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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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2. HIPOTESE

A hipétese levantada por esse trabalho ¢ a de que um curto periodo (uma semana) de
uso do CPAP possibilite evidenciar alteragdes benéficas dos marcadores inflamatérios (IL-
6, IL-10, TNF-a) e de estresse oxidativo (Capacidade Antioxidante Hidrofilica,

Malonildialdeido) em pacientes com diagndstico polissonografico de SAOS.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis séricos de citocinas pro e anti-inflamatorias, e de marcadores de
estresse oxidativo, em pacientes com diagndéstico polissonografico de SAOS tratados com
CPAP pelo periodo de 7 dias.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil inflamatorio, a partir da dosagem sérica de IL-6, IL-10 e TNF-a em
pacientes com SAOS, antes e ap0os o uso do CPAP efetivo (pressdo terapéutica) e ndo efetivo

(pressdao minima de 4cmH-0).

Avaliar o nivel de estresse oxidativo, a partir da dosagem sérica de capacidade
antioxidante hidrofilica (CAH) e malonildialdeido (MDA), em pacientes com SAOS, antes

e apos o uso do CPAP efetivo e ndo efetivo.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. CONSTITUICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Trata-se de ensaio clinico randomizado duplo-cego, realizado apds a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP
(CAAE: 20839713.3.0000.5411). Todos os pacientes envolvidos no estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A), sendo informados quanto
a finalidade da pesquisa e conscientizados que poderiam receber o tratamento com CPAP na
pressdo adequada para tratamento ou na pressdao minima de 4cmH-O.

Foram convidados a participar do estudo 60 pacientes, sendo incluidos adultos
(acima de 18 anos), de ambos 0s géneros, com diagnostico polissonografico de SAOS
segundo as normas da AASM (American Academy of Sleep Medicine, 2005), atendidos no
Ambulatério de Ventilagcdo Domiciliar do Hospital das Clinicas de Faculdade de Medicina
de Botucatu (HC-FMB, UNESP), no periodo de outubro de 2013 a outubro de 2015.

O diagndstico de SAOS foi confirmado por exame de polissonografia de noite inteira.
A polissonografia quantifica os eventos respiratérios de apneia/hipopneia, permitindo
calcular um indice de apneia e hipopneia (IAH) obtido pela divisdo do numero de eventos
respiratérios pelas horas dormidas. A gravidade da SAOS é dada pelo IAH, sendo
considerado normal quando IAH<5 eventos/hora, SAOS leve quando S5<IAH<IS5
eventos/hora, SAOS moderada quando 15<IAH<30 eventos/hora ¢ SAOS grave quando
IAH>30 eventos/hora (AASM, 2005).

Os pacientes participantes deste estudo foram divididos em dois grupos:

e Grupo I: pacientes que receberam o CPAP ndo efetivo, no qual o aparelho foi
programado a manter a pressao de 4 cmH»O (pressdo minima do aparelho).

e Grupo IlI: pacientes que receberam o tratamento efetivo com CPAP titulado na
pressdo ideal a fim de manter o IAH < 10.

Os grupos foram constituidos por selecéo aleatoria da amostra, a qual viabilizou a
distribuicdo dos sujeitos nos dois grupos. O profissional que determinou a intervencao teve

conhecimento deste codigo apenas no momento da chegada do paciente, visto que a
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aleatorizacdo foi efetuada por profissional alheio a pesquisa utilizando de sorteio.

Todos os pacientes receberam o aparelho de CPAP, disponibilizado pelo Servico de
Ventilagdo Domiciliar, com visor vedado. O paciente foi orientado a fazer uso do
equipamento no minimo quatro horas por noite, durante sete dias retornando no oitavo dia
ao ambulatério. O uso adequado do CPAP foi verificado na sua devolugéo, através da leitura
do cartdo de memdria, onde constava o tempo de uso, pressao utilizada e 1AH residual, e
entdo realizada a inclusdo definitiva do paciente no estudo.

Foram excluidos do estudo pacientes portadores de IAH abaixo de 12, pacientes que
ndo aderiram ao CPAP (uso inferior a quatro horas por noite e/ou que ndo usaram o0s sete
dias consecutivos), neuropatas e pacientes que fizeram uso de medicacao anti-inflamatoria.

Os 60 pacientes foram randomizados em 30 para cada grupo. Quatro pacientes do
Grupo | (pressdo minima 4 cmH-0) e trés pacientes do Grupo Il (CPAP terapéutico) néo
compareceram ao ambulatério para coleta de dados ou fizeram uso de medicacdo anti-
inflamatoria no dia da coleta de sangue, ficando o Grupo | (pressdo minima 4 cmH20) com
26 pacientes e Grupo Il (CPAP terapéutico) com 27 pacientes, totalizando 53 pacientes para
analise no primeiro momento (antes do uso do CPAP). Apds o uso do CPAP, cinco pacientes
do Grupo | (pressdo minima 4 cmH20) e dez pacientes do Grupo Il (CPAP terapéutico)
foram excluidos por ndo aderirem ao CPAP ou terem feito uso de medicacdo anti-
inflamatoria durante a semana de uso do CPAP. Permaneceram para analise no segundo
momento (antes e apds o uso do CPAP) 38 pacientes, sendo incluidos 21 pacientes (15
homens) no grupo | (pressdo minima 4 cmH20) e 17 (9 homens) no grupo Il (CPAP

terapéutico), vide fluxograma na Figura 1.
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Pacientes do Ambulatdrio de Distlrbios do Sono
IAH = 12

I

[ SORTEIO RANDOMIZADO ]

7

GRUPO |
CPAP pressao 4emH; O

n=30

Excluidos Excluidos
{nde compareceramyuso (ndo compareceromy/uso
deanti +nﬂe:rma torios) deanti- -'nﬂumatdrms!
GRUPO | 12 andlise antes do uso GRUPO 1l
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CPAP terapéutico
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em 2 grupos)

21
n= h=38
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Figura 1 — Fluxograma da inclusdo e distribui¢do dos pacientes nos grupos.
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4.2. CALCULO AMOSTRAL

Considerando o valor de média dos marcadores, para uma redugdo de 10% na média
no segundo momento, com uma confiabilidade de 95% e poder de 80% com margem de erro
de 5%, o tamanho amostral minimo foi calculado em 1029 pacientes.

O tempo de inclusdo definido para este estudo foi de 10 meses, sendo possivel incluir
6 pacientes por més, considerando a disponibilidade de apenas dois aparelhos de CPAP pelo
servico de Ventilagdo Domiciliar. Dessa forma, ndo foi possivel atingir o nimero de

pacientes obtido pelo célculo amostral, sendo incluidos 60 pacientes.

4.3. COLETA E PROCESSAMENTO DE SANGUE VENOSO

Foram coletados 20 mL de sangue periférico por puncdo venosa dos pacientes
incluidos no estudo, sendo que esse material foi imediatamente acondicionado em tubos
estéreis ndo heparinizados. Ap6s a coleta, o sangue foi centrifugado, fracionado e
armazenado a temperatura de -80° C até 0 momento do processamento. Esse procedimento
foi realizado antes e apds a semana de uso do CPAP.

DOSAGEM DE CITOCINAS IL-6 / IL-10 / TNF-a

Para a determinacdo sérica de citocinas foi empregado ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Inicialmente, placas de poliestireno com 96 pogos e fundo plano de alta afinidade
(MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc. Maryland, USA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4°C,
em camara umida, com anticorpo de captura: IL-6, IL-10 e TNF-a, R&D Systems, DuoSet,
(Minneapolis, MN) diluido em tampao PBS, pH 7,2. Apds incubacdo, foram realizadas
lavagens da placa com solucao de PBS pH 7,2 contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). O
bloqueio dos sitios livres da placa foi realizado com solu¢do de PBS-T contendo leite
desnatado (Molico-Nestlé) na concentracdo de 5% (PBST-M) durante trés horas a
temperatura ambiente. Apos a lavagem da placa, foram adicionadas as citocinas
recombinantes humanas: IL-6, IL-10 e TNF-a, nas concentracdes indicadas pelo fabricante
para obtencdo da curva padrdo. Nos demais pogos foram distribuidos 100puL de soro com

posterior incubagdo por quatro horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo e lavagem,
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foram adicionados 100pL de anticorpo de detecg¢do: IL-6, IL-10 e TNF-a e as placas
mantidas por trés horas a temperatura ambiente. Em seguida a lavagem, foram adicionados
100uL de estreptoavidina na diluicdo 1:200 seguido de incubag¢do por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds lavagem, foram adicionados 100uL do substrato constituido de
12,5mL de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, 10mg de ortofenilenodiamina (Sigma,
Chemical Co, USA) e a reagdo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente em cdmara
escura. A reagado foi interrompida por adi¢ao de S0uL de solugdo de acido sulfurico 2N e as
densidades Opticas avaliadas em leitor automatico de ELISA (Epoch-BioTek), em
comprimento de onda de 492 nm. As concentragdes das citocinas no soro foram calculadas
sobre a curva padrio, obtida com diferentes concentragdes das citocinas recombinantes
humanas de interesse. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Imunopatologia da

Relagdo Materno-fetal da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), FMB, Unesp.

MEDIDA DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE HIDROFILICA (CAH)

A medida da capacidade antioxidante hidrofilica foi determinada
fluorometricamente, conforme descrita por Beretta et al. (2006) utilizando leitor VICTOR
X2 (Perkin Elmer —Boston, MA). A capacidade antioxidante foi quantificada por meio de
comparagao da area sob a curva relativa a cinética de oxidagao da suspensao fosfatidilcolina
(PC), o qual foi usado como referéncia de matriz biologica. O 2°,2 Azobis (2- amino-
propano)-dihdroclorado (AAPH) foi usado como iniciador de radical peroxil. Os resultados
representaram a porcentagem de inibi¢ao do (4,4-difluoro-5-(4-fenil 1-3 butadienil)-4-bora-
3%,4%-diaza-s-indaceno-3-acidoundecanodico (BODIPY) 581/591 no soro com relagdo ao que
ocorrereu na amostra controle do BODIPY 581/591 em lipossoma PC. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Os resultados foram apresentados em porcentagem de

protecao.

DOSAGEM DE MALONILDIALDEIDO (MDA)

Para avaliar o estresse oxidativo foi utilizada a dosagem do indicador de peroxidacao
lipidica malonildialdeido (MDA), a qual foi realizada pela técnica de cromatografia de alta
eficiéncia (HPLC). Essa técnica ¢ capaz de medir unicamente o MDA, pois técnicas mais

antigas determinadas por espectofotometria (TBARS) medem todas as substancias que
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reagem com o 4cido tiobarbiturico. Para isso foram utilizados 100uL de soro juntamente
com 500Ul de acido tricloroacético (TCA 10%) mais 10uL. de BHT foram adicionados em
tubo de vidro com capacidade para 8 ml. Em seguida vortexados e aquecidos a 100°C por
20 min. Apo6s esfriar em gelo por cinco minutos, os tubos foram centrifugados a 14.000rpm
por dez minutos a 4°C. O sobrenadante (300ul) foi pipetado, acrescentando-se 50Ul de
hidréxido de potassio (KOH 3,065 M) mais 650 de TBA. Os tubos foram aquecidos
novamente a 100°C por 45 minutos, logo apds esfriados em gelo, sendo injetados 50ul em
HPLC. O HPLC utilizado foi da Waters 2996 com detector de fluorescéncia extingao 515nm
e emissdo 553nm. Utilizando coluna C18 (0,46x8,3cm). A fase movel foi composta de 20mM
tampao fosfato:acetonitrila (80:20). O fluxo PE 0,8mL/min. Para a quantificagdo dos
cromatogramas foi realizada a comparacdo entre as relagdes area da substancia/area do
padrdo, obtidas na andlise. A afericdo foi realizada na Unidade de Pesquisa Experimental

(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados em dois momentos. O primeiro momento
compreendeu a andlise de dados de todos os pacientes, num momento pré-intervengao (antes
do uso do CPAP). Neste momento, foram apresentados os dados demograficos e niveis
séricos dos marcadores inflamatdrios/estresse oxidativo (média e desvio padrao). Foram
realizadas as analises de correlacdo desses marcadores com a obesidade (IMC), gravidade
de SAOS (IAH), utilizando-se de teste de correlagdo de Pearson, adotando o nivel de
significancia de 5%.

O segundo momento compreendeu a andlise dos dados obtidos antes e apos
intervencdo (antes e apos uso de CPAP), tendo nesse momento dois grupos de pacientes,
grupo I (CPAP pressao minima de 4cmH>0) e grupo II (CPAP terapéutico). Neste momento,
foram apresentados os dados demograficos e niveis séricos dos marcadores
inflamatorios/estresse  oxidativo (média e desvio padrdo), com verificagio 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
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entre os dois grupos, antes € apos o uso do CPAP, pelo modelo linear generalizado com

distribuicdo gamma.
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5. RESULTADOS

A analise realizada no primeiro momento (antes do uso do CPAP) contou com a
participagdo de 53 pacientes, dos quais 32 eram homens, com idade média de 52,62+12,70.
A distribuicdo para idade, IMC e gravidade de SAOS, assim como o0s niveis séricos dos

marcadores inflamatoérios e de estresse oxidativo estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo demografica e niveis séricos dos marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo dos 53 pacientes com SAOS antes do uso do CPAP.

média dp

Idade (anos) 52,62 +12,7

IMC (kg/m?) 32,78 +537
IAH (e/h) 3341 +1871
IL-6 (pg/ml) 8,86 +26,97
IL-10 (pg/ml) 12,01 +42,04
TNF-a (pg/ml) 76,28 +169,29
CAH (%) 30,99 +10,17

MDA (umol/l) 1,03 +0,35

dp= desvio padrio; IMC= Indice de Massa Corpérea; IAH= indice de Apnéia e Hipopnéia; IL-6=
Interleucina-6; IL-10= Interleucina-10; TNF-0= Fator de Necrose Tumoral alfa, CAH= Capacidade
Antioxidante Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido.

Os niveis de todos os marcadores dosados foram correlacionados com o IMC e com
o IAH (Tabela 5), ndo sendo observada nenhuma correlacdo significativa. Houve uma

tendéncia de correlagdo entre os niveis da CAH com o IAH (p=0,0690).

Tabela 5 — Correlacdo e p-valor dos niveis séricos dos marcadores inflamatérios e de estresse
oxidativo com IMC e IAH nos 53 pacientes com SAOS antes do tratamento com CPAP.

IL-6 IL-10 TNF-a CAH MDA

IMC  -000153 (09915) -0,08294 (0,5628)  -0,10997 (04424)  0,01095 (0,9405)  -0,03047 (0,8353)

IAH  -014603 (0,3066) -0,16802 (02386) -0,06179 (0,6667) 026201 (0,0690)  0,15565 (0,2856)

IMC= indice de Massa Corpérea; IAH= indice de Apnéia e Hipopnéia; IL-6= Interleucina-6; IL-
10= Interleucina-10; TNF-a= Fator de Necrose Tumoral alfa; CAH= Capacidade Antioxidante
Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido; teste de correlagdo de Pearson, p<0,05.
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A amostra analisada no segundo momento (antes e ap6s uso de CPAP, com divisdo
em grupos) foi de 38 pacientes que finalizaram o estudo com idade média de 50,8+12,1. A
distribuicao para género, idade, IMC, gravidade de SAOS e marcadores inflamatérios e de
estresse oxidativo (dados antes da intervengdo com uso do CPAP) para cada grupo esta

demonstrada na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo demografica e niveis séricos dos marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo dos 38 pacientes com SAOS, antes do uso do CPAP, distribuidos entre grupos I e IL.

Totalda  Grupo I pressdo minima  Grupo I pressé&o .
amostra (n=38) 4 cmH,0 (n=21) terapéutica (n=17) P
Género 243 158 93 0,2401
Idade (anos) 50,8+12,1 48,2+12,7 54,1+109 0,1364
IMC (kg/m?) 32,7449 31,7437 34,0459 0,1745
IAH (e/h) 28,6+16,8 24,6+13,7 335+19,3 0,1040
IL-6 (pg/ml) 10,88+31,83 17,14443,12 6,01+7,41 0,0640
IL-10 (pg/ml) 14,20+49,16 22,76+66,49 6,75+13,02 0,1540
TNF-a (pg/ml) 79,47+189,66 90,36+239,16 69,42+118,70 0,7025
CAH (%) 30,41+9,56 28,76+8,65 32,06+10,38 0,2954
MDA (umol/l) 0,9740,32 0,96+0,35 0,97+0,31 0,9595

n=namero de pacientes; IMC= indice de Massa Corporea; IAH= Indice de Apnéia e Hipopnéia; IL-
6= Interleucina-6; IL-10= Interleucina-10; TNF-0= Fator de Necrose Tumoral alfa; CAH=
Capacidade Antioxidante Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido; teste t-student para género, idade,
IMC e IAH; modelo linear generalizado com distribuicdo gamma para IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e
MDA.

A Tabela 7 mostra os resultados dos niveis séricos de IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e
MDA, comparados entre os dois grupos, com avaliagdo em separado antes do uso do CPAP
(Pré) e ap6s o uso do CPAP (Pos). Foi também realizada a comparagao dos resultados antes
e ap6s o uso do CPAP dentro de cada grupo. Observou-se um aumento significativo nos
niveis de CAH apos o uso do CPAP no grupo I (pressdao minima 4 cmH>0) (p<0,0001), e
uma tendéncia ao aumento nos niveis de CAH apos o uso do CPAP no grupo II (pressao

terapéutica) (p=0,0687).
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Tabela 7 — Niveis séricos dos marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo dos 38 pacientes com
SAQOS, antes e apds o tratamento com CPAP.

Grupo | pressdo minima 4  Grupo I presséo terapéutica

cmH,O (n=21) (n=17) S
Pré 17,14+43,12 6,01+£7,41 0,0640
IL-
(pg?ml) Pés 16,34+43,34 6,60+9,41 0,1482
p-valor 0,4609 0,5858
Pré 22,76+66,49 6,75+£13,02 0,1540
IL-10
(pg/ml) Pés 18,47+60,61 5,91+12,44 0,2145
p-valor 0,4924 0,2871
Pré 90,36+239,16 69,42+118,70 0,7025
TNF-
(pg/m(I; Pbs 144,38+323,90 73,49+121,29 0,2906
p-valor 0,4017 0,3586
Pré 28,76+8,65 32,06+10,38 0,2954
CAH
(%) Pés 32,76+10,05 36,02 £14,43 0,4187
p-valor <0,0001 0,0687
Pré 0,96+0,35 0,97+0,31 0,9595
MDA
(umol/l) Pés 0,90+0,32 1,02+0,37 0,3300
p-valor 0,4651 0,4320

n= numero de pacientes; IL-6= Interleucina-6; IL-10= Interleucina-10; TNF-a= Fator de Necrose
Tumoral alfa; CAH= Capacidade Antioxidante Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido; modelo linear
generalizado com distribuigdo gamma.
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6. DISCUSSAO

Ha crescente evidéncia que SAOS induz ao estado de inflamagao cronica de baixo
grau ¢ a alteracdo do equilibrio entre produgdao de ERO’s e capacidade antioxidante do
individuo. O fendmeno hipoxia/reoxigenacdo ¢ o principal estimulo para a producao de
estresse oxidativo e mediadores inflamatérios. Os episddios de despertares e consequente
fragmentacdo do sono, observados em pacientes com SAOS, como também em pacientes
com privacao ¢ ma qualidade do sono, somados ao fenomeno hipdxia/reoxigenacao, tem
efeito sobre a funcao endotelial, gerando aumento na producao de citocinas inflamatoérias
(Jelic & Jemtel, 2008).

Neste estudo foi avaliado se o uso do CPAP por curto periodo de tempo melhoraria
o perfil inflamatdrio e o nivel de estresse oxidativo em pacientes com SAOS. Porém, na
populagdo estudada ndo foi observada redugdo significativa das citocinas inflamatdrias e
marcadores de estresse oxidativo com o uso de CPAP por uma semana.

O grupo estudado neste trabalho mantém as caracteristicas demograficas tipicas da
populagdo com diagnostico polissonografico de SAOS: predominio do sexo masculino,
idade acima de 40 anos e obesidade (Drager et al., 2002; Tufik et al., 2010).

Na literatura, alguns estudos que obtiveram reducdes significativas em TNF-a
trabalharam com pacientes com IAH>20, enquanto o presente estudo preconizou IAH >12
(Minoguchi et al., 2004; Ryan et al., 2005). Em relagdo a IL-6, estudos que obtiveram
redugdes significativas desse marcador trabalharam com pacientes com IAH>20 e IAH>30
(Burioka et al., 2008; Ye et al., 2010; Yokoe et al., 2003). Para ambos os marcadores
inflamatoérios, os estudos citados incluiram pacientes com SAOS mais grave, enquanto a
porcentagem de pacientes com SAOS grave neste presente estudo foi de 29,0%, ou seja, uma
porcentagem baixa considerando que ha possivel correlagdo de perfil inflamatorio e
gravidade de SAOS.

O presente estudo incluiu pacientes com IAH>12, tratados com CPAP a fim de
manter o [AH do paciente abaixo de 10. Segundo a AASM (2005), IAH>12 ¢ considerado
critério para tratamento, assim como a terapia com CPAP mantendo IAH<10 ¢ considerada
adequada e eficaz. Essa proximidade do IAH de inclusdo no estudo (IAH>12) e o possivel
IAH residual do tratamento com CPAP (IAH<10) pode ter sido um viés do estudo. Devido
ao baixo nimero de pacientes que foi possivel incluir no estudo, e considerando o curto

prazo de tempo do estudo e o perfil de pacientes (baixa porcentagem de SAOS grave)
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atendidos no Ambulatério de Ventilagdo Domiciliar, FMB-Unesp, ndo foi possivel
considerar apenas SAOS grave. No entanto, existe a possibilidade de ampliar a linha de
pesquisa a fim de incluir apenas SAOS grave.

Estudos que trabalharam com pacientes aderindo ao CPAP por um periodo maior,
variando de um més a seis meses, mesmo considerando IAH>5, obtiveram redugao
significativa de IL-6 e TNF-a (Minoguchi et al., 2004; Ryan et al., 2005; Ryan et al., 2006;
Steiropoulos et al., 2009; Tamaki et al., 2009; Burioka et al., 2008; Ye et al., 2010; Yokoe et
al.,2003). O presente estudo analisou os pacientes com uso de CPAP de apenas uma semana,
e ndo foi observada reducdo dessas citocinas. Apds uma semana, os valores de dosagem pré
uso de CPAP e pds uso de CPAP estdo muito proximos, sendo necessario um nimero
amostral muito grande para que seja possivel chegar a um resultado significativo. O presente
estudo € o primeiro na literatura com um intervalo de tratamento com CPAP tao curto.
Embora se saiba da acao benéfica do CPAP sobre a qualidade do sono e redu¢do do numero
de apneias e hipopneias ja na primeira noite de uso com pressao ideal (Sullivan ef al., 1981),
a expressao sistémica sobre os mediadores inflamatorios talvez necessite de um tempo maior
para deteccao de reducao significativa, como visto nos estudos com uso de CPAP por periodo
acima de um més. A grande variabilidade observada nas dosagens das citocinas ¢ uma
caracteristica desses marcadores, e pode ter sido acentuada pelo fato de ter sido utilizada
dosagem sérica. As citocinas possuem meia vida curta, o que ocasiona essa grande oscilacao
nas dosagens sistémicas (Abbas & Lichtman, 2005).

Inflamagdo e estresse oxidativo sdo modulagdes influenciadas por varias agdes do
nosso organismo, inclusive por comorbidades como obesidade, hipertensdo e diabetes
mellitus, presentes em grande parte de pacientes com SAOS, e também observadas nos
pacientes deste presente estudo (Abbas & Lichtman, 2005). Nao foi o objetivo deste estudo
avaliar a presenga dessas comorbidades e correlaciona-las aos resultados obtidos. Numa
proxima etapa, esses dados podem ser levantados e apresentados para discussao.

Segundo Christou ef al. (2003), a capacidade antioxidante esta reduzida em pacientes
com SAOS. Neste presente estudo houve tendéncia de correlagdo positiva entre os niveis da
CAH com a gravidade de SAOS (quanto maior IAH, maior CAH). A CAH apresentou
aumento significativo apds uso do CPAP na pressdo minima de 4cmH>O (grupo I), e a
tendéncia ao aumento em pacientes com uso do CPAP terapéutico (grupo II).

Nao existem valores normais dos marcadores dosados para se ter como referéncia a

fim de saber se os pacientes estdo ou ndo fora do padrdao. Desta forma, ndo se sabe se a
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variagdo encontrada esta dentro de uma possivel margem de normalidade, sendo interessante
ter um grupo controle para comparacdo, o que ndo foi realizado neste estudo. O objetivo do
estudo nesta primeira etapa concentrou-se na avaliacdo da agao benéfica do CPAP com curto
tempo de uso. No entanto, pode-se pensar em um novo passo nesta linha de investigacao,
com a inclusdo de um grupo controle, com pessoas sadias sem SAOS e com caracteristicas
demograficas semelhantes ao grupo estudado neste trabalho.

Por fim o estudo ndo deixou claro se a auséncia de significancia na variagao dos
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo, antes e apos o uso de CPAP, esta
relacionada ao numero pequeno de pacientes do estudo, ou se o periodo terapéutico foi
insuficiente. Considerando o presente estudo como um piloto, a partir dos resultados ja finais
obtidos, foi possivel realizar um novo calculo amostral, agora baseado na real altera¢do
encontrada entre os dois grupos apos a intervencdo com CPAP, e ndo apenas considerando
uma reducdo de 10% nos marcadores. Este novo calculo mostrou serem necessarios 152
pacientes para [L-6, 174 pacientes para IL-10, 186 pacientes para TNF-a, 146 pacientes para
CAH e 131 pacientes para MDA. Considerando esses novos valores de “n”, € possivel pensar
em continuar o estudo a fim de chegar ao tamanho amostral ideal, num prazo maior de tempo

ou talvez até em associagdo com outros centros.
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7. CONCLUSAO

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

Quanto ao perfil inflamatdrio, nao foi observada variagao de IL-6, IL-10 e TNF-o em
pacientes com SAOS tratados com CPAP efetivo por uma semana.

Quanto ao nivel de estresse oxidativo, ndo foi observada variacdo 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 ap6s o uso do CPAP na pressdo
minima de 4cmH>0 e tendéncia ao aumento de CAH em pacientes com uso de CPAP

terapéutico.
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8. ARTIGO

Perfil inflamatdrio/oxidativo de individuos com Sindrome da Apneia
Obstrutiva do Sono antes e apds tratamento com CPAP: ensaio clinico
randomizado duplo-cego

RESUMO

Introducio: A Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) esté associada a produgdo
de resposta inflamatéria no individuo assim como ao aumento do estresse oxidativo
provocado pelos fenomenos hipoxia/reoxigenacdo. O tratamento com CPAP normaliza os
eventos respiratorios ¢ a estrutura do sono, porém ha controvérsia sobre a reducdo dos
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo em relagdo ao tratamento com CPAP e 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 por um periodo curto.
Pacientes e Métodos: Trata-se de um ensaio clinico randomizado duplo-cego, com
aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa local (CAAE: 20839713.3.0000.5411). Foram
convidados 60 adultos, de ambos os géneros, com diagnodstico polissonografico de SAOS,
atendidos no Ambulatorio de Ventilacdo Domiciliar, da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Unesp, divididos em Grupo I (pacientes em uso do CPAP na pressdo minima de 4 cmH-O,
n=30) e o Grupo II (pacientes em uso do CPAP na pressdo terapéutica ideal, n=30). Todos
os pacientes fizeram uso do CPAP por uma semana. Foram dosadas as citocinas interleucina-
6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral-o (TNF- a), além da dosagem
de Capacidade Antioxidante Hidrofilica (CAH) e Malonildialdeido (MDA). Foi realizada a
avaliacdo nos dois grupos antes e ap0ds a intervengao (uso do CPAP). Resultados: O estudo
teve a participacdo de 38 pacientes (24 homens), sendo os dois grupos homogéneos para
género, idade, IMC, IAH, IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e MDA antes da intervencdo. Apds a
interven¢do com uso de CPAP, na comparagdo dos dois grupos, ndo foi observada nenhuma
diferenca significativa para IL-6, IL-10, TNF-o e MDA. Foi observado aumento
significativo de CAH no Grupo I e tendéncia ao aumento de CAH em pacientes no Grupo
II. Conclusao: O perfil inflamatdrio e o nivel de estresse oxidativo ndo sofreram variagao

com o uso do CPAP pelo periodo de uma semana, contudo foi observado aumento
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significativo de CAH ap6s o uso do CPAP na pressdao 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 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 a short
period. 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 with polysomnographic diagnosis of OSAS, attended at the Homecare
Ventilation Clinic of Botucatu Medical School, UNESP, were invited. The patients were
distributed 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 used CPAP for one week. The dose of interleukin-
6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10) cytokines, tumor necrosis factor-a (TNF- o), Hydrophilic
Antioxidant Capacity (HAC) and Malonildialdehid (MDA) was determined in serum. Both
groups were evaluated before and after the intervention. Results: 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 at first analysis. No significant difference was observed for IL-6, IL-10, TNF-a and
MDA for comparison of the groups after CPAP intervention. A significant increase was
verified for HAC in Group I and there was an increase tendency for HAC in Group IL
Conclusion: The inflammatory profile and oxidative stress level did not vary with CPAP
utilization for one week; however, the following were observed: significant increase in HAC
after utilizing CPAP at minimum pressure of 4cmH>0, and tendency to increase HAC in
patients using therapeutic CPAP.

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

A Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) resulta do estreitamento parcial
ou total, repetitivo, das vias aéreas superiores durante o sono, associado ao ronco, periodos
de apneia e fragmentag@o do sono, o que acarreta repercussoes sistémicas e sintomas diurnos
(Drager et al., 2002; Martins et al., 2007). Um tnico estudo de coorte no Brasil, envolvendo
1.042 individuos entre 20 ¢ 80 anos na cidade de Sao Paulo, encontrou prevaléncia na
populagdo de 32,8% (Tufik et al., 2010).

Entre os principais fatores de risco relacionados a SAOS estdo idade, sexo masculino,
obesidade, além de histéria familiar (Drager et al., 2002).

As alteragdes ciclicas na saturagdo do oxigénio em resposta a apneias e hipopneias
dao origem ao fendmeno hipoxia/reoxigenacdo, gerando as Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO’s). Condigdes de hipoxia levam a elevada geracdo de ERQO’s, as quais podem estar
associadas a perda de metabdlitos celulares responsaveis pela defesa antioxidante (Dean &
Wilcox, 1993). Os organismos, ao longo da evolugdo, desenvolveram sistemas antioxidantes
complexos para combater as ERO’s e reduzir seus danos (Yu, 1994). O equilibrio entre os
agentes oxido-redutores (ERO’s) e o sistema de defesa antioxidante ¢ essencial (Ross &
Moldeus, 1991; Hebbel, 1986). 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 inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6). A producao das citocinas
inflamatoérias € influenciada pela fragmentagdo do sono e despertares, ocasionados pelos
eventos respiratorios em pacientes com SAOS (Mehra et al., 2006; Minoguchi et al., 2004),
com elevagdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 (Alberti et al., 2003) e da
proteina C reativa (PCR) (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 localizacdes. Além disso, as
citocinas sdo capazes de atuar cooperativamente, potencializando e modulando suas proprias
acoes (Abbas & Lichtman, 2005).

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 ef al., 1994). Porém existem muitos estudos controversos

em relacdo ao tratamento com o CPAP e a reducdo dos marcadores inflamatérios e de
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estresse oxidativo. Nao ha consenso quanto ao tempo minimo de uso de CPAP para observar
uma resposta a repercussao nociva de SAOS. Considerando uma retirada de CPAP por sete
noites e consequente recidiva dos eventos respiratorios, Phillips e al. (2007) ndo observaram
aumento significativo de marcadores inflamatorios (IL-6, TNF-a). Semelhante, Kohler e al.
(2011) verificaram apos retirada do CPAP por duas semanas um aumento da sonoléncia
diurna excessiva, porém nao dos niveis de marcadores inflamatdrios.

Outros estudos com resultados controversos quanto aos marcadores inflamatorios e
de estresse oxidativo relacionados a SAOS sdo apresentados nas tabelas abaixo. Tabela 1
mostra diversos estudos com diferentes periodos de tratamento de SAOS com CPAP. Nas
Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os estudos de pacientes com SAOS tratados com CPAP,

avaliando niveis TNF-a (Tabela 2) e niveis de IL-6 (Tabela 3).

Tabela 1 — Efeito de CPAP sobre perfil inflamatorio em pacientes com SAOS, revisdo de literatura.

Critério inclusdo  Tempo de tratamento Marcadores

Estudo SAOS com CPAP dosados Destecho
Carpagnano et al. 2003 10 IAH > 20 2 noites 8-isoprostano -I’EFil-,I(;a-O
significativa
Kohler et al. 2009 48  IDO > 10,ESS > 10 4 semanas IL-6elFNy  Scmalteractes
signicativas
Dogan et al. 2014 33 IAH > 15 3 meses TNF-a e IL-6 Sem allterggoes
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 Dessaturagio 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 inclusao Uso minimo de

Estudo Desenho de estudo ~ Desfecho
populacéo SAOS CPAP
= - =
Arias et al. 2008 cross-over 25 homens IAH > 10 = 35 dia por 3 Sef“ z.iIFera.goes
meses significativas
: 7h b . dugdo, nd
Carniero et al. 2009 caso-controle om(’ens_ 0Desos 1AH > 30 > 5 lv/dia por 3 meses re. U?{io r'1ao
morbidos significativa
Guasti et al. 2011 caso-controle 16 total 1AH > 20 boa adesdo por 12 Sef“ z.iIFera.goes
semanas significativas
Minoguchi et al . 2004 caso-controle 12 total IAH >20 > 4.5 h/dia por 1 més  reducéo significativa
4.4 h/dia (média) por 6 L
Ryan et al. 2005 caso-controle 19 total IAH >20 ( )P reducéo significativa
semanas
Ryan et al. 2006 caso-controle 49 homens IAH >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
. I: 30 h s
Tamaki et al. 2009 caso-controle 33 total: 30 homens, 3 IAH > 10 3 meses (S?m CELLS reducgdo significativa
mulheres adesdo)
> ia, > 0
Vgontzas et al. 2008 caso-controle 16 total IAH >5 =4 lvdia, 2 5 sem afteragdes

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 inclusdo Uso minimo de

Estudo Desenho de estudo ~ Desfecho
populacéo SAOS CPAP
= - o
Arias et al. 2008 cross-over 25 homens IAH>10 =35 idia por 3 SeT“ e}IFera_goes
meses significativas
. 5 h/dia (média) por 3 .
Burioka et al . 2008 caso-controle 9 total I1AH > 30 Eneses) P reducdo significativa
. 7 homens obesos . sem alteraces
Carniero et al. 2009 caso-controle - I1AH > 30 > 5 h/dia por 3 meses - _(;
moérbidos significativas
~ sem alteracoes
Ryan et al. 2006 caso-controle 49 homens IAH >5 ades&o por 6 semanas m aterag
significativas
. . sem alteracdes
Steiropoulos et al. 2009 caso-controle 32 total IAH >5 >4 h/dia por 6 meses m aterag
significativas
>4 h/dia,> 5 sem alteracoes
Vgontzas et al. 2008 caso-controle 16 total IAH >5 - 1, = L .Q
d/semana por 3 meses significativas
Ye etal. 2010 caso-controle 10 total IAH >20 > 4 h/dia por 6 meses  redugéo significativa
Yokoe et al. 2003 caso-controle 17 total TIAH >20 1 més reducéo 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. Baseado nestes dados, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
inflamatorio/oxidativo, a partir da dosagem sérica de IL-6, IL-10, TNF-a, capacidade
antioxidante hidrofilica (CAH) e malonildialdeido (MDA), em pacientes com SAOS, antes
e apos o uso do CPAP efetivo (pressdo terapéutica) e ndo efetivo (pressdo minima de

4cmH>0).

PACIENTES E METODOS

Trata-se de ensaio clinico randomizado duplo-cego, com aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (CAAE:
20839713.3.0000.5411). Todos os pacientes envolvidos no estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram convidados a participar do estudo 60 adultos, de ambos os géneros, com
diagnostico polissonografico de SAOS segundo as normas da AASM (American Academy of
Sleep Medicine, 2005), atendidos no Ambulatorio de Ventilagdo Domiciliar do Hospital das
Clinicas de Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB, UNESP), no periodo de outubro
de 2013 a outubro de 2015.

Os pacientes participantes deste estudo foram randomizados por sorteio em dois

grupos:
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e Grupo I: pacientes que receberam o CPAP ndo efetivo, no qual o aparelho foi
programado a manter a presséo de 4 cmH-O (pressdo minima do aparelho).
e Grupo IlI: pacientes que receberam o tratamento efetivo com CPAP titulado na

presséo ideal a fim de manter o IAH < 10.

Todos os pacientes receberam o aparelho de CPAP com visor vedado. O paciente foi
orientado a fazer uso do equipamento no minimo quatro horas por noite, durante sete dias.
O uso adequado do CPAP foi verificado através da leitura do cartdo de memoria, onde
constava o tempo de uso, pressdo utilizada e IAH residual, e entdo realizada a inclusao
definitiva do paciente no estudo.

Foram excluidos do estudo pacientes portadores de IAH abaixo de 12, pacientes que
ndo aderiram ao CPAP (uso inferior a quatro horas por noite e/ou que ndo usaram 0s sete
dias consecutivos), neuropatas e pacientes que fizeram uso de medicacédo anti-inflamatoria.

Os 60 pacientes foram randomizados em 30 para cada grupo. Quatro pacientes do
Grupo | (pressdo minima 4 cmH20) e trés pacientes do Grupo Il (CPAP terapéutico) ndo
compareceram ao ambulatério para coleta de dados ou fizeram uso de medicacdo anti-
inflamatdria no dia da coleta de sangue. Apos o uso do CPAP, cinco pacientes do Grupo |
(press@o minima 4 cmH20) e dez pacientes do Grupo Il (CPAP terapéutico) foram excluidos
por ndo aderirem ao CPAP, permanecendo no estudo 38 pacientes, sendo 21 pacientes (15
homens) no grupo | e 17 (9 homens) no grupo I1.

Em todos os pacientes foi coletado sangue periférico antes e apds o uso do CPAP,
sendo processado e 0 soro congelado a -80° C.

As citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a foram dosadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). A medida da capacidade antioxidante hidrofilica foi determinada
fluorometricamente, conforme descrita por Beretta et al. (2006). Para avaliar o estresse
oxidativo foi utilizada a dosagem do indicador de peroxidacdo lipidica malonildialdeido
(MDA), a qual foi realizada pela técnica de cromatografia de alta eficiéncia (HPLC), técnica
capaz de medir unicamente o MDA.

Foram analisados os dados demograficos e dos marcadores inflamatorios/estresse
oxidativo (média e desvio padrao) dos dois grupos antes da intervengao para verificagdo 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. A comparagdo entre os dois momentos dos dois grupos para os niveis de [L-6, IL-10,
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TNF-a, CAH e MDA foram comparados pelo modelo linear generalizado com distribui¢ao

gamma, adotando o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Finalizaram o estudo 38 pacientes. A distribui¢ao para género, idade, IMC, gravidade
de SAOS e marcadores inflamatorios e de estresse para cada grupo estd demonstrada na

Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo demografica e niveis séricos dos marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo dos 38 pacientes com SAOS, antes do uso do CPAP, distribuidos entre grupos I e IL.

Total da Grupo | pressdo minima  Grupo |1 presséo .
amostra (n=38) 4 cmH,0 (n=21) terapéutica (n=17) P
Género 243 158 93 0,2401
Idade (anos) 50,8+12,1 48,2+12,7 54,1+10,9 0,1364
IMC (kg/m?) 32,749 31,7437 34,0459 0,1745
IAH (e/h) 28,6+16,8 24,6+13,7 335+19,3 0,1040
IL-6 (pg/ml) 10,88+31,83 17,14+4312 6,01+7,41 0,0640
IL-10 (pg/ml) 14,20+49,16 22,76+66,49 6,75+13,02 0,1540
TNF-a (pg/ml) 79,47+189,66 90,36+239,16 69,42+118,70 0,7025
CAH (%) 30,41+9,56 28,76+8,65 32,06+10,38 0,2954
MDA (umol/l) 0,97+0,32 0,96+0,35 0,9740,31 0,9595

n=numero de pacientes; IMC= Indice de Massa Corporea; IAH= Indice de Apnéia e Hipopnéia; IL-
6= Interleucina-6; IL-10= Interleucina-10; TNF-0= Fator de Necrose Tumoral alfa; CAH=
Capacidade Antioxidante Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido; teste t-student para género, idade,
IMC e IAH; modelo linear generalizado com distribuicdo gamma para IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e
MDA.

A Tabela 5 mostra os resultados dos niveis séricos de IL-6, IL-10, TNF-a, CAH e
MDA, comparados entre os dois grupos, com avaliagdo em separado antes do uso do CPAP
(Pré) e ap6s o uso do CPAP (Pos). Foi também realizada a comparagao dos resultados antes
e ap6s o uso do CPAP dentro de cada grupo. Observou-se um aumento significativo nos
niveis de CAH ap6s o uso do CPAP no grupo I, e uma tendéncia ao aumento nos niveis de

CAH ap6s o uso do CPAP no grupo I1.
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Tabela 5 — Niveis séricos dos marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo dos 38 pacientes com
SAQOS, antes e apds o tratamento com CPAP.

Grupo | pressdo minima4  Grupo |1 presséo terapéutica

cmH,0 (n=21) (n=17) p-valor
Pré 17,14+43,12 6,01+7,41 0,0640
IL-6 Pés 16,34+43,34 6,60+9,41 0,1482
(pg/ml)
p-valor 0,4609 0,5858
Pré 22,76+66,49 6,75+13,02 0,1540
:Ip_gllngl) Pos 18,47+60,61 5,91+12,44 0,2145
p-valor 0,4924 0,2871
Pré 90,36+239,16 69,42+118,70 0,7025
;l;;fr::) Pos 144,38+323,90 73,49+121,29 0,2906
p-valor 0,4017 0,3586
Pré 28,7618,65 32,06+10,38 0,2954
(C(:)Q)H Pos 32,76+10,05 36,02 +£14,43 0,4187
p-valor <0,0001 0,0687
Pré 0,96+0,35 0,97+0,31 0,9595
I(\:Ij.r[icf; ) Pos 0,90+0,32 1,02+0,37 0,3300
p-valor 0,4651 0,4320

n= numero de pacientes; IL-6= Interleucina-6; IL-10= Interleucina-10; TNF-a= Fator de Necrose
Tumoral alfa; CAH= Capacidade Antioxidante Hidrofilica; MDA= Malonildialdeido; modelo linear
generalizado com distribuicdo gamma.

DISCUSSAO

Ha crescente evidéncia que SAOS induz ao estado de inflamagao cronica de baixo
grau e a alteragdo do equilibrio entre producdo de ERO’s e capacidade antioxidante do
individuo. O fendmeno hipodxia/reoxigenacdo € o principal estimulo para a producdo de
estresse oxidativo e mediadores inflamatorios. Os episddios de despertares e consequente
fragmentagdo do sono, observados em pacientes com SAOS, como também em pacientes
com privacdo e ma qualidade do sono, somados ao fenomeno hipdxia/reoxigenacao, tem
efeito sobre a funcao endotelial, gerando aumento na producao de citocinas inflamatorias
(Jelic & Jemtel, 2008).

Neste estudo foi avaliado se o uso do CPAP por curto periodo de tempo melhoraria
o perfil inflamatorio e o nivel de estresse oxidativo em pacientes com SAOS. Porém, na
populacdo estudada ndo foi observada redugdo significativa das citocinas inflamatérias e

marcadores de estresse oxidativo com o uso de CPAP por uma semana.




37

O grupo estudado neste trabalho mantém as caracteristicas demograficas tipicas da
populagdo com diagnostico polissonografico de SAOS: predominio do sexo masculino,
idade acima de 40 anos e obesidade (Drager et al., 2002; Tufik et al., 2010).

O presente estudo incluiu pacientes com IAH>12, tratados com CPAP a fim de
manter o IAH do paciente abaixo de 10. Segundo a AASM (2005), IAH>12 ¢ considerado
critério para tratamento, assim como a terapia com CPAP mantendo IAH<10 ¢ considerada
adequada e eficaz. Essa proximidade do IAH de inclusdao no estudo (IAH>12) e o possivel
IAH residual do tratamento com CPAP (IAH<I10) pode ter dificultado para obter uma
diferenga significativa na redu¢do dos marcadores estudados. Na literatura, estudos que
obtiveram reducdes significativas em TNF-o trabalharam com pacientes com [AH>20
(Minoguchi et al., 2004; Ryan et al., 2005). Em relagdo a IL-6, estudos que obtiveram
reducdes significativas desse marcador trabalharam com pacientes com IAH>20 e IAH>30
(Burioka et al., 2008; Ye et al., 2010; Yokoe et al., 2003). Para ambos os marcadores
inflamatorios, os estudos citados incluiram pacientes com SAOS mais grave. A porcentagem
de pacientes com SAOS grave neste presente estudo foi de 29,0%, ou seja, uma porcentagem
baixa considerando que hé possivel correlacao de perfil inflamatorio e gravidade de SAOS.

O baixo numero amostral do presente estudo ndo permitiu uma analise estatistica
adequada incluindo somente os pacientes com SAOS grave.

Estudos que trabalharam com pacientes aderindo ao CPAP por um periodo maior,
variando de um a seis meses, mesmo considerando IAH>5, obtiveram reducdo significativa
de IL-6 e TNF-a (Minoguchi ef al., 2004; Ryan et al., 2005; Ryan et al., 2006; Steiropoulos
et al., 2009; Tamaki et al., 2009; Burioka et al., 2008; Ye et al., 2010; Yokoe et al., 2003). O
presente estudo analisou os pacientes com uso de CPAP de apenas uma semana, e ndo foi
observada redugdo dessas citocinas, com os valores pré e pds uso de CPAP muito proximos,
sendo necessdrio um tamanho amostral muito grande para um possivel resultado
significativo.

O presente estudo € o primeiro na literatura com um intervalo de tratamento com
CPAP tao curto. Embora se saiba da acdo benéfica do CPAP sobre a qualidade do sono e
reducdo do nimero de apneias e hipopneias ja na primeira noite de uso com pressao ideal
(Sullivan et al., 1981), a expressdo sist€émica sobre os mediadores inflamatdrios talvez
necessite de um tempo maior para detec¢do de reducao significativa, como visto nos estudos
com uso de CPAP por periodo acima de um més. A grande variabilidade observada nas

dosagens das citocinas ¢ uma caracteristica desses marcadores, e pode ter sido acentuada
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pelo fato de ter sido utilizada dosagem sérica. As citocinas possuem meia vida curta, o que
ocasiona essa grande oscilacdo nas dosagens sist€émicas (Abbas & Lichtman, 2005).

Inflamagao e estresse oxidativo sao modulagdes influenciadas por varias agoes do
nosso organismo, inclusive por comorbidades como obesidade, hipertensdao e diabetes
mellitus, presentes em grande parte de pacientes com SAOS, e também observadas nos
pacientes deste presente estudo (Abbas & Lichtman, 2005). Nao foi o objetivo deste estudo
avaliar a presenca dessas comorbidades e correlaciona-las aos resultados obtidos. Nao
existem valores normais dos marcadores dosados como referéncia de normalidade. Desta
forma, nao ¢ possivel afirmar se a variacdo encontrada estad dentro de uma possivel margem
de normalidade. O objetivo do estudo nesta primeira etapa concentrou-se na avaliagdo da
acdo benéfica do CPAP com curto tempo de uso. No entanto, pode-se pensar em um novo
passo nesta linha de investigagdo, com a inclusdo de um grupo controle, com pessoas sadias
sem SAOS e com caracteristicas demograficas semelhantes ao grupo estudado neste
trabalho.

Por fim, o estudo ndo deixou claro se a auséncia de significancia na varia¢do dos
marcadores inflamatorios ¢ de estresse oxidativo, antes e apdés o uso de CPAP, esta
relacionada ao numero pequeno de pacientes do estudo, ou se o periodo terapéutico foi
insuficiente. Considerando o presente estudo como um piloto, a partir dos resultados ja finais
obtidos, foi possivel realizar um novo célculo amostral, agora baseado na real alteracao
encontrada entre os dois grupos apds a intervencdo curta com CPAP, e ndo apenas
considerando uma redug¢dao de 10% nos marcadores. Este novo calculo mostrou serem
necessarios 152 pacientes para IL-6, 174 pacientes para IL-10, 186 pacientes para TNF-a,
146 pacientes para CAH e 131 pacientes para MDA. Considerando esses novos valores de
“n”, ¢ possivel pensar em continuar o estudo a fim de chegar ao tamanho amostral ideal,

num prazo maior de tempo ou talvez até em associacdo com outros centros.

CONCLUSAO

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

Quanto ao perfil inflamatorio, nao foi observada variagdo de IL-6, IL-10 e TNF-a em
pacientes com SAOS 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. Contudo, foi
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observado aumento significativo de CAH apos o uso do CPAP na pressdao minima de

4cmH>0 e tendéncia ao aumento de CAH em pacientes com uso de CPAP terapéutico.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o Sr (a) , RG hospital

, para participar como voluntaria no estudo denominado “Ensaio clinico randomizado duplo-cego do
perfil inflamatorio e do nivel de estresse oxidativo em individuos com diagndstico polissonografio de SAOS antes
e apoés o uso do CPAP”, sob orientagdo da Profa. Adj. Silke Anna Theresa Weber, que visa entender melhor o
comportamento do perfil inflamatério e no nivel de estresse oxidativo em pacientes com Sindrome da Apnéia
Obstrutiva do Sono (SAOS), através de marcadores que definem risco de doenga do coragao.

Fui esclarecido(a) que receberei um aparelho de CPAP por uma semana, o qual, por sorteio, podera
estar programado na pressdo ideal que eu preciso para tratar a SAOS ou podera estar em uma pressdo minima que ndo
garante um tratamento eficaz.

Autorizo a coleta de sangue com a pungdo de uma veia, a fim de se obter sangue para a realizagio
das dosagens referentes ao perfil inflamatorio e substancias marcadoras de estresse oxidativo. Fui orientado(a) que as
amostras serdo congeladas para serem processadas em conjunto para melhor aproveitamento do equipamento do
laboratorio e para possiveis dosagens de novos marcadores que poderdo ser desenvolvidas. Fui esclarecido(a) que o
sangue permanecera congelado por um periodo maximo de 5 anos, e se for realizada a dosagem de uma nova substancia,
os pesquisadores entrarfio em contato para solicitar uma nova autorizagao.

Fui esclarecido(a) que serdo obtidos dados/informagdes sobre mim e sobre meu quadro de ronco
em forma de questionario, que demorara cerca de 10 minutos para ser respondido. Fui também esclarecido(a) que
durante a realizagdo da pesquisa, meu prontuario podera ser utilizado para comparar dados 14 registrados.

Fui esclarecido(a) que os resultados ser@o publicados com garantia da minha privacidade e que em
qualquer momento poderei desistir da participagdo no estudo sem prejuizo algum.

Em caso de diivida ou desisténcia poderei me dirigir ao pesquisador responsavel através do telefone
(14) 3811-6256 ou (14)3880-1505 e do Comité de Etica em Pesquisa 3880-1608/1609.

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Data

Participante Alessandra Stefanini Jim (pesquisadora)

Pesquisadora Responsavel: Alessandra Stefanini Jim

Farmacéutica-bioquimica pos-graduanda em Bases Gerais da Cirurgia

Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) - Departamento de OFT/ORL/CCP
Distrito de Rubido Janior, s/n — CEP: 18618-970 - Telefone: 14 3811 6256 / 14 3880 1505

Orientadora: Profa. Adj. Silke Anna Theresa Weber
Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) - Departamento de OFT/ORL/CCP
Distrito de Rubido Junior, s/n — CEP: 18618-970 - Telefone: 14 3811 6256 / 14 3880 1505




