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RESUMO

Introducio: A Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) ¢ uma desordem com alta
incidéncia na populagado, associada a risco elevado de doencga cardiovascular. O tratamento
ouro ¢ a pressao positiva continua nas vias aéreas, proporcionada pelo uso do Continuous
Positive Airway Pressure (CPAP). A SAOS estd associada a producdo de resposta
inflamatéria no individuo assim como ao aumento do estresse oxidativo provocado pelos
fendmenos hipoxia/reoxigenagdo. O tratamento com CPAP normaliza os eventos
respiratorios e a estrutura do sono, porém existem muitos estudos controversos em relacao
ao tratamento com o CPAP ¢ a reducdo dos marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo.
Também ndo ha consenso quanto ao tempo minimo de uso de CPAP para observar uma
resposta a repercussdo nociva da SAOS. Objetivo: Avaliar os niveis séricos de citocinas pro
e anti-inflamatorias e de marcadores de estresse oxidativo em pacientes com SAOS tratados
com CPAP pelo periodo de sete dias. Pacientes e Métodos: Trata-se de um ensaio clinico
randomizado duplo-cego, com aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa local (CAAE:
20839713.3.0000.5411). Foram convidados a participar do estudo 60 pacientes adultos
(acima de 18 anos), de ambos os géneros, com diagndstico polissonografico de SAOS,
atendidos no Ambulatério de Ventilacdo Domiciliar, da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Unesp. Os grupos foram constituidos por selecao aleatoria da amostra, a qual viabilizou a
distribuicao dos sujeitos em dois grupos, sendo o Grupo I constituido por pacientes em uso
do CPAP na pressao minima de 4 cmH>O (n=30) e o Grupo II por pacientes em uso do CPAP
na pressao terapéutica ideal (n=30). Todos os pacientes receberam o aparelho de CPAP, com
visor vedado, e fizeram uso de uma semana. Foram coletados 20mL de sangue por pungao
venosa, antes e apoOs o tratamento. A dosagem das citocinas interleucina-6 (IL-6),
interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral-o. (TNF- a) foi realizada por Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), além da dosagem de Capacidade Antioxidante Hidrofilica
(CAH) e Malonildialdeido (MDA) por técnicas fluorométricas e cromatograficas,
respectivamente. Os pacientes foram avaliados antes da intervencao (uso do CPAP), sendo
apresentada média e desvio padrdo para género, idade, IMC, IAH, IL-6, IL-10, TNF-a, CAH
e MDA, e correlagdo dos niveis de todos os marcadores com IMC e IAH pelo teste de
correlagdo de Pearson. Foi também realizada a avaliacdo nos dois grupos antes e apos a
intervencdo (uso do CPAP), sendo apresentada média e desvio padrao para género, idade,

IMC, TAH, IL-6, IL-10, TNF-0, CAH e MDA, com verificacdo da homogeneidade entre os



grupos, utilizando o teste t-student para género, idade, IMC e IAH, e modelo linear
generalizado com distribui¢do gamma para IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e MDA. Os resultados
dos niveis de IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e MDA foram comparados entre os dois grupos,
antes ¢ apos o uso do CPAP, pelo modelo linear generalizado com distribuicdo gamma.
Resultados: A avaliacdo antes do uso do CPAP teve a participacdo de 53 pacientes (32
homens) com idade média de 52,62+12,70, IMC de 32,78+5,37, IAH de 33,41£18,71, IL-6
de 8,86+26,97, IL-10 de 12,01+42,04, TNF-a de 76,28+169,29, CAH de 30,99+10,17 ¢
MDA de 1,03+0,35. Nao foi encontrada correlagao entre os marcadores dosados com IMC
e IAH, antes da intervencdo (uso do CPAP), sendo observada uma tendéncia de correlagdo
entre os niveis de CAH e gravidade de SAOS (p=0,0690). A andlise nos dois grupos, antes
e ap6s o uso do CPAP, teve a participagdo de 38 pacientes (24 homens), e mostrou
homogeneidade entre os dois grupos para género, idade, IMC, IAH, IL-6, IL-10, TNF-q,
CAH e MDA. Quando comparados os dois grupos, tanto antes quanto ap6s o uso do CPAP,
ndo foi observada nenhuma diferenca significativa para IL-6, IL-10, TNF-a ¢ MDA. Foi
observado aumento significativo de CAH apos o uso do CPAP na pressdo minima de
4cmH>0 e tendéncia ao aumento de CAH em pacientes com uso de CPAP terapéutico.
Conclusao: O perfil inflamatorio e o nivel de estresse oxidativo ndo sofreram variagdo com
o uso do CPAP pelo periodo de uma semana, contudo foi observada tendéncia de correlagdo
de CAH com a gravidade de SAOS antes do uso de CPAP, aumento significativo de CAH
apods o uso do CPAP na pressdo minima de 4cmH>0O e tendéncia ao aumento de CAH em

pacientes com uso de CPAP terapéutico.

Palavras-chaves: Apnéia obstrutiva no sono, CPAP, perfil inflamatorio, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS) is a disorder with high incidence
in population, associated to high cardiovascular risk factor. Its main treatment uses
Continuous Positive Airway Pressure (CPAP). OSAS is associated to the production of
inflammatory response in the individual as well as to the increase of oxidative stress caused
by hypoxia/ re-oxygenation phenomena. Treatment with CPAP normalizes respiratory events
and sleep structure, but there are many controversial studies regarding treatment with CPAP
and reduction of inflammatory markers and oxidative stress. There is not a consensus in
relation to the minimum time of CPAP utilization to observe a response to the harmful
outcome of OSAS. Objective: To evaluate the serum levels of pro- and anti-inflammatory
cytokines and markers of oxidative stress in OSAS patients treated with CPAP for seven
days. Patients and Methods: It was a randomized double-blind clinical trial approved by
the local Committee of Ethics in Research (CAAE: 20839713.3.0000.5411). 60 male and
female adult patients (over 18 years old) with polysomnographic diagnosis of OSAS,
attended at the Homecare Ventilation Clinic of Botucatu Medical School, UNESP, were
invited to participate in the study. The groups were distributed by random sampling selection
which allowed the distribution into two groups where Group I consisted of patients using
CPAP at minimum pressure of 4 cmH>O (n=30) and Group II was formed by patients
utilizing CPAP at the ideal therapeutic pressure (n=30). All patients received a CPAP device
with a total face mask and used it for one week. 20mL of blood was collected by venous
puncture before and after the treatment. The dose of interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-
10) cytokines and tumor necrosis factor-o (TNF- o) was verified by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), besides measuring Hydrophilic Antioxidant Capacity
(HAC) and Malonildialdehid (MDA) by fluorometric and chromatographic techniques,
respectively. The patients were evaluated before the intervention (CPAP utilization), and
average and standard deviation were calculated for sex, age, BMI, HAI, IL-6, IL-10, TNF-
a, HAC and MDA, and the correlation among the levels of all markers with BMI and HAI
by Pearson’s correlation. Both groups were also evaluated before and after the intervention
(CPAP utilization), and average and standard deviation for sex, age, BMI, HAI, IL-6, IL-10,
TNF-a, HAC and MDA were calculated with verification of homogeneity between the
groups utilizing t-student’s test for sex, age, BMI and HAI and generalized linear model

with gamma distribution for IL-6, IL-10, TNF-a, HAC and MDA. The results for IL-6, IL-



10, TNF-0, HAC and MDA levels were compared between both groups before and after
CPAP use by generalized linear model with gamma distribution. Results: The evaluation
before CPAP utilization had 53 patients (32 males) with average age of 52.62+12.70, BMI
of 32.78+5.37, HAI of 33.41+18.71, IL-6 of 8.86+26.97, IL-10 of 12.01+42.04, TNF-a of
76.28+169.29, HAC of 30.99+10.17 and MDA of 1.03+0.35. There was no correlation
between the markers calculated by BMI and HAI before the intervention (CPAP utilization),
and a correlation tendency between the levels of HAC and OSAS severity was observed
(p=0.0690). The analysis of both groups, before and after CPAP utilization, had 38 patients
(24 males) and showed homogeneity between both groups for sex, age, BMI, HAI, IL-6, IL-
10, TNF-0, HAC and MDA. When both groups were compared, before and after CPAP use,
no significant difference was observed for IL-6, IL-10, TNF-a and MDA. A significant
increase was verified for HAC after the use of CPAP at minimum pressure of 4 cmH>O and
there was an increase tendency for HAC patients with the utilization of therapeutic CPAP.
Conclusion: The inflammatory profile and oxidative stress level did not vary with CPAP
utilization for one week; however, the following were observed: a tendency of HAC
correlation with OSAS severity before CPAP use, significant increase in HAC after utilizing
CPAP at minimum pressure of 4cmH>O, and tendency to increase HAC in patients using

therapeutic CPAP.

Keywords: Obstructive sleep apnea, CPAP, inflammatory profile, oxidative stress.



1. INTRODUCAO

O sono ¢ um estado fisiologico tdo importante quanto o estado de vigilia. Mesmo
durante o sono o nosso organismo continua exercendo diversas fungdes, tanto fisicamente
como na esfera cerebral e mental. O organismo humano segue um ritmo alternando o estado
de vigilia com o estado de sono, chamado ciclo circadiano. Uma privacao crénica do sono
pode trazer prejuizos no desenvolvimento de uma crianca e na reparacao tecidual de um
adulto (Pinto Jr., 2010).

De acordo com a Associacdo Brasileira do Sono (2005) h4a uma elevada porcentagem
da populagdo brasileira com algum disturbio do sono. Segundo Marin et al. (2005), cerca de
43% dos brasileiros ndo dorme da maneira adequada, estando entre os principais disturbios
do sono, a insonia e a Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS).

A SAOS resulta do estreitamento parcial ou total, repetitivo, das vias aéreas
superiores durante o sono, associado ao ronco, periodos de apneia e fragmentagdo do sono,
0 que acarreta repercussoes sistémicas e sintomas diurnos (Drager et al., 2002; Martins et
al., 2007; WHO, 2006). SAOS ¢ considerada um problema de saude publica devido a sua
alta prevaléncia na populagado e as diversas comorbidades associadas (Tufik ez al., 2010).

Os dados de prevaléncia de SAOS na populacdo brasileira sdo escassos. Um Unico
estudo de coorte no Brasil, envolvendo 1.042 individuos entre 20 e 80 anos na cidade de Sao
Paulo, encontrou prevaléncia na populagao de 32,8% (Tufik et al., 2010).

A prevaléncia de SAOS ¢ ainda maior entre aqueles com doengas cardiovasculares,
como a hipertensao arterial (30 - 83%) (Peppard et al., 2000; Ruttanaumpawan et al., 2009),
insuficiéncia cardiaca congestiva (12 - 53%) (Ferrier et al., 2005; Stanchina et al., 2007),
doenca arterial coronariana (30 - 58%) (Lee et al., 2009; Mooe et al., 2001) e acidente
vascular cerebral (43 - 91%) (Bassetti et al., 1999; Minoguchi ef al., 2007). A SAOS, quando
presente em pacientes com doenga arterial coronariana, tem sido associada a efeitos adversos
cardiovasculares, aumentando o risco de infarto agudo do miocardio, morte cardiovascular
e acidente vascular cerebral (Schafer et al., 1999; Bradley & Floras, 2009).

Entre os fatores de risco relacionados a SAOS estdo idade, sexo masculino,
obesidade, além de historia familiar (Drager ef al., 2002). Ainda, anomalias cranio-faciais,

como retrognatia € macroglossia também podem predispor a SAOS (Ryan & Bradley, 2005).



As alteragdes ciclicas na saturacdo do oxigénio dao origem ao fendmeno
hipdxia/reoxigenagdo, no qual ocorre alteragdes ciclicas de saturagdo de oxigénio arterial,
sendo observada dessaturacao do oxigénio em resposta as apneias, seguido de saturagao
durante a nova respira¢ao. Tanto as apneias quanto as hipopneias terminam em despertares,
ocasionados pelo esforco aumentado contra as vias aéreas obstruidas. Durante a
reoxigenacao sdo geradas as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s). Condig¢des de hipoxia
levam a elevada geragao de ERO’s, as quais podem estar associadas a perda de metabolitos
celulares responsaveis pela defesa antioxidante. Dessa forma, o fendémeno
hipoxia/reoxigenacao ¢ considerado um fator causal de estresse oxidativo (Dean & Wilcox,
1993).

Os organismos, ao longo da evolugdo, desenvolveram sistemas antioxidantes
complexos para combater as ERO’s e reduzir seus danos (Yu, 1994). Esses sistemas de
defesa podem atuar de duas formas, como detoxificadora do agente oxidante antes que ele
cause lesdo, constituida por glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; e como reparadora da lesdo ocorrida,
constituida pelo acido ascorbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e GSH-Px, entre outros
(Ross & Moldeus, 1991; Hebbel, 1986). O equilibrio entre os agentes oxido-redutores
(ERO’s) e o sistema de defesa antioxidante ¢ essencial (Ross & Moldeus, 1991; Hebbel,
1986). Diversos métodos foram desenvolvidos para medida da capacidade antioxidante total
de amostras bioldgicas, através da inibig¢do de um processo oxidativo artificial pelos
antioxidantes presentes em plasma ou soro (Mercuri ef al., 2000; Cao & Prior, 1998).

Acredita-se que um dos fatores na fisiopatologia da doenga cardiovascular em SAOS
¢ o nivel elevado de ERO’s (Halliwel, 1993; Muge, 1998). Outros marcadores para risco
cardiovascular sdo as citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6). A producdo das citocinas inflamatérias €
influenciada pelas fases do sono e por eventos como fragmentacao do sono e despertares,
estando alteradas em pacientes com SAOS (Mehra et al., 2006; Minoguchi et al., 2004).
Nestes observam-se niveis séricos elevados das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e 1L-6
(Alberti et al., 2003) e da proteina C reativa (PCR), outro importante marcador de processo
inflamatorio (Shamsuzzaman et al., 2002).

As citocinas sao moléculas complexas que apresentam caracteristicas especiais como
o pleiotropismo, ou seja, cada citocina tem a capacidade de atuar em diferentes tipos

celulares e 6rgdos, com respostas diferentes de acordo com as localizagdes. Além disso, as
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citocinas sdo capazes de atuar cooperativamente, potencializando e modulando suas proprias
acgoes (Abbas & Lichtman, 2005).

Segundo Alberti et al. (2003) niveis significativamente elevados de TNF-a e IL-6
foram encontrados no plasma de pacientes com SAOS quando comparados a grupo controle;
inversamente, uma redu¢do nos niveis de IL-10 foi evidente nos pacientes com SAOS.

Como tratamento de SAQS, Sullivan et al. (1981) descreveram o uso do Continuous
Positive Air Pressure (CPAP), sendo considerado desde entdo como tratamento ouro. CPAP
¢ uma técnica de ventilacdo mecanica ndo invasiva, que tem como objetivo manter a via
aérea aberta, abolindo os eventos respiratdrios obstrutivos. A ventilagdo com pressdo
positiva oferecida pelo CPAP é chamada de pressdo de manutencdo ou holding pressure
(Smith et al., 1994).

O tratamento com CPAP normaliza os eventos respiratorios e a estrutura do sono,
melhorando a percep¢ao subjetiva da qualidade do sono com diminui¢do significativa da
sonoléncia excessiva diurna (Smith ez al., 1994). Porém existem muitos estudos controversos
em relacao ao tratamento com o CPAP e a reducdo dos marcadores inflamatérios e de
estresse oxidativo. Nao ha consenso quanto ao tempo minimo de uso de CPAP para observar
uma resposta a repercussao nociva de SAOS. Desta forma, um estudo realizado por Bussoni
et al. (2014) mostrou que a terapia com CPAP por trinta minutos ja foi suficiente na fungao
ventricular diastélica esquerda, aumentando sua capacidade funcional, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca. Phillips et al. (2007) realizaram estudo no qual efetuaram a retirada
do CPAP por sete noites seguidas em pacientes com SAOS grave e moderada e verificaram
um retorno de SAOS com aumento do Indice de Disturbios Respiratérios (IDR) na primeira
noite sem CPAP, porém ndo foi detectado aumento significativo de marcadores inflamatorios
(IL-6, TNF-a). Kohler et al. (2011) realizaram estudo no qual foi verificado que a retirada
do CPAP por duas semanas leva ao aumento da sonoléncia diurna excessiva, porém nao
observaram o aumento significativo dos niveis de marcadores inflamatorios.

Outros estudos com resultados controversos quanto aos marcadores inflamatorios e
de estresse oxidativo relacionados a SAOS sao apresentados nas Tabelas 1 a 3. A Tabela 1
mostra estudos realizados em pacientes com SAOS tratados com CPAP, nos quais foram
quantificados marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo. Nas Tabelas 2 e 3 sao
apresentados os estudos abrangendo o perfil inflamatério de pacientes com SAOS tratados

com CPAP, avaliando niveis TNF-a (Tabela 2) e niveis de IL-6 (Tabela 3).
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Tabela 1 - Efeito de CPAP sobre perfil inflamatorio em pacientes com SAOS, revisao de literatura.

Estudo n Critério inclusdo  Tempo de tratamento Marcadores Desfecho
SAOS com CPAP dosados
. . duca
Carpagnano et al. 2003 10 IAH > 20 2 noites 8-isoprostano _re_ L_Jga(_)
significativa
sem alteracOes
Kohler et al. 2009 48 IDO > 10, ESS > 10 4 semanas IL-6 e IFNy e _g
signicativas
Dogan et al. 2014 33 IAH > 15 3 meses TNF-a e IL-6 sem a_Iterr?\goes
signicativas
Lloberes et al. 2014 20 IAH >5 3 meses IL-6 redugdo, mas

nao significativa

n= numero de pacientes; SAOS= Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono; CPAP= Continuous
Positive Airway Pressure; IAH= Indice de Apneia e Hipopneia; IDO= indice de Dessaturagdo de
Oxigénio; ESS= Escala de Sonoléncia de Epworth; IL-6= Interleucina-6, IFNy= Interferon gama;
TNF-0= Fator de Necrose Tumoral alfa.

Tabela 2 — TNF-a antes e apos tratamento com CPAP (Tabela extraida da metanalise realizada por

Baessler et al., 2013).
Caracteristicas Critério incluséo Uso minimo de
Estudo Desenho de estudo ~ Desfecho
populacéo SAOS CPAP
- . ~
Arias et al . 2008 Ccross-over 25 homens IAH > 10 = 3,5 Wdia por 3 Se.m a_ilFera_t;oes
meses significativas
. 7 homens obesos . reducéo, ndo
Carniero et al. 2009 caso-controle I IAH > 30 > 5 h/dia por 3 meses o
morbidos significativa
Guasti et al . 2011 caso-controle 16 total IAH > 20 boa adesao por 12 Se.m a}IFera-goes
semanas significativas
Minoguchi et al . 2004 caso-controle 12 total IAH >20 > 4.5 h/dia por 1 més  reducdo significativa
4.4 h/dia (médi 6 Lo
Ryan et al. 2005 caso-controle 19 total IAH >20 ' ia (media) por reducdo significativa
semanas
Ryan et al. 2006 caso-controle 49 homens I1AH >5 adesdo por 6 semanas  reducdo significativa
Steiropoulos et al. 2009 caso-controle 32 total IAH >5 >4 h/dia por 6 meses  reducdo significativa
Tamaki et al. 2009 caso-controle SRS NS IAH > 10 3 meses (s%m e reducéo significativa
mulheres adesdo)
> ia, > 0
Vgontzas et al. 2008 caso-controle 16 total I1AH >5 24 bvda, 2 5 sem alteragbes

d/semana por 3 meses

significativas

SAOS= Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono; CPAP= Continuous Positive Airway Pressure;
IAH= Indice de Apneia e Hipopneia.
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Tabela 3 — IL-6 antes ¢ ap6s tratamento com CPAP (Tabela extraida da metanalise realizada por

Baessler et al., 2013).
Caracteristicas Critério incluséo Uso minimo de
Estudo Desenho de estudo populagio SAOS CPAP Desfecho
. > i m alteragd
Arias et al . 2008 Ccross-over 25 homens IAH > 10 = 3,5 dia por 3 se. ?Fe a.goes
meses significativas
. 5 h/di édi 3 P
Burioka et al . 2008 caso-controle 9 total I1AH > 30 1 f:;ie?) por reducéo significativa
. 7 homens obesos . sem alteragdes
Carniero et al. 2009 caso-controle . I1AH > 30 > 5 hv/dia por 3 meses Lo
morbidos significativas
x lteragd
Ryan et al. 2006 caso-controle 49 homens IAH >5 adesdo por 6 semanas Se.m b.l -era-g:oes
significativas
. . lteragd
Steiropoulos et al. 2009 caso-controle 32 total IAH >5 >4 lvdia por 6 meses Sef“ b.l .era.goes
significativas
>4 Wdia,> 5 lteragd
Vgontzas et al. 2008 caso-controle 16 total IAH >5 - T Sef“ a.l -era-goes
d/semana por 3 meses significativas
Ye etal. 2010 caso-controle 10 total IAH >20 > 4 h/dia por 6 meses  redugdo significativa
Yokoe et al. 2003 caso-controle 17 total IAH > 20 1 més reducgdo significativa

SAOS= Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono; CPAP= Continuous Positive Airway Pressure;
IAH= Indice de Apneia e Hipopneia.

Os resultados controversos desses trabalhos mostram que ainda ndo ha consenso a

respeito do efeito benéfico do CPAP sobre o perfil inflamatoério e o estresse oxidativo em

pacientes com SAOS e nem aponta o periodo ideal de uso de CPAP para obter este efeito

benéfico. Portanto ainda ha necessidade de se investigar a repercussdo da hipdxia

intermitente e se o uso adequado do CPAP garante uma normalizag¢do dessas repercussoes.
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7. CONCLUSAO

O tratamento de SAOS com CPAP por uma semana néo teve efeito sobre os niveis
dos marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo.

Quanto ao perfil inflamatorio, ndo foi observada variagéo de IL-6, IL-10 e TNF-a em
pacientes com SAQOS tratados com CPAP efetivo por uma semana.

Quanto ao nivel de estresse oxidativo, ndo foi observada variagdo de CAH e MDA
em pacientes com SAOS tratados com CPAP efetivo por uma semana. Foi observada
tendéncia de correlacdo de CAH com a gravidade de SAOS, medidos antes do uso de CPAP.
Contudo, foi observado aumento significativo de CAH ap0ds o uso do CPAP na pressao
minima de 4cmH20 e tendéncia ao aumento de CAH em pacientes com uso de CPAP

terapéutico.
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