténcia do sono REM e eficiéncia do sono reduzida comparado ao nao-HAR
(146,6 £81,7 vs. 120,3 £ 70,8 min, p = 0,016; 73,5 £ 15,5 vs. 78,1 £ 11,2%,
p = 0,016 respectivamente). Em relacdo as andlises genéticas nao foi
observado resultado significante e relevante entre os polimorfismos ou na
avaliacao da expresséo.



CONCLUSAO: A prevaléncia de AOS entre pacientes hipertensos é
significativa e este diagnostico associou-se somente no sexo feminino e em
pacientes com HAR a menores valores de PA diastélica quando comparados
aos sem AOS. Pacientes com AOS grave apresentaram menor descenso do
sono da PA diastdlica e maior inflamacdo. Os pacientes HAR comparados
aos nao-HAR apresentaram maior prevaléncia de fatores de risco
cardiovascular e pior qualidade de sono. Estudos maiores e que avaliem néo
somente 0 DNA e a expressdo de mRNA, mas suas funcionalidades, sao
necessarios para melhor definir o papel da genética na HAR e AOS.

Descritores: Apneia do sono tipo obstrutiva. Pressao arterial. Hipertenséo.
Inflamacéao.



SUMMARY

Gonzaga CC. Effects of obstructive sleep apnea on blood pressur e,
glucose and lipid metabolism, and inflammatory biom arkers in
hypertensive patients [thesis]. Sdo Paulo: “Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia, Affiliated to Universidade de S&do Paulo”; 2014. 119p.

BACKGROUND: Obstructive sleep apnea (OSA) is common in hypertensive
patients. Both diseases seem to share comorbidities such as obesity,
diabetes, dyslipidemia and inflammation. However, the effects of OSA on
such alterations as well as the role of genetics in controlling blood pressure
(BP) are still an arguable issue.

OBJECTIVE: To evaluate the effect of OSA on BP, glucose and lipid
metabolism, and inflammatory activity in hypertensive patients. To compare
clinical and laboratory analyzes characteristics, considering the presence of
resistant hypertension (RH) and OSA. To assess genes possibly involved in
the pathophysiological mechanisms of BP control according to the presence
of RH and OSA.

METHODS: Patients were divided into 2 groups, with and without RH (non-
RH). They were evaluated according to their clinical characteristics, sleep
(polysomnography), ambulatory blood pressure monitoring (ABPM), genetics
and laboratory analyzes.

RESULTS: A total of 205 hypertensive patients (55.4 + 10.1 years) were
enrolled, 105 were RH and 100 non-RH. OSA (apnea and hypopnea index >
15 events / hour) was present in 34% of RH, with no significant difference
compared to non-RH (28%). Severe OSA group had a higher proportion of
male gender (68%) compared to other groups according to the classification
of OSA (p < 0.05). Patients with severe OSA presented less sleep dip in
diastolic BP compared with those with moderate OSA (12.4 + 8.5 vs. 185 +
11.5%, p < 0.05). All models in which the clinical characteristics associated
with OSA and RH were considered, it was found that OSA was related to
lower diastolic BP only in females, and in patients with RH. Despite
adjustment of variables, and regardless of OSA rank, patients with OSA
showed a higher average of C4 compared to patients without OSA (p =
0.019). RH group, compared to non-RH, presented a predominance of
female gender, non-white race, diabetes, dyslipidemia, and decreased
systolic BP dipping during sleep. The highest rates of C4 were found even
after adjustment for variables in RH group compared to non-RH (24.4 + 8.1
vs. 21.7 £ 6.9 mg / dL, p = 0.043). The RH group had a higher REM sleep
latency and reduced sleep efficiency compared to non-HR (146.6 + 81.7 vs.
120.3 £ 70.8 min, p = 0.016, 73.5 £ 155 vs. 78.1 + 11.2 %, p = 0.016
respectively). Regarding genetic analyzes no significant and important results
were observed between polymorphisms or expression evaluation.
CONCLUSION: The prevalence of OSA among hypertensive patients is
significant and this diagnosis was associated only in females and in patients



with RH to lower levels of diastolic BP when compared to those without OSA.
Patients with severe OSA had lower sleep dip in diastolic BP and increased
inflammation. RH patients had a higher prevalence of cardiovascular risk
factors and poorer sleep quality when compared to non-RH group. More
comprehensive studies assessing not only the DNA and mRNA expression,

but also their features, are required to better define the role of genetics in RH
and OSA.

Descriptors: Obstructive sleep apnea. Blood pressure. Hypertension.
Inflammation



Introducao




1.1 Hipertensao arterial

Atualmente, a hipertenséo arterial representa 0 mais importante fator
de risco para a doenca cardiovascular, sendo esta a principal causa de oObito
no Brasil e no mundo’?. Estudos populacionais apontam para prevaléncia de
aproximadamente 20% a 30% de hipertensdo arterial®*®. Entretanto, apesar
dos esforcos de Saude Publica, atingir as metas de pressao arterial (PA) tem
sido desapontador na maioria dos paises. O Canada mostra taxa de controle
de 65%°, enquanto nos Estados Unidos (EUA)® ela ndo passa de 50% e é
de menos de um terco em outras partes do mundo®’.

A refratariedade ao tratamento anti-hipertensivo tem aumentado nas
tltimas décadas®, fazendo-se com que a hipertensdo arterial resistente
(HAR) estabeleca-se como importante entidade clinica. O documento que,
pela primeira vez, descreveu de forma completa a HAR foi publicado em
2008 pela American Heart Association, tendo despertado atencao especial a
esta manifestacéo clinica e promovido desde entdo maior importancia ao
tema8. A partir disto, a Sociedade Brasileira de Cardiologia também se
manifestou publicando, em 2012, o | Posicionamento Brasileiro sobre HAR®.

Apesar de prevaléncia exata ainda muito discutida, estima-se que

20% a 30% dos pacientes em estudos clinicos tenham HAR2. Mais



recentemente, entretanto, trabalhos com o objetivo de analisar a prevaléncia
de HAR mostraram percentuais menores, entre 12% e 16%1%:11,

De toda forma, como o envelhecimento e a obesidade sao
importantes fatores de risco, que notadamente também levam ao menor
controle da PA, a incidéncia de HAR tende a aumentar conforme a
populacdo se torna mais idosa e obesa. Dados do National Health and
Nutrition Examination Surveys sinalizam que houve aumento de prevaléncia
de pacientes com HAR, de 15,9% em 1998-2004 para 28% em 2005-2008
(p < 0,001)*? entre individuos aparentemente tratados para hipertenséo
arterial.

Na avaliagdo dos pacientes hipertensos, 5% a 10% apresentarao
etiologia identificavel da hipertensdo, passivel ou ndo de correcéo,
caracterizando a causa secundaria do aumento de pressao!. Excluindo-se a
ma adesdo a terapéutica proposta e o efeito ou hipertensdo do avental
branco, deve-se instituir a avaliacdo de causas secundarias, tais como
apneia obstrutiva do sono (AOS), hiperaldosteronismo, nefropatia,
feocromocitoma e doenca renovascular, principalmente nos pacientes com
HAR. S&o considerados hipertensos resistentes os pacientes em uso, ha no
minimo trés meses, de trés classes de farmacos em doses otimizadas,
idealmente sendo um deles diurético, sem controle da PA, ou necessitando

de quatro ou mais classes para atingir a meta terapéutica®.



1.2 Apneia obstrutiva do sono

A alta prevaléncia e o amplo espectro de gravidade da AOS em
adultos tém sido bem documentados por varios estudos de coorte de base
populacional realizados nos EUA, Europa, Austrélia, Asia, e América Latina,
incluindo-se o Brasil**'6, A maior parte desses estudos mostra que
aproximadamente um em cada cinco adultos apresenta AOS pelo menos
leve, e um em cada 15 tem AOS moderada ou grave. No entanto, mais de
85% dos pacientes com AOS clinicamente significativa e tratavel nunca
foram diagnosticados’:8.

Revisdo sistematica recente, apds avaliacdo de 42 estudos
publicados entre 1966 e 2013, observou prevaléncia média de AOS em 50%
dos pacientes referidos a laboratorios de sono, considerada, nesta analise,
AOS o encontro de indice de apneia e hipopneia (IAH) maior ou igual a 10
ou 15 eventos/hora?®.

Tufik et al. avaliaram 1.042 voluntarios na cidade de S&o Paulo e
encontraram prevaléncia de 33% da sindrome da AOS, considerando a
soma dos individuos com IAH maior que 5 eventos/h com sintomas, e
individuos com IAH maior que 15 eventos/h independente de sintomas!®. Em
outro estudo realizado no Brasil, Goncalves et al. encontraram 38% de
prevaléncia de AOS entre hipertensos néo resistentes em Porto Alegre?°.

Na populacdo hipertensa resistente, em estudo realizado por
Gonzaga et al. em Birmingham, EUA, apo0s avaliacdo prospectiva de

109 pacientes com HAR, foi encontrada prevaléncia de AOS (IAH maior que



5 eventos/h) de 77%2l. Dados semelhantes registram-se na analise
prospectiva de 41 pacientes, quando Logan et al. encontraram prevaléncia
de 83% de AOS, considerada pelo autor neste estudo como IAH maior ou
igual a 10 eventos/h?2. Corroboram com estes achados os dados de estudo
espanhol que mostram prevaléncia de 70% de AOS grave (IAH maior ou
igual a 30 eventos/hora) em pacientes com HAR1S,

Em estudo prospectivo realizado pelo Laboratério do Sono do Instituto
Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) e pelo Laboratorio do Sono do
Instituto do Coracdo — Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo foram analisados consecutivamente
125 pacientes com HAR submetidos a avaliacédo sistematica para coarctacéao
da aorta, sindrome de Cushing, AOS, feocromocitoma, hiperaldosteronismo,
doenca renovascular e renal parenquimatosa, medicamentos e doencas da
tiredide?3. Cabe ressaltar que esta avaliacdo foi realizada independente da
presenca de quaisquer sinais e sintomas, concluindo-se que a AOS (definida
por IAH maior que 15 eventos/h) foi a condicdo clinica mais associada com
HAR em 64% dos pacientes analisados, seguida pela hipertensdo primaria,
sem qualquer condicdo clinica diagnosticada, conforme mostrado na

Grafico 1.
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GRAFICO 1. Prevaléncia de causas secundarias de hipertenséo
associadas a resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo
(FONTE: adaptado de Pedrosa et al.>® Hypertension,
2011).

A triagem para AOS pode ser realizada por meio do Questionario de
Berlim e a sonoléncia diurna avaliada pela Escala de Sonoléncia de

Epworth, sendo que o exame diagnéstico padrdo é a polissonografia?*.

1.2.1 Mecanismos fisiopatolégicos da apneia obstrut iva do sono

A AOS é caracterizada por episodios recorrentes de interrupcao
parcial (hipopneias) ou total (apneias) da respiracdo durante o sono,
decorrentes de colapso das vias aéreas na regido da faringe?*. O colapso na
faringe ocorre geralmente na parte posterior da lingua, Gvula e palato mole,

ou em alguma combinacéo dessas estruturas (Figura 1)?*.



FIGURA 1. Anatomia orofaringea. Durante o sono ocorre relaxamento
da musculatura, com bloqueio parcial ou total da passagem
de ar na faringe, incluindo tipicamente a regido posterior da
Gvula e/ou parte posterior da lingua, correspondendo a naso
e orofaringe, respectivamente?* (FONTE: adaptado de
Somers VK et al. Circulation 2008).

A faringe tem relativamente poucas estruturas dsseas ou suportes
rigidos e, portanto, € altamente dependente da atividade muscular para
manter sua paténcia?*. A anormalidade primaria em pacientes com AOS é a
presenca de um estreitamento anatdmico da faringe que gera maior
resisténcia ao fluxo de ar em vias aéreas superiores, resultante da interacao
entre estruturas osseas, tecidos moles, obesidade ou, particularmente em
criangas, aumento das amigdalas e adenoides.

Durante a vigilia, as vias aéreas estreitas ndo causam sintomas.

Mecanorreceptores respondem reflexivamente ao incremento da pressao



negativa gerado pela maior resisténcia e aumentam a atividade de uma série
de musculos dilatadores da faringe, mantendo a permeabilidade das vias
aéreas durante a vigilia. No entanto, durante o sono, a atividade muscular
reflexa da faringe que coordena esta compensacdo neuromuscular é
reduzida ou perdida, levando a diminuicdo da atividade dos musculos
dilatadores da faringe e, finalmente, ao estreitamento ou colapso total das
vias aéreas superiores.

Durante os eventos respiratorios (apneia ou hipopneia), ocorre hipoxia
e hipercapnia além de esfor¢co ventilatério progressivamente maior. Estes
fendmenos terminam tipicamente com um despertar que, geralmente nao €
percebido conscientemente pelo paciente acometido, e que estimula o
sistema nervoso autdnomo simpatico?® (Figura 2). Repetidos durante a noite,
0S eventos respiratérios sdo acompanhados por aumento mediado pelos
quimiorreflexos da atividade simpatica nos vasos sanguineos periféricos com
consequente vasoconstricdo®®. Além das alteracbes na regulacédo
autonémica, a AOS pode causar doenca cardiovascular por diversos
mecanismos, incluindo inflamacao sistémica, estresse oxidativo, alteracdes
metabdlicas, resisténcia a insulina, dislipidemia, disfuncdo endotelial e
progressao da aterosclerose?®.

Uma das caracteristicas descritas da AOS é o perfil de PA com
descenso do sono atenuado ou ausente, resultante da atividade simpatica
aumentada durante esse periodo, decorrente de quatro estimulos principais:
hipoxemia intermitente, hipercapnia, auséncia de insuflacdo adequada do

pulmdo e despertares no final dos episddios de apneia?*?>. O efeito



cumulativo da ativacdo simpatica excessiva, junto a outros fatores
vasoativos liberados em resposta a hipdxia, pode resultar em hipertensao
diurna sustentada nestes pacientes.

Concomitante aos mecanismos ja citados, a AOS pode se associar a
hipertensdo pelo aumento de aldosterona principalmente nos individuos
resistentes, fato que acarretaria maior retencdo salina e volumeétrica,
piorando tanto a hipertensdo, como a propria apneia pelo maior edema na
regido de hipofaringe??’. Entretanto, para o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos nessa associacdo, mais estudos ainda s&o

necessarios.

Disfungao em
| entrega de O, L
orgaos
Hipoéxia/ Vasoconstrigdo
. . Disfung¢éao
re-oxigenagao / Trombose
. . endotelial
hipercapnia Inflamagao
Vasoconstrigao 1 retorno venoso
pulmonar ao VD
Apneia e
1 RVS/ outros
hipopneia Despertares Ativagdo simpatica
efeitos adversos
do sono
s AlteragGes na pré
1 pressao
e poés carga de VD
| Pressiio int transmural de VD, / i “
| Presséo intra- .
VE e leito e VE
toracica .
microvascular t congestio
puomonar pulmonar

FIGURA 2. Potenciais mecanismos pelos quais a apneia obstrutiva do
sono influencia a hipertensdo® (FONTE: adaptado de
Somers VK, et al. Principles and practice of sleep medicine,
2011.28).  |= diminuicdo; 1= aumento; O2= oxigénio; RVS=
resisténcia vascular sistémica; VD= ventriculo direito; VE=
ventriculo esquerdo.



10

1.2.2 Apneia obstrutiva do sono e comorbidades card  iovasculares

A AOS e a obesidade frequentemente coexistem e interagem,
compartilhando multiplos mecanismos fisiopatolégicos e seus consequentes
fatores de risco cardiovascular?® como a diabetes mellitus tipo Il (DM), a
dislipidemia e a inflamacdo sistémica®*?°3., Embora evidéncias
experimentais e dados emergentes em humanos indiquem associacao entre
AOS e dislipidemia, ainda permanece controversa essa relacao,
necessitando-se que mais estudos delineados para esta avaliagdo sejam
realizados®. Interessante notar que algumas alteragées, como a resisténcia
insulinica e a intolerancia a glicose podem estar presentes na AOS,
independentemente da obesidade3334,

Marcadores de inflamacao sistémica e de disfuncdo endotelial, como
a proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us)3*3¢ e o acido Urico®’-3?, também
tém sido associados a AOS%42 e a hipertensdo®>%64344  Além destes
marcadores, sugere-se a ligacao das fracbes do complemento, C3 e C4 com
a hipertensdo**#’, entretanto, em relacdo a AOS, os trabalhos sé&o
escassos*s,

Além da AOS se associar a obesidade, inflamacéo, dislipidemia e DM,
e ainda, ao aumento da PA%%-%2, ha também evidéncias sugerindo maior risco
para o surgimento de arritmias, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal,
infarto agudo do miocéardio, acidente vascular cerebral e 6bito, conforme

mostra a Tabela 12453,
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Tabela 1. Doencas cardiovasculares associadas a apn  eia obstrutiva
do sono % 16,

Doencas

Acidente vascular cerebral
Arritmias ventriculares
Aterosclerose

Fibrilacéo atrial

Hipertenséo arterial

Hipertrofia ventricular esquerda
Infarto agudo do miocardio
Insuficiéncia ventricular sistolica e diastdlica
Resisténcia insulinica
Sobrecarga atrial

Doencga coronaria

Mortalidade por doenca cardiovascular

Apesar de todas as comorbidades associadas a AOS, é indiscutivel
que a maior preocupacao se deve a demonstracdo do aumento do risco de
Obito, principalmente pelo aumento da ocorréncia do infarto agudo do
miocardio®. Assim, torna-se fundamental o melhor entendimento dos

mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na AOS, bem como a evolucdo no
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diagnéstico e no tratamento da AOS no intuito de diminuir a

morbimortalidade cardiovascular.

1.3 Polimorfismos genéticos

Um dos fatores que pode influenciar a falta de controle adequado da
PA é a dificuldade de predizer a eficacia de medicamentos anti-hipertensivos
individualmente, ou seja, para cada paciente. A farmacogenética tem como
objetivo identificar ferramentas de triagem para melhorar a pratica clinica. Se
o clinico souber, fundamentado no gendtipo de cada paciente, quais
medicamentos serdo mais efetivos em reduzir a PA com menos efeitos
adversos, o periodo de tentativa e erro na monitorizacao terapéutica sera
possivelmente menor e, consequentemente, a resposta ao tratamento,
melhor.

O progresso da farmacogenética no tratamento da hipertensdo é
limitado em parte devido a natureza multifatorial e multigénica da doenca. A
hipertensédo € doenca complexa, poligénica, que sofre influéncias ambientais
(dieta, obesidade, stress, entre outros) e que, apesar das observacbes em
varios estudos sugerirem que cerca de 50% das alteracdes de PA possam
ser explicadas por fatores genéticos, a maior parte dos genes que se
associariam a grande proporcéo dessa variacdo ainda nao foi identificada®®.

Como a HAR representa um fenoétipo extremo, parece razoavel prever

que os fatores genéticos possam desempenhar papel maior que na
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populacdo geral de hipertensos. No entanto, as avaliacbes genéticas de
pacientes com HAR séo limitadas®6-8.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona desempenha papel central
na regulacdo da PA>°, sendo que a angiotensina Il é potente vasoconstritor
que estimula a reabsor¢cdo do sddio no rim. No entanto, a producao crénica
de angiotensina Il pode resultar em remodelacao e reestruturacdo de varios
orgaos cardiovasculares. Outrossim, sabe-se que algumas variantes
genéticas no sistema renina-angiotensina-aldosterona tém sido associadas
com as diferencas funcionais nos genes correspondentes, contribuindo para
elevacédo de 50% da variacéo fenotipica®®l. Entre os genes pertencentes a
esta via destacam-se 0s da enzima conversora de angiotensina (ACE), do
angiotensinogénio (AGT), do receptor tipo 1 da angiotensina Il (AGTR1), e
da aldosterona sintase (CYP11B2)%.

A proteina alfa-aducina esta envolvida na regulacdo da reabsorcao
renal de sddio, particularmente com seu gene ADD1 (Gly460Trp). A literatura
mostra, em alguns trabalhos, associacdo entre seus polimorfismos e
hipertensdo®?; entretanto tal achado ndo foi observado na populagdo
indiana®s,

Os polimorfismos do gene CYP17Al estdo possivelmente ligados a
formas moderadas de deficiéncia ou disfuncdo da enzima 17-alfa-
hidroxilase®, sendo que ha evidéncias fracas de associagcdo com a
hipertensdo em pacientes diabéticos coreanos®, porém achados mais
evidentes em outros trabalhos asiaticos®®, e grandes coortes

multicéntricas®6:67.
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Embora em algumas coortes tenham sido observadas associactes
entre a PA e os polimorfismos do gene precursor do peptideo natriurético
tipo A (NPPA), tém-se encontrado diferentes desfechos cardiovasculares
baseados na predominancia de alguns de seus alelos®®-72,

Apesar de resultados conflitantes em relacdo aos polimorfismos dos
genes CYP1lA2, FGF5, MTHFR, c10o0rfl07, ZNF652 e PLCD3, grande
analise de Newton-Cheh et al. identificou correlacdo entre suas variacdes

alélicas e a PA>7:65.67,

1.4 Expressao génica

O principal regulador em sensibilizar as condicbes de hipdxia e em
integrar uma resposta adaptativa via expressao génica € o fator de
transcricdo hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)73. O HIF-1 ativa a transcricdo
de genes que codificam proteinas responsaveis por aumentar o
fornecimento de oxigénio, tais como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF - vascular endothelial growth factor A), a eritropoetina, e a
endotelina-1 ou promovem adaptacdes metabdlicas em condicbes de
reduzida disponibilidade de oxigénio. Tais fatores mediam resposta
adaptativa a hipoxia tecidual dirigida no sentido de aumentar a perfusdo e a
oxigenacdo e, consequentemente, superando a hipoéxia inicial”3.

Até 0 momento ndo ha estudos que mostrem associacdo entre
expressao de acido ribonucleico mensageiro (MRNA)’* do gene do ACE com

a hipertensao ou a AOS.



Hipotese
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Em pacientes hipertensos, as alteracdes na pressao arterial, no perfil

metabolico e na atividade inflamatoria estariam associadas a AOS.



Objetivos
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3.1 Primario

Avaliar o efeito da AOS sobre a pressao arterial, metabolismos

glicidico e lipidico, e atividade inflamatéria nos pacientes hipertensos.

3.2 Secundarios

Comparar os pacientes em relagdo as caracteristicas clinicas e
laboratoriais, considerando a presenca de HAR e AOS.

Analisar se o0s polimorfismos genéticos a seguir estdo
relacionados a HAR e AOS. Polimorfismos avaliados: ACE ID
(insercdo (I), delecdo (D)>>717478; AGT: Met235Thr (rs699)°%;
AGTR1: Al166C (rs5186)71:75.79; CYP11B2: C-344T1
(rs1799998)>°°6.80-82:  ADD1:  Gly460Trpb26383;  CYP17A1l:
rs111915485467; CYP1A2 rs1378942°576567; NPPA: T2238C®869.72;
FGF5: rs16998073°%76%67 MTHFR rs17367504°7:6567; ¢100rf107:
rs1530440°767; ZNF652: rs16948048%7; PLCD3: rs12946454°,
Avaliar a expressao de mRNA dos genes ACE, HIF-1, VEGF de

acordo com a presenca de AOS e HAR.



Casuistica
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4.1 Populacéo

Entre abril de 2011 e janeiro de 2013 foram incluidos 212 pacientes
de 30 a 75 anos, ndo aparentados, de ambos 0s sexos, de qualquer etnia e
de forma consecutiva até que fosse atingido o nimero adequado (conforme
calculo amostral prévio) e semelhante para os grupos com HAR (grupo HAR)
e sem HAR (grupo ndo-HAR). O recrutamento ocorreu entre os individuos
atendidos nas Secdes Médicas de Hipertensdo Arterial e Nefrologia e de
Dislipidemias do IDPC.

O grupo HAR foi composto por pacientes hipertensos resistentes, ou
seja, ndo controlados (PA no consultério maior que 140 x 90 mm Hg) em uso
de trés classes de farmacos anti-hipertensivos ha pelo menos trés meses,
em doses otimizadas, idealmente incluindo um diurético, ou necessitando de
quatro ou mais classes para atingir a meta terapéutica®.

O grupo nao-HAR incluiu individuos hipertensos com PA controlada
em uso de até trés classes de farmacos (PA menor que 140 x 90 mm Hg)
ou, ainda, hipertensos nao controlados com PA estagio 1 ou 2, segundo a VI
Diretriz Brasileira de Hipertensdo (PA entre 140-159 x 90-99 mm Hg e entre
160-179 x 100-109 mm Hg, respectivamente) em uso de, até, duas classes

de farmacos!.



21

Dos 212 pacientes inicialmente incluidos, sete foram excluidos por

nao serem hipertensos, resultando em 205 individuos a serem avaliados.

4.2 Delineamento do estudo

Apos assinar termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo A), os individuos participantes realizaram as visitas conforme mostra
a Figura 3. Na Visita 0, que incluiu anamnese, exame fisico, e medida da PA
de acordo com a VI Diretriz Brasileira de Hipertensao?!, foram avaliados os
critérios de inclusdo e exclusdo dos participantes.

Na Visita 1, realizou-se a polissonografia. No dia seguinte, pela
manha (Visita 2), foram colhidas amostras de sangue, realizadas analise da
PA periférica e central de forma né&o invasiva (pela tonometria) e instalacao
da monitorizacdo ambulatorial da PA (MAPA) que foi retirada 24 horas
depois. Na Visita 3, realizada até um més apds a polissonografia, foram
apresentados os resultados dos exames aos pacientes, quando 0S mesmos
receberam orientacbes meédicas quanto aos respectivos diagnosticos e

tratamento.



VISITA 3

VISITA O —\—)

*» TCLE
» Anamnese
* Exame fisico

VISITA 1 1

*» Polissonografia
» Exames laboratoriais
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VISITA 2 —\—>

» Tonometria
* Instalacdo da MAPA - retirada 24h apés

*» Entrega de resultados aos pacientes
* Orientacdes

FIGURA 3. Fluxograma do estudo.

4.3 Critérios de inclusao

e Assinar o TCLE;

» |ldade maior que 30 anos e menor que 75 anos;

» Diagnoéstico de hipertenséo arterial ha pelo menos trés meses.

4.4 Critérios de exclusao

* Insuficiéncia renal (taxa de filtracdo glomerular menor que 60 mL/min

calculada pela férmula de Cockcroft-Gault);
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Insuficiéncia cardiaca (sintomatica e/ou fracdo de ejecdo de ventriculo
esquerdo menor que 50% em exame prévio);

Ma adesdo a terapéutica (observada durante consulta médica ou
internacdo por meio de controle pressérico com uso de até trés
classes de farmacos anti-hipertensivos);

Mudanca no tratamento nas ultimas quatro semanas;

Uso cronico de corticides, moderadores de apetites, anti-
inflamatoérios ndo esteroidais e/ou descongestionantes nasais (por
periodo maior que trés semanas);

Estenose de artéria renal;

Feocromocitoma,;

Doenca renal parenquimatosa,

Hiperaldosteronismo manifesto;

Coarctagéo de aorta;

Hipotireoidismo nao controlado;

Vigéncia ou suspeita de processo inflamatorio sistémico;

Gravidez e/ou amamentacao;

Uso abusivo de alcool ou de substancias ilicitas;

Hepatopatia grave;

Uso de marcapasso ou cardiodesfibrilador implantavel;

Doencas psiquiatricas que poderiam impedir o cumprimento do
protocolo;

Antecedente de acidente vascular cerebral ou infarto agudo do

miocardio até seis meses antes da inclusdo no estudo;
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» Doencas graves e/ou cancer com prognostico de sobrevida menor

que um ano.

4.5 Critérios de interrup¢éo do estudo

Individuos que manifestassem o desejo de ndo mais participar do

estudo ou que passassem a apresentar um ou mais critérios de exclusao.



Métodos
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5.1 Avaliacéao clinica

Os seguintes parametros clinicos foram avaliados:

1.

Idade, raca (considerada a relatada pelo proprio sujeito de
pesquisa), género.

Tabagismo; sendo considerado tabagista atual o individuo que
fumava um ou mais cigarros rotineiramente ou, ainda, que fumou
de forma rotineira até ha um ano; e ex-tabagista o individuo que
abandonou o vicio ha mais de um ano®*.

Etilismo: considerado etilismo atual a ingesta de bebida alcodlica
de forma regular com interferéncia nas atividades rotineiras, ou
ingesta pelo menos trés vezes por semana do correspondente a
mais de 30 g de etanol para homens e 15 g para mulheres; ex-
etilismo considerado o abandono do vicio ha pelo menos um
ano.

Atividade fisica: foi considerada como regular qualquer atividade
fisica realizada por, no minimo 30 minutos, trés vezes na
semana.

Peso e altura: foram aferidos em balanca antropométrica.



10.

11.

12.
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indice de massa corpérea (IMC): foi calculado pela férmula peso
dividido pelo quadrado da altura. Considerou-se eutrofismo
IMC < 25 Kg/m?; sobrepeso IMC = 25 e < 30 Kg/m?; obesidade
IMC = 30 Kg/m?85,

Circunferéncia abdominal: foi aferida com fita métrica inelastica
na altura do ponto médio da distancia entre a crista iliaca antero-
superior e o rebordo inferior do Ultimo arco costal, com o
paciente em pé e ao final da expiracao®.

Circunferéncia do quadril: foi aferida com fita métrica inelastica
na altura do maior didametro da regiao glutea, com o paciente em
péss,

Circunferéncia cervical: foi aferida com fita métrica inelastica na
altura do ponto meédio do pescoco, com 0 paciente em pé. Em
individuos do sexo masculino, foi iniciou-se a medicdo
imediatamente abaixo da proeminéncia laringea.

PA: aferida com esfigmomandémetro automatico digital Omron
modelo HEM-705CP (Omron Heath Care, Inc. Vermon Hills,
lllinois, EUA) em posicdo sentada, apds cinco minutos de
repouso, de acordo com a VI Diretriz Brasileira de Hipertensao®.
Hipertenséo arterial: uso rotineiro de anti-hipertensivos ou a
medida da PA de consultério maior ou igual a 140 x 90 mm Hg*.
Dislipidemia: uso rotineiro de qualquer hipolipemiante ou

dosagem de LDL-colesterol acima de 160 mg/dL e/ou



13.

14.

15.

16.

17.

18.
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triglicérides acima de 150 mg/dL e/ou HDL-colesterol abaixo de
40 mg/dL para homens ou de 50 mg/dL para mulheres®®,

DM: uso rotineiro de hipoglicemiante oral e/ou insulina, ou
glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL em duas medidas,
apos jejum de pelo menos 8 horas; ou glicemia de jejum maior
ou igual a 200 mg/dL no teste de tolerancia oral a glicose (75 g),
apos 120 minutos ou, ainda, na presenca de sintomas classicos
de hiperglicemia associada a glicemia aleatdria maior ou igual a
200 mg/dL?®".

Hipotireoidismo: uso de levotiroxina. N&o foram incluidos
pacientes com hormonio tireoestimulante (TSH) fora dos limites
da normalidade.

Angina, infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral
(AVC), atagque isquémico transitorio (AIT), insuficiéncia arterial
periférica cronica (IAPC): de acordo com registro no prontuario
ou resumo de alta.

Historia familiar de doenca arterial coronaria (DAC) prematura:
parente de primeiro grau com antecedente de DAC abaixo de 55
anos para o sexo masculino e de 65 anos para o sexo feminino.
Questionario de Berlim de alto risco para AOS: duas categorias
positivas, conforme descrito adiante na avaliacdo do sono
(Anexo B).

Escala de Sonoléncia de Epworth: considerado com sonoléncia

excessiva o paciente com pontuacao acima de nove (Anexo C).
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5.2 Amostras biolégicas

As amostras para as determinagfes bioquimicas foram obtidas pela
manha, imediatamente apos a realizacdo da polissonografia, sendo utilizado
sistema de coleta a vacuo, por meio do cateter BD Saf-T-Intima (Becton
Diokinson Infusion Therapy S.A. de C.V., EUA). Os soros e plasmas obtidos
das amostras foram separados e, quando necessario, mantidos a -20 °C
para as seguintes analises: glicemia de jejum, hemoglobina glicada
(HbA1C), insulina de jejum, leptina, colesterol total e fragdes, triglicérides,
apolipoproteina Al (Apo Al), apolipoproteina B (Apo B), PCR-us,
complemento (C3 e C4), fibrinogénio, ferro, ferritina, transferrina, acido urico,
hemograma, TSH, aldosterona, atividade da renina plasmatica,
creatinofosfoquinase, sodio, potassio, creatinina, peptideo natriurético tipo B

(BNP) e as analises de expressao génica e genotipagens.

5.3 Determinacéo dos parametros laboratoriais

A metodologia das analises laboratoriais utilizadas estao

apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2. Metodologia das analises laboratoriais.
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Nome do Exame Método Material
Acido urico Enzimatico — Uricase Soro
Aldosterona Radioimunoensaio Soro
Apolipoproteina Al Nefelometria Soro
Apolipoproteina B Nefelometria Soro
Atividade da renina plasméatica Radioimunoensaio cinético Plasma

C3 — Fracao do complemento Nefelometria Soro

C4 — Frac&o do complemento Nefelometria Soro
Colesterol total Colorimétrico — Peroxidase Soro
Creatinina Colorimétrico — Jaffé Soro
Creatinofosfoquinase IFCC — Modificado de Szasz Soro
Ferritina Quimioluminescéncia Soro

Ferro Colorimétrico — Ferene Soro
Fibrinogénio Klauss modificado Plasma
Glicose Colorimétrico — Enzimatico Soro ou plasma
HDL - colesterol Colorimétrico - Enzimatico Soro

HbA1C HPLC Sangue Total
Hemograma Citoquimico / Isovolumétrico Sangue Total

Insulina de jejum

LDL — colesterol

Leptina

PCR-us

Peptideo natriurético tipo B
Potéassio

Saodio

Transferrina

Triglicérides

TSH

Quimioluminescéncia
Equacéo de Friedwald
Radioimunoensaio

Nefelometria e/ou aglutinacao

Quimioluminescéncia
Eletrodo ion-seletivo
Eletrodo ion-seletivo
Imunoturbidimetria
Colorimétrico — Peroxidase
Quimioluminescéncia

Soro
Soro
Soro
Soro
Plasma
Soro
Soro
Soro
Soro
Soro

IFCC= International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine; HbA1C=
hemoglobina glicada; HPLC= cromatografia liquida de alta eficiéncia; PCR-us= proteina C
reativa; TSH= hormdnio tireoestimulante (FONTE: Associacdo Fundo de Incentivo a

Pesquisa / IDPC)

Todas estas determinacdes foram realizadas seguindo orientagcoes do

fabricante (Siemens, Munique, Alemanha), em analisador automético —

Dimension RXL ou Centauro (Siemens, Munique, Alemanha) ou DADE

Behring CA 1500 (Siemens, Munique, Alemanha).
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O Homeostasis Model Assesment Beta (HOMA B), que avalia a

funcéo das células beta pancreaticas, foi calculado pela seguinte formula®:

HOMA B = (20 x Insulina de jejum)
(glicemia de jejum / 18) — 3,5

Os valores de referéncia sé&o: < 60% - secrecdo insuficiente de
insulina pelas células beta; = 250% - hipersecrecdo de insulina pelas células
beta; entre 60% e 250% - normais.

O Homeostasis Model Assesment IR (HOMA IR), que avalia a
resisténcia insulinica e cujo valor de referéncia € menor do que 2,71% para a

normalidade foi calculado com a seguinte férmula88:

HOMA IR = (glicemia de jejum x insulina de jejum) / 405

5.4 Avaliagao do Sono

54.1 Estratificacao de risco para apneia

Na estratificagdo do risco de disturbios do sono, os pacientes foram

avaliados em relagéo as suas caracteristicas antropométricas (peso, altura,

IMC, circunferéncias de cintura, quadril e cervical), e medica¢des indutoras

do sono.
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Foram aplicados o questionario de Berlim (Anexo B) e a Escala de
Sonoléncia de Epworth (Anexo C). O questionario de Berlim indica alto risco
para AOS quando possui pelo menos duas categorias “positivas”. Para uma
categoria ser considerada positiva, pelo menos duas respostas das
envolvidas pelo retadngulo devem ter sido assinaladas. A Escala de
Sonoléncia de Epworth indica sonoléncia excessiva quando acima de nove.
Ambos os métodos sdo de triagem, tendo o questionario de Berlim
sensibilidade e especificidade razoavel para ser incorporado na pratica

clinica diaria de avaliacédo de distlrbios do sono?“.

5.4.2 Polissonografia

A polissonografia, exame que faz o registro completo da atividade
elétrica cerebral, da respiracdo e de sinais indicativos de relaxamento
muscular, movimentos oculares, oxigenacdo sanguinea, frequéncia
cardiaca, durante uma noite em que o individuo dorme no hospital (Figuras 4
e 5), foi realizada no Polissonigrafo Digital Alice 5 (Respironics - Royal
Philips, Holanda), sob a supervisdo de profissional técnico especializado. A
leitura do exame e sua interpretacdo obedeceram as recomendacdes da
American Academy of Sleep Medicine publicadas em 20072, sendo
realizada por dois médicos do Laboratorio do Sono do IDPC, ambos tendo
recebido treinamento especializado em Medicina do Sono. A leitura dos
exames foi realizada de forma “cega” em relacdo a identificacdo dos

pacientes e suas caracteristicas clinicas. Na presenca de discordancia maior
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gque 20% entre os laudos (estagios do sono e IAH) dos dois médicos,

realizou-se revisdo em conjunto.

FIGURA 4. Polissonigrafo Alice 5 (Respironics - Royal Philips, Holanda)
e paciente apos o preparo para exame de polissonografia®
(FONTE: adaptado de Bittencourt LRA, et al. Rev Bras Hipertens
2009).
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FIGURAS. Trecho de tela de aquisicdo do exame de polissonografia.

(FONTE: Laboratorio do Sono - IDPC).

De cima para baixo: F3M2 a O2M1 = eletroencefalograma, LEOG
e REOG= eletro-oculograma esquerdo e direito; Chin EMG e
EMG1= eletromiograma da regido do mento; Flow e PFlow= curva
do fluxo respiratério pelo termistor e pela canula de pressao nasal
respectivamente; THO e ABD= curva de expansibilidade do térax
e abdome respectivamente; SpO»= saturacdo da oxi-hemoglobina;
micro= microfone; ECG 1= eletrocardiograma; LEG1 e LEG2=
movimento de membros inferiores; Body= posi¢do do corpo (ho

exemplo, E= esquerdo).

As instruces entregues ao paciente para o preparo ao exame de

1.

Lavar

polissonografia incluiram as seguintes recomendacdes:

a cabega com Xampu neutro,

condicionador ou gel;

nao usar

creme,
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2. Nao usar cremes, lo¢des ou hidratantes corporais;

3. Trazer roupa bem confortavel para dormir, sem elastico nos
punhos e tornozelos;

4. Trazer travesseiro (caso ndo se sinta confortavel usando outro) e
objetos de uso pessoal;

5. Barbear-se;

6. N&o usar esmalte de cor escura, manter unhas curtas;

7. No dia do exame evitar cafeina;

8. Nao ingerir bebida alcodlica nas 48 horas antes do exame;

9. Manter uso de medicamentos (a suspensdo somente devera ser
feita por recomendacao meédica prévia);

10. Trazer a(s) receita(s) médica(s) dos medicamentos dos quais faz
uso;

11. Trazer todos os medicamentos em uso.

5.5 Monitorizacdo ambulatorial da pressao arterial

A MAPA avaliou a PA nas 24 horas por meio do registro da pressao
arterial sistolica (PAS) e pressao arterial diastolica (PAD) a cada 20 minutos
na vigilia e 30 minutos no periodo do sono, pelo método oscilométrico. O
aparelho utilizado na Secéo de Hipertenséo Arterial e Nefrologia do IDPC foi
0 Spacelabs modelo 90207, (Spacelabs Healthcare, Issaghah, Washington,

EUA).
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5.6 Andlise da presséo central

A andlise da onda de pulso na aorta central foi realizada de forma
nao-invasiva pela tonometria de aplanacéo (registro da pressao sobre a
parede arterial por um transdutor) das artérias carotida e radial9l
proporcionando a obtencdo dos valores do indice de incremento
(augmentation index) da PA central e da velocidade de onda de pulso (VOP).
O dispositivo empregado foi o sistema SphygmoCor (AtCor Medical, West
Ryde, Australia) (Figura 6).

Para permitir o calculo da VOP, utilizou-se registro eletrocardiogréafico
simultaneo. A distancia entre as superficies foi medida partindo-se do pulso
da artéria carétida, geralmente na altura da proeminéncia da cartilagem
cricoide lateralmente, até o pulso radial no local de maior amplitude, onde se
posicionou o transdutor para a andlise®”®. Quanto a estimativa da
velocidade, posicionou-se o transdutor sobre a artéria a ser analisada por,
pelo menos, 11 segundos. A VOP foi automaticamente calculada como a
razdo entre a distancia da artéria carotida e a radial do mesmo lado e o
tempo necessario para que o sinal do ultrassom Doppler transitasse entre

elas??!.
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FIGURA 6. SphygmoCor (AtCor Medical, West Ryde, Australia).
(FONTE: www.atcormedical.com).

Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo médico em
sala com temperatura e iluminagdo agradaveis, sem ruidos externos.
Pacientes com diagnéstico de fibrilagdo atrial, flutter atrial, bradicardia ou
taquicardia ndo realizaram andlise de onda de pulso e VOP. Pacientes com
doenca carotidea demonstrada pelo ultrassom Doppler, ou por sopro ao
exame fisico, também néo realizaram a VOP. Tendo em vista o melhor
controle de qualidade, foram aceitos como validos apenas exames com
indice de operador maior ou igual a 80%.

No preparo para a realizacdo do exame, orientou-se antes do
procedimento:

* nao ingerir bebida alcodlica por pelo menos 12 horas;

* nao fumar ou ingerir cafeina por 4 horas pelo menos;
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* jejum de 6 horas, ou refeicao leve nesse periodo;

* repouso em posi¢cao supina por 10 minutos no minimo.

5.7 Utilizacdo das técnicas de biologia molecular

5.7.1 Extracdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) g  enbmico

O DNA genbmico dos pacientes foi extraido em triplicata, partindo-se
de 200 uL de sangue total e utilizando-se o0 conjunto de reagentes de
extracdo de DNA QIAamp DNA Blood (Qiagen Inc., Valencia, EUA). As
amostras de DNA extraidas foram quantificadas no sistema Quibit
(LifeTechnologies, Forest City, EUA), diluidas para 10 ng/uL, no préprio
tampao de eluicdo do reagente utilizado, e armazenadas em congelador a -

30 °C até o processamento.

5.7.2 Determinacdo dos single nucleotide polymorphisms (SNPs)

por pirosequenciamento

A determinacao dos SNPs foi realizada por meio do sistema PyroMark
Q24 (Qiagen Inc., Valencia, EUA), fundamentado no principio de
pirosequenciamento, sendo os iniciadores para a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a reacdo de pirosequenciamento construidos pelos

pesquisadores deste projeto, utilizando o programa PyroMark Assay Desing



39

2.0 (Qiagen, Inc., Valencia, EUA) fornecidos pela Invitrogen
(LifeTechnologies, Forest City, EUA).

A determinacao dos SNPs foi realizada por meio do sistema PyroMark
Q24 (Qiagen Inc., Valencia, EUA), fundamentado no principio de
pirosequenciamento, sendo os iniciadores para a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a reacdo de pirosequenciamento construidos pelos
pesquisadores deste projeto, utilizando o programa PyroMark Assay Desing
2.0 (Qiagen, Inc., Valencia, EUA) fornecidos pela Invitrogen
(LifeTechnologies, Forest City, EUA).

Na reacdo de PCR, cujo produto foi utilizado para a genotipagem no
pirosequenciamento, seguiu-se 0 seguinte protocolo para cada reacao:
12,5 pL de Pyromark PCR Master Mix; 2,5 uL de Coralload, 0,5 pL de
iniciadores sense e antisense de 0,01 nM e 10 ng/uL de DNA, totalizando o
volume final de 25 pL. Foram utilizados os seguintes ciclos térmicos no
termociclador: denaturacao inicial de 95 °C por 15 minutos, seguida de 45
ciclos de amplificacdo (30 segundos a 94 °C, 30 segundos na temperatura
especifica de cada gene analisado, e 30 segundos a 72 °C, finalizando por
10 minutos a 72 °C).

Apos estas etapas de otimizacdo da PCR (gradiente de temperatura e
visualizacdo em gel) para os SNPs avaliados, foi possivel prosseguir com a
realizacdo das reacdes de pirosequenciamento para a determinacdo dos
genotipos referentes a estes SNPs especificos, utilizando o método de

pirosequenciamento anteriormente descrito.
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5.7.3 Avaliacdo dos polimorfismos por pirosequencia mento e

analise do tamanho de fragmento de restricdo

Para todos os genes, exceto o ACE, o protocolo para reacdo de
pirosequenciamento consistiu no preparo do produto de PCR por meio de
um sistema de vacuo combinado com as etapas de fixacdo, denaturacéo e
lavagem. Para a programacdo do aparelho Pyromark Q24 (Qiagen, Inc.,
Valencia, EUA) para genotipagem, utilizou-se programa de computador
fornecido pelo fabricante, no qual é definida a sequéncia a ser analisada e a
ordem de dispensacdo dos nucleotideos. No aparelho, os seguintes
reagentes foram carregados: mistura de enzimas, substrato e quatro
desoxinucleotideos (A, T,C,G). Durante 0 pirosequenciamento, 0sS
desoxinucleotideos foram adicionados a cadeia de DNA presente no produto
de PCR. A adicdo desses nucleotideos a sequéncia de DNA gerou picos de
luz registrados em gréafico e, posteriormente, traduzidos para o fendtipo do
individuo.

Para o ACE, os fragmentos do DNA gendmico contendo seus
polimorfismos foram amplificados por PCR, sendo que os produtos gerados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao
(Trisborato-EDTA), corados com GelRed™ (Biotium), e visualizados no
fotodocumentador, utilizando-se como referéncia marcador molecular de
DNA. Para a deteccdo dos polimorfismos foi utilizada técnica de
Polimorfismo de Tamanho do Fragmento de Restricdo. Apds amplificacéo,

0os produtos de PCR gerados foram digeridos com a enzima de restricdo
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especifica. Os produtos da digestdo enzimatica do ACE foram analisados
por eletroforese em gel apropriado.

Selecionaram-se 0s seguintes genes para analise: ACE ID 55717478,
AGT: Met235Thr (rs699)%°; AGTR1: A1166C (rs5186)’%7>7°; CYP11B2: C-
344T  (rs1799998)5556:80-82;  ADD1:  Gly460Trp626383;  CYP17AL:
rs111915486467: CYP1A2 rs137894257.6567; NPPA: T2238C686%72: FGF5:
rs1699807357:6567  MTHFR rs17367504576567: ¢100rf107: rs153044057:67;
ZNF652: rs16948048%7; PLCD3: rs12946454%". Para cada SNP analisado
construiram-se dois iniciadores, sendo um deles obrigatoriamente marcado
com biotina, totalizando 18 oligonucleotideos ou iniciadores (Anexo D). O
equilibrio genético da populacéo foi avaliado pela Lei de Hardy-Weinberg?”’,

sendo a mesma respeitada para todos os genes analisados.

5.7.4 Extracdo de acido ribonucleico (RNA) de sangu e periférico

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit PAXgene™ (Blood RNA

System, PreAnalytiX QIAGEN, GmbH, Alemanha). Todos os procedimentos

foram realizados conforme o protocolo descrito pelo fabricante.

5.7.5 Andlise de expressao génica por PCR em tempo  real

A quantificacdo da expressdo de mRNA dos genes ACE, HIF-1 e

VEGF em células mononucleadas do sangue periférico foi realizada por

Transcricdo Reversa seguida de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-
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PCR) em tempo real utilizando-se o sistema de amplificacdo TagMan RT-
gPCR que apresentam sondas marcadas com fluoréforos de sinal (reporter)
e blogueador (quencher) do tipo MGB (AppliedBiosystems, Foster City, CA,
EUA).

O complemento do DNA (cDNA) foi sintetizado utilizando-se 1-3 ug de
RNA, 200 ng deoligonucleotideos aleatorios (randomprimers) (Invitrogen
Corporation, Carlsbad,CA, EUA), DTT 20 mmoles/L (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, EUA), desoxinucleotideos 200 moles/L (GE Healthcare do
Brasil, Brasil), enzima SuperScriptTM Il RT RNaseH 100-200 U e tampéao RT
(Tris-HCI 50 mM, KCI 75 mM, MgCI2 3 mM) (InvitrogenCorporation,
Carlsbad, CA, EUA), em volume final de 20 yL por reacdo, contendo agua
esterilizada e tratada com dietilpirocarboneto. O ensaio de RT-PCR realizou-
se em aparelho Mastercycler Personal (Eppendorf, Hamburg, Alemanha)
com as seguintes etapas: 25°C por 10 minutos; 42 °C por 50 minutos
e 70 °C por 15 minutos.

O cDNA obtido foi armazenado a —20 °C até a realizacdo da PCR. Os
demais reagentes foram fornecidos em solucdo denominada Master Mix
(AppliedBiosystems, Foster City, CA EUA) contendo MgCI2 25 mM,
desoxinucleotideos 10 mM, AmpEraseR UNG 30 U, enzima AmpliTaqg Gold
150 U e tampéo de reacdo (TagMan® Universal PCR Master Mix), em
volume final de 25 uL por reacéo.

A PCR em tempo real, ou PCR quantitativa, foi realizada seguindo as
seguintes etapas: (1) um ciclo de 2 minutos a 50 °C (ativacdo da Enzima

UNG); (2) um ciclo de 10 minutos a 95 °C (inativacdo da Enzima UNG); (3)
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40 ciclos de 15 segundos a 95 °C (desnaturacdo) e 1 minuto a 60 °C
(hibridizacdo e extensdo). Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos
fluoréforos das sondas TagMan foram detectados pelo equipamento ABI
Prism 7500 Fast (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados
foram analisados utilizando-se o programa Sequence Detection Software
versao 1.2.3 (AppliedBiosystems, Foster City, CA EUA) que gera curvas
semilogaritimicas dos sinais de amplificacao.

A quantificacao relativa da expresséao génica foi realizada utilizando-
se a selecdo de gene enddgeno, escolhido de acordo com a avaliacdo de
seis diferentes genes (GAPD, HRPT1, SDHS, HMBS, B2M e UBC) em dez
amostras de cDNAs provenientes de pacientes dos grupos em analise. Apos
a reacdo de RT-PCR, os dados foram analisados no programa geNorm
(PrimerDesignLtd.). O gene com menor variagdo entre as amostras foi
escolhido como controle enddgeno.

As eficiéncias das reacfes dos genes em estudo e controle endégeno
foram determinadas utilizando-se como parametro o ciclo treshold®. Os
resultados de expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real foram comparados entre 0s grupos por meio da equacao descrita

por Livak e Schmittgen®.



Analise Estatistica
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O presente estudo apresenta-se como analise transversal de
pacientes hipertensos, avaliados de acordo com a presenca de HAR e AOS.
A inclusdo de pacientes teve inicio em abril de 2011 e término em janeiro de
2013.

O numero amostral foi calculado considerando-se a prevaléncia de
AOS nos dois grupos, ndo-HAR (controle) e HAR, de acordo com o
encontrado na literatura até o inicio do presente estudo. Conforme analises
prévias citadas anteriormente, estima-se que a AOS esteja presente em
aproximadamente 38% dos ndo-HAR?® e em cerca de 64% dos HAR?:. A
partir dessas estimativas, considerando um nivel de significancia de 5% e
poder estatistico de 95%, calculou-se o numero minimo da amostra de
93 para cada grupo, ou seja, total de 186 pacientes.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa
IBM® SPSS® Statistics, versdo 20 (IBM®, NY, EUA). Inicialmente, todas as
variaveis foram analisadas segundo a presenca ou ndo de HAR. Para as
variaveis qualitativas, calculou-se as frequéncias absolutas e relativas e a
comparacao entre proporcdes foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado de
Pearson ou Teste exato de Fisher, caso houvesse frequéncias esperadas
menores que 5. Os dados quantitativos foram analisados de acordo com a

distribuicio de cada variavel. As varidveis com  distribuicdo
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aproximadamente Normal foram descritas em médias = desvios padréo e
comparadas utilizando-se o teste t de Student para amostras independentes.
Nos casos em que a hipotese de distribuicdo Normal foi rejeitada, os dados
foram resumidos em medianas e intervalos interquartis (percentis 25 e 75) e,
entdo, comparados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A
verificacdo de normalidade de todas as variaveis quantitativas realizou-se
com base em estatisticas descritivas, coeficientes de assimetria e curtose,
histogramas, box-plots e grafico normal de probabilidades (Normal plot).

Para avaliar o efeito da AOS sobre as variaveis observadas, os
pacientes foram separados em grupos de acordo com o critério de
classificacdo da AOS definido pela American Academy of Sleep Medicine®:
sem apneia (IAH até 5 eventos/hora), apneia leve (IAH maior que 5 até
15 eventos/hora), moderada (IAH maior que 15 até 30 eventos/hora) ou
grave (IAH maior que 30 eventos/hora). Para as comparacdes foi utilizado
teste Qui-quadrado ou Fisher para as variaveis qualitativas e Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo método de comparacbes multiplas de
Tukey, para as variaveis quantitativas. A hipotese de igualdade de variancias
foi verificada pelo teste de Levene e, quando rejeitada, usou-se a correcao
de Brown-Forsythe e as comparac¢des multiplas de Dunnet. Para as variaveis
quantitativas com distribuicdo ndo normal, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Kruskall-Wallis.

Com o intuito de controlar possiveis fatores de confusdo, as
comparacdes entre grupos que mostraram diferencas estatisticamente

significantes foram reanalisadas considerando-se a influéncia de covariaveis.
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Para tanto, foram ajustados modelos de Anélise de Covariancia (ANCOVA),
nos quais foram investigadas todas as interacdes entre variaveis.
O nivel de significancia considerado para os testes foi de 5% e todos

os testes avaliaram hipéteses bilaterais.



Aspectos Eticos e Financiamento




49

Todos o0s procedimentos realizados estiveram de acordo com
recomendacdes e diretrizes das principais sociedades especificas da area
no pais, tendo sido o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IDPC — processo 3849. Todos o0s pacientes que participaram do estudo
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente
aprovado por este Comité.

O material biologico (amostras de soro e amostras de acidos
nucleicos) foi armazenado no Laboratorio de Biologia Molecular para
estudos futuros; neste caso, apds serem aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa e com autorizac&o do sujeito de pesquisa.

O suporte financeiro para a realizacdo das analises genéticas e
aquisicdo do Polissonigrafo Digital Alice 5 (Respironics - Royal Philips,
Holanda) e do SphygmoCor (AtCor Medical, West Ryde, Australia) foram
provenientes da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao Paulo,

com processo numero 2010/07364-0.



Resultados
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8.1 Caracterizacdo da amostra - comparacdes entre p  acientes com e

sem hipertensao arterial resistente

Foram incluidos no estudo 205 pacientes hipertensos, sendo 105 com
hipertensédo resistente (grupo HAR) e 100 sem resisténcia ao tratamento
anti-hipertensivo (grupo ndo-HAR). As caracteristicas clinicas e dados de PA
para o total de pacientes, e segundo a presenca de HAR, estdo descritos
nas Tabelas 3 a 5.

Observou-se que entre pacientes com HAR havia predominio do sexo
feminino, maior proporcéo de raca ndo branca (pardos e negros), diabéticos,
dislipidémicos, antecedente pessoal de evento cerebrovascular e
antecedente familiar de DAC. Além disso, notou-se neste grupo menor
proporcao de etilistas quando comparado ao ndo-HAR (Tabela 3).

Em relacdo a PA, o grupo HAR apresentou maiores meédias de PA,
tanto periférica quanto central, e menor descenso da PAS no sono
comparado ao grupo ndo-HAR (Tabelas 4 e 5).

Entre os HAR, a analise da prevaléncia de farmacos em uso mostrou
maior frequéncia de uso de anti-hipertensivos (Gréafico 2), assim como de

acido acetil salicilico, ezetimiba, metformina, insulina e alopurinol (Grafico 3).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes hi pertensos
resistentes e nao resistentes.

Total Nao-HAR HAR
n=205 n=100 n=105  Pvalor
Caracteristicas demograficas
Idade*, anos 55,4+10,1 552+10,7 555+94 0,835
Sexo feminino, n (%) 115 (56) 48 (48) 67 (64) 0,025
Raca branca, n (%) 121 (59) 71 (71) 50 (48) 0,006
Dados antropométricos
IMC*, kg/m? 31,9+6,6 31,2+7,0 32,7+6,2 0,117
CC*, cm 39,4+4,2 39,4+4,5 39,4+4,1 0,947
CA*, cm 107,3+14,5 106,4+15,7 108,2+134 0,412
CQ*, cm 109,4 £13,7 107,9+14,7 110,6 +12,7 0,203
Antecedentes, n (%)
Tabagismo 21 (10) 13 (13) 8 (8) 0,465
Etilismo 57 (28) 38 (38) 19 (18) 0,002
Atividade fisica 42 (20) 22 (22) 20 (19) 0,609
Diabetes 78 (38) 28 (28) 50 (48) 0,004
Dislipidemia 155 (76) 69 (69) 86 (82) 0,035
DAC 17 (8) 6 (6) 11 (10) 0,314
AVC /AIT 12 (6) 1(2) 11 (10) 0,005
IAPC 4(2) 1(1) 3(3) 0,622
AF de DAC 71 (35) 22 (22) 49 (47) <0,001
AF de hipertenséo arterial 125 (61) 58 (58) 67 (64) 0,474

N&o-HAR = grupo néo resistente; HAR = grupo com hipertenséo arterial resistente; IMC =
indice de massa corporea; CC = circunferéncia cervical; CA = circunferéncia abdominal; CQ
= circunferéncia do quadril;, DAC = doenca arterial coronaria crénica; AVC = acidente
vascular cerebral; AIT = ataque isquémico transitério; IAPC = insuficiéncia arterial periférica
crbnica; AF = antecedente familiar.

* média + desvio padrao.
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Tabela 4. Pressao arterial no consultério e pela MA
hipertensos resistentes e ndo resistentes.

PA dos pacientes

Total Nao-HAR HAR
n=205 n=100 n=105 p-valor
Pressdo arterial no consultorio
PAS, mm Hg 147,5 + 28,1 138,0 +19,3 156,6 + 31,9 <0,001
PAD, mm Hg 87,9+16,5 84,3 +13,3 91,3+18/4 0,002
MAPA
PAS 24h, mm Hg 132,5+ 19,6 128,3+14,2 136,4 + 22,8 0,003
PAD 24h, mm Hg 79,7 £13,6 77,6 £9,8 81,6 £16,1 0,036
PAS vigilia, mm Hg 135,1 + 20,0 131,1+145 138,7 +23,5 0,007
PAD vigilia, mm Hg 82,3+14,0 80,4 £10,2 84,1+16,7 0,059
PAS sono, mm Hg 124,1 +£19,9 118,7 £ 15,2 129,1+22,5 <0,001
PAD sono, mm Hg 71,4+13,1 68,8 +10,3 73,9+14,8 0,005
Descenso PAS, % 8,1+7,9 9,4+7,1 6,9 +8,5 0,030
Descenso PAD, % 13,4 £9,2 14,3 +£8,9 12,6 £9,5 0,209
Medicagdo HA 39+21 22+1,3 56+1,2 < 0,001

N&o-HAR = grupo néo resistente; HAR = grupo com hipertensdo arterial resistente; PAS =
pressao arterial sistdlica; PAD = pressao arterial diastolica; Medicacdo HA = nimero de
farmacos anti-hipertensivos em uso.

Dados apresentados em média + desvio padrao.

Tabela 5. Analise da pressao arterial central dos p acientes
hipertensos resistentes e ndo resistentes.
TOTAL Nao-HAR HAR
n = 205 n = 100 n=105  Pvaler
indice de incremento, % 32,1+13,1 31,7+15,3 32,6 10,6 0,702
VOP, m/s 8,8+2,1 84+16  88(7,7-10,5) 0,160
Radial
PAS, mm Hg 142,1 +235 132,3+1455 151,4+26,6 <0,001
PAD, mm Hg 82,9+13;3 79,0£8,9 86,7 £ 15,6 0,001
Adrtica
PAS, mm Hg 132,5+225 122,8+145 141,6+249 <0,001
PAD, mm Hg 84,1 +£135 80,1+8,9 87,8 £15,9 0,001

N&o-HAR = grupo nao resistente; HAR = grupo com hipertenséo arterial resistente; VOP =
velocidade de onda de pulso; PAS = pressdo arterial sistélica; PAD = presséo arterial
diastolica.

Dados apresentados em média + desvio padréo.
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M nao-HAR

M HAR

GRAFICO 2. Farmacos anti-hipertensivos em uso pelos pacientes
resistentes e nao resistentes.
N&o-HAR = grupo néo resistente; HAR = grupo com hipertenséo
arterial resistente; IECA = inibidor da enzima conversora da
angiotensina; BRA = bloqueador do receptor da angiotensina; ACC
= antagonista dos canais de calcio.
*p < 0,05 na comparacéo entre 0S grupos.
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Farmacos nao anti-hipertensivos em uso pelos
pacientes resistentes e ndo resistentes.

N&o-HAR = grupo néo resistente; HAR = grupo com hipertenséo
arterial resistente.

*p < 0,05 na comparacéo entre 0S grupos.
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Entre as caracteristicas laboratoriais, no grupo HAR foram
observados menores valores de colesterol total, LDL-colesterol, hemoglobina
e hematdcrito, aléem de taxas mais elevadas de HbAlc, transferrina e
fibrinogénio (Tabelas 6 e 7). Com o intuito de verificar se as diferencas entre
HAR e ndo-HAR em relacdo a HbAlc estariam associadas a idade, IMC,
circunferéncia abdominal e presenca de DM, as médias de HbAlc nos dois
grupos foram novamente comparadas, levando-se em conta estas
covariaveis. No modelo inicial em que foram incluidas idade, IMC e
circunferéncia abdominal, a diferenca se manteve estatisticamente
significante (p= 0,031), indicando que pacientes HAR apresentavam maior
meédia de HbAlc, independentemente da idade e composicdo corporal. No
entanto, quando incluiu-se a DM, verificou-se que entre os nao diabéticos
nao havia diferenca entre HAR e ndo-HAR quanto a HbAlc (p= 0,304),
porém, entre os diabéticos, a média de HbAlc no grupo HAR permaneceu
maior que no grupo ndo-HAR (p= 0,002).

Ja em relacdo a inflamacéo sistémica e as caracteristicas hormonais
do sistema renina-angiotensina-aldosterona, os pacientes do grupo HAR
apresentaram maiores taxas de aldosterona, C4 e PCR-us (Tabela 7). Apos
ajuste por sexo, idade e IMC, as diferencas permaneceram significantes
para a aldosterona (p = 0,001) e o C4, sendo que para este ultimo, apos
controle por dislipidemia e DM, o achado ainda continuou significante
(p= 0,043). Em relacdo ao PCR-us, ap0s ajuste por sexo, idade e IMC, a

diferenca se manteve entre os homens (p < 0,001), mas nao entre as
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mulheres (p= 0,195). Entretanto, ap0s ajuste para DM e dislipidemia, a

diferenca entre os grupos passou a ser néo significante (p= 0,093).

Tabela 6. Caracteristicas metabdlicas dos pacientes hipertensos
resistentes e nao resistentes.

TOTAL Nao-HAR HAR

n = 205 n = 100 n=105  Pvalor
Col total, mg/dL* 175,5+37,8 182,3 £40,2 169,1 £ 34,3 0,012
Triglicérides', mg/dL  133,5 (93,5-182,7) 140 (100,0-190,0) 124 (90,0-180,5) 0,166
HDL-col, mg/dL* 449 +13,0 454 +14,1 445 +12,0 0,620
LDL-col, mg/dL* 100,5 + 34,7 106,1 + 35,9 95,3+£32,8 0,025
gz?gﬁf\poAl, 0,71+0,23 0,74 40,25 0684021 0,065
GJ, mg/dL! 95 (88,0-107,0)  95(87,0-102,0) 96 (89,0-114,0) 0,117
HbAlc, %* 6,2+1,1 6,0£0,7 6,4+1,3 0,007
HOMA IR, %' 2,5 (1,6-3,5) 2,3 (1,5-3,3) 2,6 (1,8-4,2) 0,068
HOMA B, %' 32,1(22,1-47,6) 31,9 (19,5-47,6) 32,5(23,8-47,9) 0,468
Leptina, ng/mL" 23,4 (10,4-42,3) 21,2(10,6-41,0) 25,8(8,8-44,7) 0,777

N&o-HAR= grupo néo resistente; HAR= grupo com hipertensdo arterial resistente;
Col= colesterol; ApoB= Apolipoproteina B; ApoAl= Apolipoproteina Al; GJ= glicemia de
jejum; HbA1C= hemoglobina glicada; HOMA B= Homeostasis Model Assesment Beta;
HOMA IR= Homeostasis Model Assesment IR.
* média * desvio padrdo; T mediana (p25-p75)
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Tabela 7. Perfil inflamatério, renal e hormonal dos pacientes
hipertensos resistentes e ndo resistentes.

TOTAL N&o-HAR HAR

n = 205 n = 100 n=105  Pvalor
Acido urico, mg/dL* 59%£1,6 59+£1,6 6,0£1,7 0,437
C3, mg/dL* 113,7 £ 26,9 112,0 £ 25,3 115,6 = 28,8 0,380
C4, mg/dL* 23,076 21,7+6,9 24,4 £8,1 0,021
PCR-us, mg/L" 3,9 (1,2-8,0) 2,3(0,9-7,0) 6,0 (1,8-9,0) 0,016
Hemoglobina, g/dL* 13,7+15 139+15 135+14 0,022
Hematocrito, %* 41,8 £ 3,7 42,4 £3,7 41,2 £ 3,7 0,014
Ferritina, ng/mL" 115,4 (45,9-201,1) 136,9 (57,8-211,2) 90 (36,8-201,1) 0,059
Ferro, pg/dL* 84,1+27,6 86,3 £ 28,0 81,8 27,0 0,244
Transferrina, mg/dL* 256,8 + 36,1 250,9 + 38,8 262,5+32,4 0,025
Fibrinogénio, mg/dL* 296,1 + 69,5 282,8 + 63,6 309,6 £72,9 0,008
Creatinina, mg/dL* 0,9+0,2 0,9+0,2 0,9+0,3 0,453
TFG, mL/min* 98,7 £27,4 99,2 + 25,8 98,2 £ 28,9 0,797
Aldosterona, ng/mL" 6,4 (3,1-11,2) 5,6 (2,4-9,5) 7.4 (3,3-12,8) 0,010
ARP, ng/mL/h' 2,5 (0,6-6,2) 1,9 (0,6-5,9) 2,5(0,5-9,00 0,593
Aldo/ARPT 2,3(0,8-6,7) 2,2 (0,7-5,8) 2,9(0,9-7,7) 0,344
Potassio, mEg/mL* 4,004 40+0,3 4005 0,800
TSH, ulu/mL 1,8 (1,2-2,8) 1,9 (1,2-3,1) 1,7 (1,1-2,6) 0,318
BNP, pg/mL' 10,1 (5,1-21,8) 9,8 (5,3-16,7) 10,7 (4,9-30,8) 0,434

N&do-HAR= grupo nao resistente; HAR= grupo com hipertensdo arterial resistente;
PCR-us= proteina C reativa ultrassensivel; TFG= taxa de filtracdo glomerular calculada pela
féormula de Cockcroft-Gault; ARP= atividade da renina plasmatica; Aldo/ARP= relacéo
aldosterona / ARP; TSH= horménio tireoestimulante; BNP= peptideo natriurético tipo B.

* média * desvio padrdo; T mediana (p25-p75)

Na avaliacdo do sono, ndo foram encontradas diferencas significantes
em relacdo ao uso de indutores do sono entre os grupos HAR e ndo-HAR
(2% e 7% respectivamente, p= 0,175) e na Escala de Sonoléncia de Epworth
(10,6 £ 5,3 vs. 10,0 £ 6,2, p= 0,412). De acordo com o Questionario de
Berlim, ambos os grupos apresentaram 80% de prevaléncia de pacientes

com alto risco para AOS (sem diferenca significativa).



58

Ap0s a polissonografia, o grupo HAR revelou ter maior laténcia para a
fase de sono Rapid Eye Movement (REM) (valor de referéncia: entre 70 e
120 minutos'®), e a eficiéncia do sono (razdo entre o tempo total de sono e
o tempo disponibilizado para dormir, ou o tempo “na cama” — valor de
referéncia: maior que 85%%) foi menor quando comparada ao grupo néo-
HAR (Tabela 8). Também houve diferenca quanto aos indices de
movimentos periddicos dos membros (PLM), sugerindo que a movimentacao
de membros € maior entre os pacientes sem hipertensao resistente. Quando
analisada apenas a positividade dos indices PLM (valores maiores que
zero), verificou-se que o grupo ndao-HAR apresentou maior proporcdo de
pacientes com indices PLM positivos (78% vs. 64% do grupo HAR, p= 0,026,
para o indice PLM e 76% vs. 57% do grupo HAR, p= 0,004, para o indice
PLM associado a despertar). Tais diferencas permaneceram significantes,
apos controle por sexo, idade e dados laboratoriais (hemoglobina,

hematacrito, taxa de filtragdo glomerular, ferro, ferritina e transferrina).



Tabela 8. Avaliagcdo do sono dos pacientes hipertens

nao resistentes.
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0S resistentes e

TOTAL N&o-HAR HAR

n = 205 n = 100 n=105  Pvalr
Apneia (IAH > 15), % 64 (31) 28 (28) 36 (34) 0,367
IAH, eventos/h' 7,0 (1,9-21,9) 5,8 (1,6-16,9) 8,9 (2,1-24,5) 0,308
SpO: basal, %* 96,3+1,9 96,2+1,5 96,4 +2,3 0,433
SpO, média, %* 94,0+2,8 93,9+2,6 94,1+29 0,601
SpO2 minima, %* 81,7+12,0 81,7+119 81,6 +12,2 0,934
Tempo SpO; < 90%, min' 2,5 (0-19,0) 3,0 (0-19,0) 2,0 (0-21,0) 0,469
Laténcia do sono, min® 12,5(6,5-21,0) 11,5(6,5-19,4) 13,5(6,5-22,0) 0,174
Eficiéncia do Sono, %* 75,7 +13,7 78,1+11,2 73,5+155 0,016
indice de despertar, %" 17,0 (11,9-27,2) 17,5(12,6-25,3) 16,6 (10,8-29,4) 0,660
Tempo acordado, min* 73,0+42,1 65,5+ 33,0 80,2 +£ 48,4 0,094
Estagio N1, %" 13,8 (8,4-19,6) 13,3(8,5-17,9) 14,3 (8,2-20,8) 0,400
Estagio N2, %* 50,4 +£11,2 51,7+9,9 49,2 +12,2 0,107
Estagio N3, %* 18,1 +8,4 17,2+7,6 18,9+9,1 0,151
Sono REM, %* 15,772 16,4+7,0 14974 0,151
Laténcia do REM, min* 133,7+77,4 120,3+70,8 146,6 + 81,7 0,016
indice PLM, eventos/h' 0,7 (0-2,2) 1,0 (0,2-2,1) 0,3 (0-2,2) 0,054
:j”eds'girfa'-r',\"eiszt’g's";‘ﬁfs 2 04(0-13  07(0215  02(0-13) 0020

N&o-HAR= grupo ndo resistente; HAR= grupo com hipertensdo arterial resistente;

IAH= indice de apneia e hipopneia (eventos/hora); SpO»= saturacdo da oxi-hemoglobina;
REM= Rapid Eye Movement; PLM= movimento periédico dos membros.

* média * desvio padrdo; T mediana (p25-p75)

8.2 A apneia obstrutiva do sono nos pacientes hiper

tensos

Considerando o total de 205 pacientes, observou-se que o IAH,

utilizado para diagnostico da AOS, variou entre 0 e 118 eventos/hora, com

mediana de 7 eventos/hora. A distribuicdo dos pacientes quanto ao IAH
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apresentada no Grafico 4, revela que houve grande concentracao de

pacientes com IAH inferior a 10 eventos/hora.
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GRAFICO 4. Distribuicdo dos pacientes de acordo com indice de
apneia e hipopneia.
IAH= indice de apneia e hipopneia.

De acordo com o critério de classificacdo da AOS definido pela

American Academy of Sleep Medicine®® verificou-se que, do total de
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pacientes, 91 (44,4%) ndo tinham apneia (IAH até 5 eventos/hora),
50 (24,4%) tinham apneia leve (IAH maior que 5 até 15 eventos/hora),
30 pacientes (14,6%) tinham apneia moderada (IAH maior que 15 até
30 eventos/hora) e 34 pacientes (16,6%) tinham apneia considerada grave
(IAH maior que 30 eventos/hora).

Apesar de ter sido observado percentual pouco maior de pacientes
com apneia no grupo HAR, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos HAR e ndo-HAR quanto a classificacdo da AOS (p= 0,242,
Gréfico 5). Também nao houve diferenca entre os grupos quando analisada
apenas a presenca de apneia de qualquer gravidade (p= 0,195) ou somente

apneia moderada ou grave (p= 0,332).

Nao-HAR HAR

15,2%

18,0%
N AOS grave

AOS grave

AOS modera'da

23,0%
AOS leve

AOS leve

GRAFICO 5. Distribuicdo dos pacientes hipertensos resistentes e nao
resistentes quanto a classificacdo da apneia (p= 0,242
para as comparacdes entre os dois grupos).
N&o-HAR= grupo ndo resistente; HAR= grupo com hipertensao
arterial resistente; AOS= apneia obstrutiva do sono.
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A avaliacdo do sono, de acordo com o IAH, evidenciou que pacientes
com AOS grave apresentaram menores valores médios e minimos de SpOz,
e maior tempo com SpO:2 abaixo de 90%, quando comparados aos demais
grupos. A qualidade do sono também se apresentou prejudicada nos
pacientes com AOS grave, demonstrada pelo maior indice de despertar e de
sono estagio N1, e menor tempo em sono estagio N3. Estes resultados

estdo apresentados no Anexo E.

8.3 Efeito da apneia sobre o controle da pressdo ar terial,

metabolismos glicidico e lipidico, e atividade infl amatoria

Para entender a relacdo entre a AOS e as demais variaveis
observadas, os quatro grupos (apneia ausente, leve, moderada e grave)
foram comparados em relacdo a caracteristicas clinicas, pressao arterial,
perfil glicidico, lipidico e inflamatorio.

Conforme o esperado, a elevacdo do IAH se mostrou claramente
associada ao aumento de valores relacionados a composicéo corporal. Os
pacientes com apneia de qualquer gravidade tiveram, em média, maior IMC
e maiores medidas de circunferéncias cervical, abdominal e de quadril, além
de maior taxa de obesidade quando comparados aos pacientes sem apneia.
Entre os pacientes com apneia (seja leve, moderada ou grave), ndo houve
diferenca quanto ao IMC; mas foi observado que os pacientes com AOS

grave apresentaram maior circunferéncia abdominal em relacdo aqueles



63

com AOS leve e maiores circunferéncias cervical e de quadril que os
pacientes com AOS leve ou moderada (Tabela 9).

Em relacdo ao sexo, constatou-se que pacientes com AOS grave
apresentaram maior propor¢cdo de homens quando comparados aos outros
trés grupos de apneia. Curioso notar que pacientes com AOS (de qualquer
gravidade) relataram fazer mais atividade fisica que os sem AOS.

As prevaléncias de uso de medicacdes entre 0os grupos foram
verificadas de acordo com a gravidade da apneia, porém nenhuma diferenca

significante foi observada.



Tabela 9. Caracteristicas clinicas dos pacientes de

classificacao da apneia.
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acordo com a

arterial, %

Sem AOS AOS leve AOS mod AOS grave
n=91 n =50 n =30 n=234
Caracteristicas demograficas
Idade*, anos 53,0 +10,9 57,4+9,0 57,3+9,2 56,8 + 8,7
Sexo feminino, % 59 (65) 28 (56) 17 (57) 11 (32)abc
Raca branca, % 55 (60) 33 (66) 15 (50) 18 (53)
Dados antropométricos
IMC*, kg/m? 29,2+5,8 33,2 +6,0° 33,7+6,32 36,1 +6,82
Obesidade, n (%) 39 (43) 35 (70)? 20 (67)? 28 (82)2
CC*, cm 37,3+3,3 40,2 £ 3,72 40,2 + 3,82 43,0 + 4,53b¢
CA*, cm 100,5+13,7 109,4+11,5* 110,9+12,6% 119,3+1253°
CQ*, cm 102,9+11,9 111,7+10,9% 111,1+12,3% 120,7 +14,43b¢
Antecedentes
Tabagismo, % 10 (11) 3 (6) 4 (13) 4(12)
Etilismo, % 21 (23) 14 (29) 11 (37) 11 (32)
Atividade fisica, % 10 (11) 14 (28)? 9 (30)2 9 (26)?
Diabetes, % 32 (35) 18 (36) 12 (40) 16 (47)
Dislipidemia, % 64 (70) 41 (82) 24 (80) 26 (76)
DAC, % 7 (8) 5 (10) 2(7) 3(9)
AVC /[ AIT, % 4 (4) 4 (8) 2 (7) 2 (6)
IAPC, % 1(1) 2 (4) 1(3) -
AF de DAC, % 34 (37) 17 (34) 12 (40) 8 (23)
AF de hipertensdo g, g 30 (60) 16 (53) 17 (50)

AOS= apneia obstrutiva do sono; mod= moderada; IMC= indice de massa corpoérea;
CC-= circunferéncia cervical, CA= circunferéncia abdominal; CQ= circunferéncia do quadril;
DAC= doenca arterial coronaria crénica; AVC = acidente vascular cerebral; AIT= ataque
isquémico transitério; IAPC= insuficiéncia arterial periférica; AF= antecedente familiar.

* média + desvio padrao.

2 p < 0,05 quando comparado ao grupo sem AOS; P p < 0,05 quando comparado ao grupo
com AOS leve; ¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo com AOS moderada
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8.3.1 Efeito da apneia sobre a presséao arterial

No grupo com apneia leve, a analise da PA, de acordo com a
classificacdo da AOS, evidenciou menores valores de PAD na vigilia e sono
quando comparado ao grupo sem apneia (Tabela 10). Por sua vez, os
pacientes com apneia grave apresentaram menor descenso do sono da PAD
quando comparados com aqueles com apneia moderada e estes, por sua
vez, maior descenso quando contrapostos aos grupos sem apneia e com
apneia leve. Constatou-se que a PAS medida no consultorio diminuiu de
acordo com a gravidade da apneia; no entanto a diferenca nao foi
significante estatisticamente (p=0,778).

Quando se analisou apenas a presenca de AOS, independentemente
da gravidade, verificou-se que ndo houve diferenca entre pacientes com e
sem apneia quanto a PAS, seja medida no consultério ou na MAPA, mas
pacientes com apneia apresentaram menores valores de PAD nas 24 horas
(77,4 vs. 82,7 mm Hg, p = 0,006), na vigilia (85,4 vs. 79,9 mm Hg, p= 0,006)

e durante o sono (74,6 vs. 69,0 mm Hg, p= 0,004).



Tabela 10. Pressao arterial (em mm Hg) no consultor
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io e pela MAPA

dos pacientes de acordo com a classificacdo da apne  ia.
Sem AOS AOS leve AOS mod AOS grave
n=91 n =50 n =30 n=234

Pressdo arterial no consultorio

PAS 149,5 + 30,6 147,7 + 26,1 1452 +21,4 144,2 + 29,7

PAD 89,7 £17,7 86,2 +16,0 83,4+123 895+16,4
MAPA

PAS 24h 134,2 +22,3 130,3+17,3 131,9+16,8 131,7+17,4

PAD 24h 82,7 £15,2 76,7 £11,9 779+124 779+ 11,3

PAS vigilia 136,8 + 22,6 132,4 +17,6 135,7+17,9 134,1+18,1

PAD vigilia 85,4 +£15,5 79,1 +12,62 81,1+132 80,2+11,4

PAS sono 126,2 + 22,6 122,7 + 18,7 120,5+16,4 123,7+16,8

PAD sono 74,6 £14,6 68,6 +£ 10,3 67,7+115 70,4+12,1

Descenso PAS, % 7,7+7,9 7,1+8,7 119+7,1 75 +6,7

Descenso PAD, % 12,7 +£9,0 128+8,1 18,5+11,5%> 124 +8,5°¢
Medicagdo HA 3,8+23 39+1,8 40+23 39+1,9

AOS= apneia obstrutiva do sono; mod= moderada; MAPA = monitorizacdo ambulatorial da
pressao arterial; PAS= pressao arterial sistdlica em mm Hg; PAD= presséo arterial diastdlica
em mm Hg; Medicacdo HA = nimero de farmacos anti-hipertensivos em uso.

Dados apresentados em média + desvio padrao? p < 0,05 quando comparado ao grupo sem
a p <0,05 quando comparado ao grupo sem AOS; ? p < 0,05 quando comparado ao grupo
com AOS leve; ¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo com AOS moderada

A associacao entre a AOS e a reducao na PAD (nas 24 horas, vigilia
e sono) foi novamente analisada, considerando-se as caracteristicas clinicas
que se mostraram associadas a apneia (sexo, IMC e atividade fisica) e a
presenca de HAR como variavel de controle. As medidas de circunferéncia
(cervical, cintura e quadril) ndo foram levadas em conta por serem muito
correlacionadas com o IMC. Em todos os modelos identificaram-se
interacOes significantes entre AOS e sexo e entre AOS e HAR, indicando

que o efeito da AOS sobre a PAD depende do género e da presenca de

HAR. Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que a presenca da
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AOS esta relacionada a menor PAD apenas nas mulheres e em pacientes

com HAR.

Tabela 11. Efeito da apneia sobre a pressdo arteria | diastélica medida

pela monitorizagao arterial da pressao arterial nas 24 horas,
na vigilia e no sono.
Sem AOS Com AOS
n=o1 n=114 p-valor
PAD 24h, mm Hg
Homens 80,1 +13,1 81,5+12.8 0,632
Mulheres 83,2+12,7 74,3+13,1 0,001
Grupo nédo-HAR 76,2+129 77,2+13,2 0,695
Grupo HAR 87,1+18,8 78,6 £13,4 0,002
PAD vigilia, mm Hg
Homens 83+14,2 84,4+12,8 0,652
Mulheres 85,6 +13,5 76,7 £13,8 0,001
Grupo nédo-HAR 79,1+£13,6 79,9 £13,2 0,764
Grupo HAR 89,6 £ 19,7 81,2+13/4 0,004
PAD sono, mm Hg
Homens 72,7+12,6 719+121 0,772
Mulheres 75,5+12 66,2 +13,1 < 0,001
Grupo ndo-HAR 68,4 +12,9 67,8+125 0,802
Grupo HAR 79,8 £18,8 70,3+12,6 < 0,001

AOS = apneia obstrutiva do sono; MAPA = monitorizacdo ambulatorial da presséo arterial;
PAD = presséo arterial diastolica.

Dados apresentados em média + desvio padrdo, controlado pelo indice de massa corporea
— estimativas obtidas nos modelos ANCOVA. Atividade fisica ndo foi significante em
nenhum modelo.

Na avaliacdo da pressao central (Tabela 12), ndo houve diferenca
entre os grupos quanto ao indice de incremento, VOP e pressfes radial e

aortica aferidas pela tonometria.
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Tabela 12. Analise da presséao arterial central dos pacientes de acordo
com a classificacdo da apneia.

Sem AOS AOS leve AOS mod AOS grave

n=91 n =50 n =30 n=34
indice de incremento, % 33,9 +11,9 31,7+13,5 30,2+8,9 30,3+17,5
VOP*, m/s 8,3(7,5-10) 8,8(7,7-10,2) 8,1(7,0-8,9) 9,9(8,3-10,4)
Radial
PAS, mm Hg 141,0+23,7 142,8+20,7 144,1+26,3 142,0+26,3
PAD, mm Hg 82,3+11,6 82,6 +13,9 795+12,7 87,7+16,2
Adrtica
PAS, mm Hg 131,8+21,1 133,6+21,0 132,7+24,6 132,3+27,1
PAD, mm Hg 83,5+11,9 83,8 +13,9 80,6 +12,8 88,6 +16,5

AOS = apneia obstrutiva do sono; mod = moderada; VOP = velocidade de onda de pulso.
Dados apresentados em média + desvio padrédo exceto por VOP (*) em mediana (p25-p75).

8.3.2 Efeito da apneia sobre o metabolismo glicidic o e lipidico

Na andlise das variaveis metabolicas, observou-se que a AOS
associou-se a piora da resisténcia insulinica, pois pacientes com AOS
moderada ou grave apresentam maiores valores de HOMA IR do que
pacientes sem AOS (Tabela 13). Entretanto, quando consideramos outras
variaveis (sexo, IMC e HAR), as diferencas entre os grupos deixam de ser
significantes (p= 0,405). Isto pode ser explicado pela correlagéo entre o IMC
e HOMAIR (r= 0,459, p < 0,001), ou seja, o efeito da AOS foi detectado
apenas porque o0s pacientes com AOS tém maior IMC. Nao foram

encontradas outras diferencas significantes dentre as variaveis metabdlicas.



69

Tabela 13. Caracteristicas metabolicas dos paciente s hipertensos de
acordo com a classificacao da apneia.
Sem AOS AOS leve AOS maod AOS grave
n=91 n=>50 n=30 n =34
Col total, mg/dL* 176,0 £ 35,7 174,7 + 43,7 186,6 + 37,4 165,3 + 32,2

TriglicéridesT,
mg/dL

HDL-col, mg/dL*
LDL-col, mg/dL*

ApoB/ApoAl,
mg/dL*

GJ, mg/dL?
HbAlc, %*

HOMA IR —
valores em log, %"

HOMA B, %'
Leptina, ng/mL*

117,0 (88,0-163) 140,0 (92,0-188,0) 148,0 (106,0-226,0) 151,0 (109,0-209,0)

46,7 £ 13,5 459+1238 42,2+12,6 41,1+119
103,2 £ 33,3 95,4 + 39,3 110,9 £ 33,9 91,4 +28,9
0,7+0,2 0,7+0,2 0,8+0,2 0,7+0,2

93,0 (87,0-102,0) 97,0 (89,0-103,0)  100,0 (89,0-124,0) 95,0 (91,0-110,0)

6,1+1,2 6,2+0,9 6,6+1,3 6,3+0,7
0,30 + 0,28 0,40 + 0,25 0,53 + 0,362 0,46 +0,242
28,2 (19,4-42,5) 34,5 (22,5-43,3) 37,6 (28,9-60,2) 44,4 (27,6-53,4)
22,3(8,8-42,3) 16,8 (8,9-44,7) 25,8 (13,9-38,7) 35,8 (16,5-44,0)

AOS= apneia obstrutiva do sono; mod= moderada; Col= colesterol; ApoB= Apolipoproteina
B; ApoAl= Apolipoproteina Al; GJ= glicemia de jejum; HbA1C= hemoglobina glicada;
HOMA IR= Homeostasis Model Assesment IR; HOMA B= Homeostasis Model Assesment

Beta.

* média * desvio padrao; T mediana (p25-p75).
a p <0,05 quando comparado ao grupo sem AOS;  p < 0,05 quando comparado ao grupo
com AOS leve; ¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo com AOS moderada.

8.3.3 Efeito da apneia sobre a atividade inflamator  ia

A Tabela 14 mostra as comparacgdes entre as classes da AOS em

relacdo a atividade inflamatéria. No Gréfico 6, pode-se notar aumento

gradativo dos valores de acido urico; no entanto, foram detectadas

diferencas significantes apenas entre os extremos (sem AOS e AOS grave).

Apds ajuste por sexo, IMC e presenca de HAR, o efeito da AOS sobre o

acido urico perdeu a significancia (p= 0,300). Porém, convém ressaltar que o

grupo de pacientes com AOS grave apresentou maior propor¢cao de homens
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e que estes tiveram, em média, acido Urico mais elevado que as mulheres

(6,7 £1,7 mg/dL vs. 5,4 £ 1,4 mg/dL, p < 0,001).

Tabela 14. Perfil inflamatorio, renal e hormonal do s pacientes
hipertensos de acordo com a classificacdo da apneia

Sem AOS AOS leve AOS mod AOS grave
n=91 n =50 n=30 n=34

Acido urico, mg/dL* 56+1,5 59+1,2 6,4+1,5 6,7+2,22
C3, mg/dL* 107,1 £ 28,5 116,9 £ 26,5 117,5+215 122,8+24,62
C4, mg/dL* 20,6 £6,2 245+78¢2 249+96¢2 252+7,72
PCR-us, mg/L* 2,1(0,8-6,0) 5,0 (1,4-8,4) 6,0 (2,3-10,0) 6,0 (1,5-9,5)
Hemoglobina, g/dL* 13,7+1,5 138+1/4 135+14 141+£15
Hematdcrito, %* 41,7+ 3,6 416 £3,9 41,4+3,8 42,6 + 3,6
Ferritina, ng/mL" 98,3 (42,7-201,0) 128,6 (57,8-207,0) 119,3 (80,6-181,1) 132,3 (44,4-211,2)
Ferro, pg/dL* 86,8 + 30,3 82,4+23,9 79,6 £22,4 83,2+29,5
Transferrina, mg/dL* 260,4 +42,0 250,5 + 33,0 256,3 + 28,2 257,1 +28,7
Fibrinogénio, mg/dL* 279,6 £ 66,2 301,4+62,9 318,5+69,4 315,3+79,2
Creatinina, mg/dL* 0,9+0,2 0,9+0,3 0,9+0,3 0,9+0,3
TFG, mL/min* 95,6 £ 26,1 99,5 + 26,2 98,1+32,5 106,5 £ 27,6
Potassio, mEg/mL* 40+04 40+04 4,1+0,3 3,9+0,3
Aldosterona, ng/mLT 5,8 (2,5-11,9) 6,9 (3,6-11,2) 6,6 (3,2-10,1) 5,3(2,3-8,7)
ARP, ng/mL/ht 1,6 (0,4-4,9) 2,7 (0,7-10,1) 3,8(1,2-12,9) 2,6 (0,5-6,4)
Aldo/ARPT 3,6 (1,5-8,6) 2,2 (0,7-7,9) 1,6 (0,3-4,3) 2,2 (0,7-4,8)
TSH, ulu/mL 25+21 19+1,2 21+0,9 2,7+x41
BNP, pg/mL* 9,1 (3,2-19,4) 11,3 (5,1-21,3) 8,8 (5,6-24,3) 11,2 (5,9-32,2)

N&o-HAR= grupo néo resistente; HAR= grupo com hipertensdo arterial resistente;
PCR-us= proteina C reativa ultrassensivel; TFG = taxa de filtracdo glomerular calculada
pela férmula de Cockcroft-Gault; ARP= atividade da renina plasmatica; Aldo/ARP= relagéo
aldosterona / ARP; TSH= hormonio tireoestimulante; BNP= peptideo natriurético tipo B.

* média * desvio padrdo; T mediana (p25-p75).

ap < 0,05 quando comparado ao grupo sem AOS.
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GRAFICO 6. Acido urico de acordo com a classificagdo da apneia -

Intervalos de confianga de 95% para as médias.
AOS= apneia obstrutiva do sono.

Também foram encontradas diferencas em relacdo a C3 e C4, cujos
intervalos de confianca de 95% para as médias estdo representados nos
Gréficos 7 e 8. Para o C3, foi observada maior média entre os pacientes com
apneia grave, quando comparados aos pacientes sem apneia; e, para o C4,
independentemente do grau, 0S pacientes com apneia apresentaram
maiores médias do que a encontrada entre 0s pacientes sem apneia. As
diferencas permaneceram significantes, mesmo apds controle por sexo,
IMC, HAR, dislipidemia e DM para o C4 (p= 0,019), mas nado de forma

robusta para o C3 (p= 0,098).
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GRAFICO 7. C3 de acordo com a classificacdo da apneia - Intervalos

de confianca de 95% para as médias.
AOS= apneia obstrutiva do sono.
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GRAFICO 8. C4 de acordo com a classificacdo da apneia - Intervalos
de confianca de 95% para as médias.
AOS= apneia obstrutiva do sono.
8.4 Analise dos polimorfismos genéticos
8.4.1 Polimorfismos genéticos nos hipertensos resis tentes e néo

resistentes

Os pacientes com HAR apresentaram diferencas nas prevaléncias de
polimorfismos dos genes AGTR1: A1166C (rs5186), CYP17A1: rs11191548,
CYP1A2 rs1378942 e c10orfl07: rs1530440, com predominio dos alelos

selvagens nos pacientes HAR (Tabela 15).



Tabela 15. Frequéncia (%) dos genotipos nos pacient

resistentes e ndo resistentes.

74

es hipertensos

TOTAL

N&o-HAR

HAR

Genes Genotipos n =205 n =100 n =105 p-valor
D/D 36,3 38,4 34,3
f,g)E I/D 47,3 455 49,0 0,830
I/l 16,4 16,2 16,7
AGT ciC 37,8 33,3 422
Met235Thr cIT 45,3 475 43,1 0,398
(rs699) TIT 16,9 19,2 14,7
AGTR1 A/A 59,7 48,5 70,6
A1166C A/C 34,8 43,4 26,5 0,005
(rs5186) c/C 55 81 2.9
CYP11B2 T 36,3 36,4 36,3
C-344T cIT 46,8 41,4 52,0 0,108
(rs1799998) c/c 16.9 222 118
GIG 70,1 63,6 76,5
ADD1
Gly460Trp GIT 25,9 30,3 21,6 0,092
T/T 4,0 6,1 2.0
CYP17A1 v 836 6.8 90,2
rs11191548 = 14,9 21,2 8,8 0,037
Ci/C 1,5 2,0 1,0
c , GIG 36,3 29,3 43,1
YP1A
rs1378942 GIT 473 475 47,1 0,017
T 16,4 23,2 9.8
G/IG 6,5 6,1 6,9
NPPA
T2238C GIA 31,8 30,3 33,3 0,855
A/A 61,7 63,6 59,8
A/A 63,7 56,6 70,6
FGF5
rs16998073 AT 33,8 40,4 27,5 0,118
TT 2,5 3,0 2,0
G/G 1,0 1,0 1,0
MTHER
rs17367504 AIG 184 17,2 19,6 0,906
AIA 80,6 81,8 79,4
00rf10 c/C 75,1 68,7 81.4
c100rf107
rs1530440 ciT 21,9 29,3 14,7 0,037
TT 3,0 2,0 3,9
AIA 42,8 42,4 43,1
ZNF
rs16948048 AIG 41,8 42,4 41,2 0,983
GIG 15,4 15,2 15,7
PLCD3 ATA 68,2 68,7 67,6
rs12946454 AIT 27,4 26,3 28,4 0,888
T 4,5 51 3,9
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N&o-HAR= grupo néo resistente; HAR= grupo com hipertensdo arterial resistente;
ACE= angiotensin | converting enzyme; AGT= angiotensinogen; AGTR1= angiotensin Il
receptor, type 1; CYP11B2= cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2;
ADD1= adducin 1 (alpha); CYP17A1= cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide
1; CYP1A2= cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2; NPPA= natriuretic
peptide A; FGF5= fibroblast growth factor 5; MTHFR= methylenetetrahydrofolate reductase
(NAD(P)H); c100rfl07= chromosome 10 open reading frame 107; ZNF652= zinc finger
protein 652; PLCD3= phospholipase C, delta 3.

8.4.2 Polimorfismos genéticos de acordo com a class  ificagdo da

apneia

Quando os pacientes hipertensos foram analisados ,considerando-se
a classificacdo da AOS, o Unico polimorfismo que apresentou diferenca de
prevaléncia foi o ACE entre os grupos sem AOS e AOS moderada
(p= 0,018) e também entre AOS leve e AOS moderada (p= 0,024) (Tabela

16).

Tabela 16. Frequéncia (%) dos gendtipos de acordo ¢ om a
classificacdo da apneia obstrutiva do sono.

Sem AOS AOS leve AOS mod AOS grave

Gene Genotipos
n=91 n =50 n=30 n=34
D/D 41,6 44,9 10,0 33,3
ACE I/D 46,1 40,8 60,0 48,5
I/l 12,4 14,3 30,0 18,2

AOS= apneia obstrutiva do sono; mod = moderada; ACE= angiotensin | converting enzyme.
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8.5 Avaliacdo da expressdo de mRNA e a presenca de  hipertenséo

arterial resistente

A comparacdo entre os grupos de acordo com a presenca de
resisténcia a terapia anti-hipertensiva ndo mostrou diferenca significante em
relacdo a expressdo do mRNA dos genes ACE, HIF-1 e VEGF. Em relacdo a
classificacdo da apneia, também nao foi observada diferenca entre os

grupos e a expressao génica.



Discussao
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9.1 A hipertenséao arterial resistente

Nos 205 pacientes hipertensos analisados foram observadas
caracteristicas que concordam com o conhecimento atual sobre o paciente
hipertenso resistente, ou seja, esses individuos apresentaram maior nimero
de comorbidades associadas, como DM e dislipidemia, antecedente pessoal
de evento cerebrovascular, e antecedente familiar de DAC quando
comparados a individuos nédo resistentes®10.11.28.101 O predominio do sexo
feminino e a maior proporcdo de raca ndao branca (pardos e negros) no
grupo HAR encontrados neste estudo também estiveram associados a
resisténcia a terapia anti-hipertensiva em diversos trabalhos, como nos
dados do National Health and Nutrition Examination Surveys em que foram
analisados mais de 13.000 pacientes desde 1988 até 200812102,

O encontro de menor proporcédo de etilistas entre os pacientes com
HAR, quando comparados ao ndo-HAR, diverge da literatural®® e pode ser
explicado pelas orientacbes para mudancas no estilo de vida mais
veementes neste grupo ja em seguimento ambulatorial no IDPC, em média
ha 3 anos, na época de inclusdo no estudo. Além disso, é possivel que
tenha ocorrido maior conscientizacdo tanto do médico como da equipe

multiprofissional e, talvez, do proprio paciente quanto ao seu maior risco
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cardiovascular, como também da necessidade de ac¢des mais solidas para
diminuir tal risco.

Apesar do maior numero de farmacos anti-hipertensivos em uso no
grupo HAR, as pressfes se mostraram mais elevadas em comparacdo aos
individuos ndo-HAR. Adicionou-se, entdo, ao pior risco cardiovascular
conhecido na populacdo HARE, o encontro de menor descenso do sono da
PAS quando comparada ao grupo de ndo-HAR. Deve-se ressaltar,
entretanto, que na média, o descenso da PAS foi atenuado para ambos o0s
grupos, adicionando maior risco cardiovascular a populacédo analisada'®s.

Os menores valores de colesterol total e LDL-colesterol no grupo HAR
provavelmente ocorreram pelo maior uso de ezetimiba nestes individuos, ja
que a literatura sugere o inverso, ou seja, a presenca de maiores niveis de
colesterol, possivelmente associado a obesidade comumente encontrada
nesta populacdo'®. Apesar da maior porcentagem de uso de insulina e
metformina, encontrou-se no grupo HAR maiores valores de HbALc;
entretanto, a diferenca ndo se manteve significativa entre os ndo diabéticos
qguando foi considerado o diagndstico prévio de DM.

Em relacdo aos marcadores inflamatoérios, os pacientes do grupo HAR
comparados aos ndo-HAR apresentaram maior valor de PCR-us, porém,
apos ajuste por sexo, idade, IMC, DM e dislipidemia, esta diferenca passou a
ser nao significante. Deve-se notar, todavia, que o PCR-us se manteve com
valores dentro da normalidade na populacéo estudada. A literatura descreve
a associacdo de hipertensdo com inflamacdo e doenca cardiovascular em

diversos trabalhos, envolvendo classicamente marcadores como O
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PCR-us®3643 inclusive na populagdo com HAR*, mas, em relacdo ao
complemento, tanto C3 quanto C4, conforme encontrado na populacéo
analisada, ha poucos dados disponiveis?®.

Outro fato marcante para o grupo HAR foi o encontro de menores
taxas de hemoglobina e hematdcrito, assim como maiores valores de
saturacdo da transferrina. As caracteristicas hematoldgicas encontradas
poderiam sugerir, apesar dos valores de hemoglobina e hematdcrito ainda
dentro dos limites da normalidade, anemia do doente crdnico, ou como
alguns autores denominam, anemia da inflamacédo crénical®®. Entretanto, o
achado de saturacdo da transferrina aumentada € discordante desta
hipétesel®. Ainda divergindo do presente achado, em trabalho que avaliou
101.377 holandeses saudaveis doadores de sangue observou-se correlacéo
positiva entre PA e taxas de hemoglobinal®’.

Apesar do aumento da aldosterona, mesmo em niveis considerados
fisiolégicos, ser associado ao maior risco de desenvolvimento de
hipertensdo!®®1%9 e a HARY na populagcdo do presente estudo a
observacédo desta elevacdo no grupo HAR comparada ao ndo-HAR pode ser
também atribuida pela maior prevaléncia de individuos em uso de
espironolactona no primeiro grupo.

Em relacédo a eficiéncia do sono, na populacdo HAR encontraram-se
menores valores em comparacdo aos nao-HAR, sendo que ambos o0s
grupos estiveram abaixo dos limites da normalidade (> 85%)%°. Além disso,
no grupo nao-HAR encontrou-se maior tempo de laténcia para o sono REM,

jA em niveis acima do considerado normal (entre 70 e 120 minutos)®,
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quando comparado ao grupo ndo-HAR. Estes achados podem estar
associados ao estado de maior atividade simpatica encontrada nos
pacientes hipertensos'!!, o que também contribuiria para o aumento da
aldosterona anteriormente relatado no grupo HAR.

O menor indice de PLM no grupo HAR parece ter sido um achado
sem importancia, uma vez que ele so é considerado patolégico se maior que
5 eventos/h''?2, Ademais, ndo houve diferenca entre HAR e ndo-HAR quando
considerado este ponto de corte (9% dos ndo-HAR tinham indice PLM maior

que 5 eventos/h versus 11% do grupo HAR, p= 0,567).

9.2 A apneia obstrutiva do sono

Na populacéo hipertensa analisada, houve predominio de pacientes
sem apneia (44%), seguidos daqueles com AOS leve (24%), moderada
(15%) e grave (17%), sendo que nao se encontrou diferenca significante na
prevaléncia de AOS nos individuos de acordo com a presenca de HAR,
independente de sua gravidade. Esta relativa semelhanca entre os grupos
pode ser explicada pelo fato dos pacientes terem sido recrutados em
ambulatorios de alta complexidade, sendo que os nao-HAR também
apresentaram prevaléncia significativa de comorbidades associadas, como
DM (28%), dislipidemia (82%) e obesidade (55%), sendo, esta ultima, com
mesmo percentual entre os grupos ndao-HAR e HAR.

Dificil, entretanto, entender porque a prevaléncia de AOS nesta

amostra (31% para IAH maior que 15 eventos/hora) diferiu da



82

literatural31416.21.22 " mostrando menor propor¢cdo de AOS nos individuos
HAR (34%) do que observado em analises préviasi®23, E provavel que,
conforme ja demonstrado, a classificacdo dos eventos respiratorios na
polissonografia de acordo com a recomendacdo do manual da American
Academy of Sleep Medicine de 2007 possa ter contribuido para subestimar o
IAH no presente estudo!!3.

Concordando com a literatura, a elevacdo do IAH mostrou-se
claramente associada a obesidade?230.114.115 (IMC, circunferéncias cervical,
abdominal e de quadril). Em relacdo ao sexo, também de encontro aos
estudos prévios, pacientes com AOS grave apresentaram maior proporgcao
de homens quando comparado aos outros trés grupos de apneial®?2:23,

O curioso achado de pacientes com AOS relatarem fazer mais
atividade fisica do que aqueles sem AOS pode ter ocorrido ja que devido ao
encontro de maior IMC, possivelmente, assim como para o etilismo nos
pacientes com HAR, houve orientacées de forma mais intensiva quanto a

mudanca de estilo de vida.

9.21 A apneia obstrutiva do sono e seus efeitos na pressao
arterial, metabolismos glicidico e lipidico, e ativ idade

inflamatoria

O encontro de menores valores de PAD nas 24 horas, vigilia e sono
pela MAPA no grupo com AOS, independente da gravidade, comparado aos

sem AOS foi achado intrigante e resultou em analises multivariadas com
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diversos modelos. Concluiu-se, assim, que a presenca da AOS se relacionou
a menor PAD apenas nas mulheres e em pacientes com HAR, ou seja,
pode-se depreender que nos demais subgrupos analisados (Tabela 11) nédo
houve associacdo da AOS com a PA. Estes resultados discordam da ampla
maioria dos estudos que descrevem classicamente correlacdo positiva entre
PA e AOS**52, Mais uma vez, poderia se atribuir ao tratamento “intensivo”
no grupo HAR o encontro de menores niveis de PAD. Quanto ao género, 0
sexo feminino ndo se mostra preditor de adesdo a terapéutica anti-
hipertensiva e, assim, a explicacdo anteriormente citada ndo poderia ser
aplicada®tl’, Qutros fatores como a idade foram analisados, entretanto ndo
se mostraram diferentes entre 0s sexos.

Quanto ao descenso da PA no sono, interessante observar que, em
relacdo a PAS, ndo houve diferenca entre os grupos de acordo com a AOS.
Ja para a PAD, os pacientes com AOS grave apresentaram menor descenso
guando comparados aos com apneia moderada, e estes, por sua vez, maior
descenso quando contrapostos aos grupos sem apneia e com apneia leve.
Vale ressaltar que o descenso do sono para a PAD esteve dentro dos
valores da normalidade (= 10% e < 20%),118 em todos os grupos, de acordo
com a AOS, o que nao ocorreu para o da PAS que apresentou atenuado
(> 0 e < 10%)**8, Classicamente, a AOS tem sido associada a descenso da
PA no sono diminuido ou ausente?4'19 resultante da atividade simpatica
aumentada durante o sono, independente da presenca de hipertenséo
diurna, conforme observado entre AOS grave e moderada no presente

estudo; entretanto, dados mais recentes discordam deste paradigma?® e
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sugerem, ainda, que o tempo entre as medidas da PA pela MAPA deveria
ser menor em pacientes com AOS*29,

Apesar de varios estudos demonstrarem a associacao entre a AOS e
a resisténcia insulinica'?l-124, na presente andlise, apds correcdo para Sexo,
IMC e HAR, a diferenca do HOMA IR entre os pacientes, de acordo com a
classificacdo da AOS, ndo se manteve. Ressalta-se que a maioria dos
individuos na populacédo analisada era obesa, o que pode ter interferido na
tentativa de se mostrarem as diferencas entre os grupos.

Importante notar que marcadores inflamatorios, como o C3 e o C4,
apresentaram, respectivamente, maiores médias em pacientes com AOS
grave e também nos individuos com AOS (independente da gravidade)
mesmo apos controle por sexo, IMC e HAR. Todavia, apos ajuste para DM e
dislipidemia, permaneceram as diferencas significantes para o C4, mas néo
ao C3. Tanto para o C3 como para o0 C4, as taxas se mantiveram dentro dos
limites da normalidade para o padrdo das analises laboratoriais do IDPC,
entre 88 a 201 mg/dL e 13 a 45 mg/dL, respectivamente. A constatacédo do
aumento do complemento ja foi descrita associada ao desenvolvimento de
hipertensdo®, e relacionada a populacdo HAR*S, entretanto, tanto para a

populacdo hipertensa*’ quanto para a com AOS os trabalhos séo escassos.
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9.3 Genética

No grupo HAR houve predominio dos alelos selvagens, ou seja, maior
prevaléncia de A/A no AGTR1, T/T na CYP17A1, G/G na CYP1A2 e C/C no
c100rf107 quando comparados aos nédo-HAR.

Em relag&o aos polimorfismos ACE, AGT e AGTR1, os resultados da
literatura sdo conflitantes ao tentar relaciona-los a hipertensdo. Conen et
al.’t7>, ao avaliarem estes polimorfismos, ndo verificaram nenhuma
evidéncia de associacdo consistente com hipertensdo em mulheres
caucasianas. O Framingham Heart Study observou ligagdes significativas
entre o gendtipo do ACE 1I/D, com a PA entre os homens, mas néo entre as
mulheres76. Entretanto, outros estudos mostraram que 0S mesmos
polimorfismos apresentam associacdo com a hipertensdo’*’:’® em ambos
0S géneros.

A predominancia do alelo T/T do gene CYP17A1 rs11191548 nos
pacientes do grupo HAR, comparado aos demais alelos, concorda com
andlises do genome-wide association studies (GWAS)®6:67 que associou este
alelo & maior PA. E importante notar que outros SNPs deste mesmo gene
foram avaliados em outros estudos e que resultados controversos podem
estar associados a estas variacdes nos SNPs estudados®>-67,

Resultados conflitantes foram descritos relacionando a PA aos
polimorfismos da CYP1A2 rs1378942, gene associado com o0 metabolismo
de varios farmacos®’%567 sendo que a presente analise discorda de grande

andlise do GWA que identificou correlacdo entre o alelo C/C e PAD>7/6567,
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Para o polimorfismo do c100rf107 rs1530440, a GWA®’ evidenciou
que o alelo T se associou com menores valores de PAD; entretanto, a
presente analise mostrou associa¢ao do T/T com HAR.

Na populacdo analisada, de acordo com a classificacdo da AOS, o
anico polimorfismo que apresentou diferenca significante de prevaléncia foi o
ACE com predominio do alelo ID nos pacientes com AOS moderada,
colaborando com os resultados conflitantes que analisam a associagédo ACE
a AOS'?>130 Assim como a hipertensdo, a AOS é possivelmente doenca
poligénica e certamente multifatorial''?, dificultando a associacdo de um
anico gene com a sua presenca ou gravidade.

Em resumo, mesmo grandes estudos até o momento ndo foram
concordantes em imputar a determinados polimorfismos genéticos
associacdo clara com a hipertenséo. E possivel atribuir esta dificuldade as
caracteristicas proprias da hipertensdo, ou seja, varios genes envolvidos, a
interferéncia do meio ambiente (alimentacéo, atividade fisica, estresse) e de
outras determinantes, como a concomitancia de obesidade, dislipidemia,
DML, Além disso, a epigenética, acdo ambiental que promove eventos
moleculares especificos relacionados a expressdo génica e prevé
mecanismos subjacentes para muitos eventos de imprinting ou
programacdo®®!, tem sinalizado que alteracées na metilacdo do DNA e
modificacbes na histona podem também se associar a caracteristicas

individuais dos pacientes®”.



Conclusao




88

Na populacdo analisada, a prevaléncia de AOS entre pacientes
hipertensos foi significativa, particularmente entre obesos e do sexo
masculino.

A presenca de AOS associou-se somente no sexo feminino e em
pacientes com HAR a menores valores de PAD, quando comparados aos
pacientes sem AOS.

Pacientes com AOS grave apresentaram menor descenso do sono da
PAD, porém em todos os grupos este foi atenuado.

A inflamacdo sistémica também se mostrou associada a AOS,
imputando fator de risco adicional a estes pacientes.

Os pacientes do grupo HAR comparados aos nao-HAR apresentaram
maior prevaléncia de fatores de risco cardiovascular classicos como DM,
dislipidemia, doenca cerebrovascular, antecedente familiar de DAC,
elevacdo da PA e descenso do sono atenuado.

No grupo HAR encontrou-se menor eficiéncia do sono e aumento da
laténcia para o sono REM.

Estudos maiores que avaliem ndo somente o DNA e a expressao de
MRNA mas suas funcionalidades sdo necessarios para melhor definir o

papel da genética na hipertensao e AOS.
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ANEXO A

Termo de consentimento livre e esclarecido

TITULO DO ESTUDO: Avaliacdo da influéncia da apneia obstrutiva do
sonho sobre a pressao, metabolismo glicidico, lipidico e inflamatério em

pacientes hipertensos resistentes
CENTRO: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia
Investigadora: Dra Carolina Gonzaga

N* DO PACIENTE: INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar deste estudo para
avaliar o efeito das alteracées do sono, glicose “(ag¢ucar do sangue”), colesterol
(“gordura do sangue”) sobre a PA de dificil controle, e sobre outras doencas
cardiacas, informacdes que ainda nao estdo bem estabelecidas atualmente. O
objetivo deste estudo € também avaliar os fatores genéticos da hipertenséo
resistente ao tratamento e o possivel envolvimento com a sindrome da apneia
obstrutiva do sono (doenga em que o individuo faz pausas na respiragéo

enquanto dorme) e o perfil de inflamacgao.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Apos ler todo o presente termo de consentimento, e tirar duvidas, o(a)
senhor(a) caso queira participar deste estudo assinara o termo em duas vias, e
levara uma copia para casa. A duracdo total do estudo sera de

aproximadamente 1 més.

Na Visita 0, durante a consulta médica, sera feita anamnese (historia
clinica), exame fisico, e medida da PA. Serdo checados os critérios de inclusdo
e exclusao dos participantes. Na Visita 1 sera realizada a polissonografia. No
dia seguinte pela manha ou até 15 dias depois (Visita 2), serao feitas a analise
da PA central de forma ndo invasiva e instalacdo da medida ambulatorial da PA

(MAPA), a qual sera retirada 24 horas apos.
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continuagao

Na analise da pressao central, sera utilizado um pequeno transdutor, um
pouco maior e semelhante a uma caneta, que sera colocado sobre o trajeto de
suas artérias carétida (no pescoco), femural (na virilha) e radial (no punho). O
meétodo & ndo-invasivo, indolor, e a duracao total em torno de 30 minutos. Para
a polissonografia, sera necessario que o(a) senhor(a) passe uma noite no
hospital, quando seu sono sera monitorado por uma equipe especializada que
verificara parametros respiratorios atravées de oximetria de pulso, cinta
abdominal e toracica, e cateter de fluxo nasal, além de eletroencefalograma, e
eletrodos para detectar movimentos oculares, de musculos da face e das
pernas. Antes e apds o teste sera colhido aproximadamente 40 mL do seu
sangue. As amostras serdo utilizadas para medir glicose, colesterol e outros
lipideos, hormdnios da tiredide e também para realizar os testes genéticos,

relacionados a hipertenséo, dislipidemia e inflamacgao.

Um pouco do sangue coletado durante o estudo sera, caso o(a)
senhor(a) concorde, conservado e guardado no Laboratéric de Biologia
Molecular, por no maximo 5 anos, sendo utilizado para analisar genes

relacionados a hipertensao, dislipidemia e inflamacdo. O(a) senhor(a) concorda

que seu sangue seja guardado?

Sim, eu concordo () Nao, eu ndo concordo ( ) — mesmo que
o(a) senhor(a) ndo concorde que parte do seu sangue seja armazenado, o(a)

senhor(a) podera participar do estudo.

Na Visita 3, programada para até 1 més apds a polissonografia, serdo
entregues os resultados dos exames e serdo fornecidas orientagbes meédicas

guanto aos seus diagnosticos e tratamentos.

RISCOS E DESCONFORTOS

Os riscos ou desconfortos envolvidos sdo: puncéo venosa para coleta de
sangue podendo causar dor, hematoma (acumulo de sangue embaixo da pele)
ou raramente infeccao na pele; durante a MAPA podera ocorrer desconforto
pelas medidas da PA; e durante o estudo do sono, podera haver desccnforto

pelo posicionamento das cintas abdominais e toracicas.
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BENEFICIOS POTENCIAIS

O beneficio do estudo podera ser o melhor entendimento dos
mecanismos que controlam sua PA, e, além disso, as informacdes coletadas
durante o estudo poderdo beneficiar pacientes futuros com risco ou diagnostico

de hipertensao.

ALTERNATIVAS A PARTICIPAGAO

Caso o(a) senhor(a) ndo queira participar deste estudo, recebera

atendimento rotineiro no IDPC nao implicando em prejuizo do seu tratamento.

CONFIDENCIALIDADE

Se o(a) senhor(a) aceitar participar deste estudo, todos os seus registros
meédicos serdo verificados pela equipe de pesquisa em busca de dados para o
estudo. Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ofa)
senhor(a) esta dando permissdo para que isso seja feito. Sua identidade sera
mantida em segredo quando os resultados do estudo forem publicados, pois,
o(a) senhor(a) esta autorizando o seu dados a serem publicados em revistas,
artigos e serem tema de debates e aulas. As informacdes coletadas durante o
estudo serdo armazenadas em um computador, mas seu nome ndo. Seu

médico sera informado de sua participacdo neste estudo

NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado sobre quaisquer novos achados importantes que se
tornarem disponiveis durante o estudo que possam influenciar seu desejo de

continuar ou nao a participar do estudo.
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PARTICIPAGAQ VOLUNTARIA E CONSENTIMENTO

Sua participacdo neste estudo & voluntaria. O(a) senhor(a) pode se
recusar a participar ou pode desistir, a qualquer momento durante o estudo,
sem ter que dar explicacdes. Isso ndo mudara a qualidade de atendimento que

vocé estara recebendo muito menos em qualquer tipo de penalidade.

Os membros da equipe de pesquisa podem encerrar sua participacéo no
programa de pesquisa apds analise das razdes pelo Comité de FEtica em
Pesquisa da Instituicido. O motivo sera explicado a vocé e pode ser devido a
alguma alteracao médica que pode coloca-lo em risco de outras complicagoes
se continuar a participar, cancelamento do estudo pela coordenacao do estudo,
por vocé nao cumprir as orientacdes dadas pela equipe de pesquisa ou outras
questbes administrativas. Caso isso venha a acontecer seu tratamento

continuara sendo feito pelo seu medico.

TRATAMENTO MEDICO/INDENIZAGAO

Os custos de seu tratamento regular durante o estudo ndo serao
arcados pela patrocinadora ou pelo Centro de Pesquisa. Os danos
relacionados a este estudo clinico sdo quase os mesmos de um tratamento
comum, visto que os exames realizados sdao semelhantes ao da rotina dos

pacientes hipertensos resistentes do IDPC.

Em caso de duvida a respeito de danos relacionados a pesquisa ou caso
o(a) senhor(a) apresente uma reacdo adversa (efeito colateral) durante o
estudo entre em contato imediatamente com Dra. Carolina Gonzaga no
telefone 5085-6144 ou com a Dra Adriana Bertolami, telefone 5085-6047. O
servico de pronto-socorro do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia estara
pronto a recebé-lo e trata-lo em caso de intercorréncias, também entrando em

contato com o medico responsavel pelo estudo caso necessario.

Ao assinar este termo vocé nao abre mao de nenhum direito legal.
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SOLICITAGAO DE INFORMAGQOES ADICIONAIS

As investigadoras clinicas, Dra. Carolina Gonzaga, tel 5085-6144, e Dra
Adriana Bertolami, tel 5085-6047, irdo responder todas as duvidas que o(a)
senhor(a) possa ter sobre sua participacéo neste estudo. Em caso de duvidas

ou preocupacdes quanto aos seus direitos como participante deste estudo, o(a)

senhor(a) pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do

Instituto Dante Pazzanese de Cardiclogia no tel 5085-6040. Uma copia deste

termo sera entregue para voce.

Li e compreendi este termo de consentimento e todas as minhas duvidas
foram resolvidas. Recebi explicacbes sobre o objetivo da pesquisa, os
procedimentos de estudo a que serei submetido e os possiveis riscos e
desconfortos e os beneficios que posso apresentar. As alternativas a minha
participagdo neste estudo tambem foram discutidas. Portanto, concordo
voluntariamente em fornecer meu consentimento para participar deste estudo

clinico.

Nome do voluntario Assinatura do voluntario

Testemunha (se necessario) Assinatura da testemunha Data

Nome da pessoa que conduziu discussao do consentimento/Assinatura/Data
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ANEXO B

Questionario de Berlim

Questionario de Berlim
Categoria 1
1. Vocé ronca? ( )Sim |[( )Nao ( )Naosei

. Seu ronco é;

2
() Pouco mais alto que respirando
(

) Téo alto quanto falando

) Mais alto que falando ‘

) Muito alto que pode ser ouvido nos quartos proximos

. Com que frequéncia vocé ronca?

) Praticamente todos os dias |

) 3-4x por semana |

) 1-2x por semana ou por més

) nunca ou praticamente nunca

(
(
3. O seu ronco alguma vez incomodou alguém? ) Nao
4

. Alguém notou que vocé para de respirar enquanto dorme?

( ) Praticamente todos os dias |

() 3-4x por semana ‘

() 1-2x por semana ou por més

() Nunca ou praticamente nunca

Categoria 2
5. Quantas vezes vocé se sente cansado ou com fadiga depois de
acordar?

) Praticamente todos os dias |

) 3-4x por semana |

() 1-2x por semana ou por més

() Nunca ou praticamente nunca

6. Quando vocé esta acordado, vocé se sente cansado, fadigado ou néo
se sente bem?

() Praticamente todos os dlas‘

|( ] 3-4x por semana |

() 1-2 x por semana ou por més

() Nunca ou praticamente nunca
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7. Alguma vez vocé cochilou ou caiu no sono ao dirigir? (| )Sim ( )No

Se sim, quantas vezes isto ocorreu?

() Praticamente todos os dias ‘

() 3-4x por semana |

( ) 1-2x por semana ou por més

( ) Nunca ou praticamente nunca

Categoria 3

8. Vocé tem pressio alta?

9. IMC > 30 kg/m2?

( ) Nao () Ndo sei
( ) Nso
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ANEXO C  Escala de Sonoléncia Epworth

Com que frequéncia o (a) senhor (a) cochila ou adormece?

Use a seguinte escala para escolher o numero mais apropriado para cada
situagao: 0 = Nunca cochilo / 1 = Minima chance de cochilar / 2 = Moderada

chance de cochilar / 3 = Alta chance de cochilar

Situagao Escala de “Cochilo”

Sentar e ler

Assistir televisao

Sentar-se inativo em local publico (ex: cinema, aula)

Como passageiro em um carro por 1 hora sem

parar

Deitar para descansar a tarde quando possivel

Sentar e conversar com alguém

Sentar tranquilamente apos o almoco (sem ingestao

de bebida alcodlica)

Em um carro parado por poucos minutos no transito

Total:
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Relacdo dos oligonucleotideos sintetizados para a reacdo de

pirosequenciamento

Nome do oligonucleotideo

Sequéncia

F1- AGT -rs699

R1 - AGT - rs699

S1 - AGT -rs699
F1-AGTR1 -rs5186

R1 - AGTR1 - rs5186

S1 - AGTR1 - rs5186
F1-CYP11B2 - rs1799998
R1 - CYP11B2 - rs1799998
S1-CYP11B2 - rs1799998
F1 - ADD1 - rs4961

R1 - ADD1 - rs4961

S1 - ADD1 - rs4961
F1-CYP17A1 -rs11191548
R1 - CYP17A1 -rs11191548
S1-CYP17A1 -rs11191548
F1-CYP1A2 -rs1378942
R1 - CYP1A2 - rs1378942
S1 - CYP1A2 - rs1378942
F1 - NPPA - rs5065

R1 - NPPA - rs5065

S1 - NPPA - rs5065

F1 - FGF5 - rs16998073
R1 - FGF5 - rs16998073
S1 - FGF5 - rs16998073
F1- MTHFR -rs17367504
R1 - MTHFR - rs17367504
S1 - MTHFR - rs17367504
F1 - ¢c100rf107 - rs1530440
R1 - ¢100rf107 - rs1530440
S1 - ¢100rf107 - rs1530440
F1 - ZNF652 - rs16948048
R1 - ZNF652 - rs16948048
S1 - ZNF652 - rs16948048
F1- PLCD3 - rs12946454
R1- PLCDS - rs12946454
S1- PLCDS3 - rs12946454

5 - AGGATGGAAGACTGGCTGCTC -3

5 biotina - GGGTGCTGTCCACACTGG -3

5- CTGGCTGCTCCCTGA -3

5 biotina - TGCAGCACTTCACTACCAAAT

5 - TCCTTCAATTCTGAAAAGTAGC

5- CTTCACTACCAAATGAGC

5 biotina - AAGTCTATTAAAAGAATCCAAGGC
5-TTTATCTTATCGTGAGATGAGAGG

5- TCGTGAGATGAGAGGG

5 biotina - CGGGGCGACGAAGCTTCC

5- CGGGGCGACGAAGCTTCC
5-TGCTTCCATTCTGCC

5" biotina - GATTAAATAGTTTCCATAACATG
5- GTATTAGGGTAGGAACCTTAC

5- GTAGGAACCTTACCCAC

5 ACTGCCTGCTGAAGAAATAGTGG-3’

5 biotina- "- GGCAGAAATTGTCCCAGACAC-3’
5- AGAAAATGAGTACATTCATG-3’

5" biotina - CTTGTCCTCCCTGGCTGTTAT

5- ATGTCTGTGTTCTCTTTGCAGTA
5-TGTGTTCTCTTTGCAGTAC

5" biotina - CTGGCCTCAGTTTAAACCC

5- GAGACCGTCTCAATATTTACAACA

5- CGTCTCAATATTTACAACAT

5"- biotina ACTGTGGAGGGACTTTTACAGG -3
5 - GGTCATCTGATCTGCAACTTCTS’

5- TCTGATCTGCAACTTCTC3

5" biotina GGAGCTTGATCCCAAGGTTTA -3’
5 - GTCCATGCTGCCTTATCTGAT -3

5- GATTTGATATTTCTGGAAAG -3

5- GCATTTATCCGAGTTCAGAGACAA -3
5biotina- ATTTCCTCTCCCTGTACCCTAAAC-3’
5- GAGACAAGAGAGTGTCCATY

5 - CACTCTCCACACTCACTCCTGC-3

5 biotina - GGCATCAGGAGCCCCAGA-3’

5- ACTCACTCCTGCCCA-3

F=  forward; R= reverse; S= ACE= angiotensin | converting enzyme;

sequencing,
AGT= angiotensinogen; AGTR1= angiotensin Il receptor, type 1; CYP11B2= cytochrome P450, family
11, subfamily B, polypeptide 2; ADD1= adducin 1 (alpha); CYP17A1= cytochrome P450, family 17,
subfamily A, polypeptide 1; CYP1A2= cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2;
NPPA= natriuretic peptide A; FGF5= fibroblast growth factor 5; MTHFR= methylenetetrahydrofolate
reductase (NAD(P)H); c100rfl07= chromosome 10 open reading frame 107; ZNF652= zinc finger
protein 652; PLCD3= phospholipase C, delta 3
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Avaliacdo do sono dos pacientes hipertensos de acordo com a
classificagdo da apneia

Sem AOS
n=91

AOS leve
n=50

AOS mod
n=30

AOS grave
n=34

Epworth

IAH, eventos/h*
SpO0: basal, %t
SpO:2 média, %7
SpO:2 minima, %"

Tempo SpO2 <
90%, min*

Laténcia do sono,
min*

Eficiéncia do
Sono, %°

indice de
despertar, %*

Tempo acordado,
mint

Estagio N1, %*
Estagio N2, %'

Estagio N3, %"
Sono REM, %

Laténcia do REM,
minf

indice PLM,
eventos/h*

indice PLM
associados a
despertar,
eventos/h*

99+5,7

1,9+16
97,0 (96,0-98,0)
95,0 (94,0-97,0)
89,0 (86,0-93,0)

0,5+1,0

15,6 £ 18,3

79,7 (73,5-84,7)

17,1+£9,5

63,0 (43,0-83,0)

12,8 +6,7
51,6 (44,6-59,6)
18,5 (14,1-22,9)
15,7 (10,7-20,9)
119,0 (71,0-
185,0)

1327

0,6+0,9

10,0 £5,9
9,8+2,8
96,0 (95,0-97,0)
94,0 (93,0-95,0) 2
84,0 (79,0-86,0) 2
0,5+0,92

19,3+18,4

79,1 (67,3-86,1)

19,5+125

63,0 (39,0-99,0)

15,5+9,7

47,3 (39,9-57,4)
19,0 (11,6-27.9)
16,0 (11,5-20,2)

99,0 (74,0-166,0)

3,685

14+28

9,6 +6,2
229+44
96,0 (95,0-97,0)
94,0 (93,0-95,0) 2
79,0 (69,0-85,0) ab
0,7+1,02

14,9 + 13,9
80,8 (66,1-87,4)
20,7 +15,0
59,0 (38,0-104,0)

15,2 + 8,6
51,7 (38,5-58,1)
18,7 (12,7-25,8)
15,8 (11,0-21,1)

118,0 (91,0-191,0)

1,3+£1,8

09+1,.3

12,1+5,2
62,0 25,0
95,0 (94,0-97,0)
92,0 (89,0-94,0) abe
72,0 (55,0-79,0) abc
1,6 +0,7abe

16,5 + 13,7
77,7 (63,0-84,2)
415 + 23,6 abe

71,0 (35,0-117,0)

25,1 + 17,2 abe
51,9 (40,7-57,7)
12,5 (6,0-18,4) abc
12,7 (9,4-18,6)

136,0 (68,0-200,0)

53179

3175

AOS = apneia obstrutiva do sono; mod = moderada; IAH = indice de apneia e hipopneia;
SpO:2 = saturacdo da oxi-hemoglobina; REM = Rapid Eye Movement; PLM = movimento
periédico dos membros.
* mediana (p25-p75); " média + desvio padrio.
2 p <0,05 quando comparado ao grupo sem AOS; P p < 0,05 quando comparado ao grupo com AOS
leve; ¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo com AOS moderada
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