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RESUMO

Introducéo: Estudos prévios mostraram que o0s niveis de estresse oxidativo,
inflamatorios e marcadores de DNA livres de células estdo aumentados em
individuos que sofrem de apneia obstrutiva do sono (AOS). Os efeitos da terapia de
CPAP de médio e longo prazo e da atividade fisica na redugcédo desses niveis tém
sido explorados. Neste estudo propos-se avaliar os efeitos da terapia com a CPAP e
do exercicio aerdbio de intensidade moderada em pacientes com AOS moderados a
graves em curto prazo.Métodos:39 Individuos foram recrutados e divididos
aleatoriamente no grupo CPAP (n=18) (come sem umidificador) e no grupo exercicio
(n=21). Eles foram submetidos & aplicacdo da Escala de Sonoléncia de Epworth e
ao questionario de Pittsburgh. Amostras de sangue foram coletadas e
biomarcadores para oxidacao lipidica e proteica, bem como citocinas pro e anti-
inflamatorias e DNA livre de células (cfDNA) foram quantificados, antes e ap0s oito
semanas de terapia com a CPAP ou pratica do exercicio aerdbico de intensidade
moderada. Resultados: Apos oito semanas de intervencdo, ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis de cfDNA, estresse oxidativo e marcadores de
inflamacéo, exceto para AOPP e IL-17A que aumentaram em individuos que
passaram pela terapia com a CPAP. Esses, valoresforam ainda maiores quando o
aparelho de CPAP foi utilizado sem umidificacdo. Também foi observado que as
intervencdesforam incapazes de melhorar a qualidade do sono e os indices de
sonoléncia.Concluséo: Nossa principal conclusao é que o tratamento de curto prazo
para AOS, seja terapia com a CPAP ou com o exercicio aerdbico de intensidade
moderada, ndo é suficiente para alterar significativamente o estresse oxidativo e o
perfil inflamatorio ou os niveis de cfDNAem individuos com AOS moderada a grave,

afetando os parametros de qualidade do sono de forma modesta.

Palavras-chave: OSA; CPAP; Exercicio aerdbico; Estresse oxidativo; Inflamacéo.



ABSTRACT

Background: Previous studies have shown that the levels of oxidative stress,
inflammatory and cell-free DNA markers are increased in individuals suffering from
obstructive sleep apnea (OSA). The effects of medium to long-term CPAP therapy
and physical activity in decreasing these levels have been somewhat explored. Here
we propose to evaluate the effects of short-term CPAP therapy and moderate-
intensity aerobic exercise in moderate to severe OSA patients. Methods:39
Recruited patients, randomly divided into CPAP (n=18) (with and without humidifier)
and exercise groups (n=21), were all submitted to the Epworth Sleepiness Scale and
the Pittsburgh questionnaire. Blood samples weretaken and biomarkers for lipid and
protein oxidation, as well as pro and anti-inflammatory cytokines and cell-free DNA
were quantified, before and after 8 weeks of either CPAP therapy or moderate-
intensity aerobic exercise. Results: After 8 weeks of either CPAP therapy or exercise
no significant differences were observed in the levels of cell-free DNA, oxidative
stress and inflammation markers, except for an increase in AOPP and IL-17A levels
in individuals who went through CPAP, which were higher when the CPAP device
was used without the humidifier. We have also observed that the 8-week
interventions were mostly unable to improve sleep quality and sleepiness indexes.
Conclusions: Our main conclusion is that short-term treatment for OSA, be it CPAP
therapy or moderate-intensityaerobic exercise, is not sufficient to significantly alter
either the oxidative stress and inflammatory profiles or the cell-free DNA levels of
moderate to severe OSA patients, affecting sleep quality parameters only in a

modest way.

Keywords: OSA; CPAP; Aerobic exercise; Oxidative stress; Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 -Definicdoe Diagndsticoda Apneia Obstrutiva do Sono

A Apneia Obstrutiva do Sono (AOS) € um disturbio respiratorio da via aérea superior
(VAS) durante o sono. Tem etiologia multifatorial, caracterizada por episodios
recorrentes de obstrucéo parcial ou total da VAS e esforco respiratério associado ao
despertar (respiratoryeffort-relatedarousals - RERA)(AL LAWATI; PATEL; AYAS,
2009; ZINSLY et al., 2010; BERRY et al., 2012; HEINZER et al., 2015; APPLETON
et al., 2018) (Figura 1). Os episodios de apneia reduzem o fluxo aéreo em 90% ou
mais por um periodo de pelo menos 10 segundos, ocorrendo dessaturacdo da oxi-
hemoglobina, despertares e fragmentacdo do sono (PALOMBINI, 2010). J4& a
hipopneia caracteriza-se por uma reducdo temporaria da respiragdo por 10
segundos ou mais e uma diminui¢do de pelo menos 30% do fluxo de ar seguido de
um despertar e/ou de uma dessaturacdo da oxi-hemoglobina de pelo menos 3%
(SEGAL; MALHOTRA; PILLAR, 2008; BERRY et al., 2012; HADDAD; GREGORIO,
2017). O RERA é caracterizado pelo aumento do esfor¢o respiratério devido a
limitagdo do fluxo de ar na inspiracdo, com duragdo de 10 segundos ou mais,

causando omicrodespertar (GUILLEMINAULT, 1993; HADDAD; GREGORIO, 2017).
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Normal Apnéia

Figura 1: Representacdo dos locais de obstrugcdo e do comportamento da faringe durante a
obstrucao da via aérea superior na Apneia obstrutiva do sono (AOS). Imagem do site:
www.cetrobh.com/2015/01/apneia-diagndstico-e tratamento.

Os principais fatores de risco associados a AOS séo a idade, o género, 0
indice de massa corporea (IMC), a medida da circunferéncia do pescoco, as
alteracbes craniofaciais e as alteracbes anatbmicas da VAS (HADDAD,
BITTENCOURT, 2013). Varios estudos evidenciam que individuos do sexo
masculino, na faixa etaria acima dos 50 anos apresentam mais frequentemente os
sintomas da AOS (BIXLER et al., 1998; CAFFO et al., 2010; VINER et al., 1991;
YOUNG et al.,, 1997, MONTOYA et al., 2007). Os principais preditores para o
desenvolvimento da AOS séo a elevacgéo do peso ponderal, mensurado pelo IMC e
a circunferéncia cervical (superior a 40 cm) (STRADLING, CROSBY, 1991; VINER et
al., 1991; DAVIES et al., 1992; HOFFSTEIN, SZALAI, 1993; KUSHIDA et al, 1997;
YOUNG et al., 2002). Dentre as alteracOes craniofaciais as que mais se relacionam
com a AOS séao a hipoplasia maxilar e/ou mandibular. (KUSHIDA et al., 1997; TSAI
et al., 2003; ZONATO et al., 2005). Ja dentre aquelas relacionadas a VAS as mais
descritas sdo as altera¢des nasais, indice de Mallampati modificado classes Il e IV
(inadequada relacdo entre a base da lingua e a orofaringe), tonsilas palatinas

hiperplasicas e alteracbes do palato mole, Uvula e pilares tonsilares (HOFFSTEIN,
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SZALAI, 1993; FRIEDMANN et al., 1999; ZONATO et al., 2005; MARTINHO et al.,
2008).

O estudo polissonografico de noite inteira (PSG), realizado em laboratério ou em
domicilio, constitui-se no meétodo de diagndstico “padrao ouro” para os distarbios
respiratorios do sono e diagnostico da AOS (KUSHIDA et al., 2005; PATIL et al.,
2007; HADDAD; GREGORIO, 2017). Este exame, quantitativo e especifico, consiste
na monitoracdo continua de variaveis fisiologicas, tais como eletroencefalograma,
eletro-oculograma (movimentos oculares), eletromiograma da regido do queixo e dos
musculos tibiais anteriores, eletrocardiograma, movimentos téraco-abdominais
(esforco respiratorio), fluxo aéreo bucal e nasal, oximetria, ronco e posi¢ao do corpo
(HADDAD, GREGORIO, 2017) (Figura 2). A PSG n&o identifica o local onde esta
ocorrendo a obstrucdo, porém quantifica a gravidade da AOS pela qualificacdo dos
eventos respiratorios obstrutivos no sono. Estes eventos séo classificados na PSG
de acordo com o indice de apneia e hipopneia (IAH) ou com o indice de distlrbio
respiratério (IDR) por hora de sono (BUCHANAN et al., 2016). O IAH é uma medida
gue quantifica o nimero de colapsos da VAS a cada hora de sono (VOS et al.,
2007). A gravidade da AOS é classificada em leve quando o IAH fica entre 5 el5
eventos por hora; em moderada quando o IAH fica entrel5e30 eventos por hora; e,
em grave quando o IAH fica superior a 30eventos por hora (BUCHANAN et al., 2016;
EPSTEIN et al., 2009). O IDR inclui todos os tipos de despertares respiratorios

durante o sono, e é calculado como: IDR = IAH + RERAs (GUIMARAES, 2010).

Atualmente o diagndstico da AOS em adultos € realizado pela Classificacdo
Internacional de Distarbios do Sono (CIDS-3), definido pela Academia Americana de
Medicina do Sono (AASM) em 2014. De acordo com a CIDS-3, é necessaria a

presenca dos itens (A e B) juntos ou C isolado, descritos abaixo:
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- A: uma queixa minima de: episédios de sono involuntarios quando acordado,
sonoléncia diurna excessiva (SDE), sono nao reparador, fadiga ou insoénia,
despertares com pausas respiratorias, engasgos ou asfixia, ronco alto e/ou pausas
respiratorias durante o sono relatados pelo acompanhante, pacientes diagnosticados
com hipertensdo, depressao, alteragcdo cognitiva, doenca coronariana, doenca
cerebrovascular, insuficiéncia cardiaca congestiva, fibrilagdo atrial ou diabetes do

tipo 2;

- B: PSG basal ou monitorizacdo portatil detectando cinco ou mais eventos
respiratorios obstrutivos (apneia obstrutiva ou mista e/ou hipopneia e/ou aumento da

resisténcia da via aérea superior — RERA — por hora de sono);

- C: PSG basal ou monitorizacdo portatii detectando 15 ou mais eventos

respiratérios (apneia obstrutiva e/ou hipopneia e/ou RERA — por hora de sono.
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Figura 2 - Superior.Montagem dos paramentos necessarios para o exame. Imagem retirada
do site:www.clinicadosono.com.pt. Inferior.Derivacdes do eletroencefalograma (C3-Al, C4-
Al, T3-Al, T4-Al, 01-Al); Eletro-oculograma olho esquerdo e direto (LOC e ROC);
Eletromiografia do queixo (EMG); Eletrocardiograma (ECG); Fluxo aéreo; Registro das
cintas toracicas e abdominal (Térax e Abdémen); Saturacao. Adaptado de Alves et al, 2002.

Uma variedade de instrumentos para medidas subjetivas podem ser utilizados na
rotina clinica para fins diagndsticos, bem como para monitorizacado da resposta aos
tratamentos instituidos. Esses instrumentos também podem ser utilizados em
estudos epidemiolégicos e na pesquisa clinica. Alguns deles avaliam o sono em
seus aspectos gerais, destacando a qualidade do sono, 0s aspectos
comportamentais associados a presenca de despertares e a sonoléncia diurna

excessiva.


http://www.clinicadosono.com.pt/
https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiG7f_a9s3hAhWlILkGHVAHBoMQjRx6BAgBEAU&url=http://www.fleury.com.br/medicos/educacao-medica/manuais/manual-de-neurodiagnosticos/pages/polissonografia.aspx&psig=AOvVaw0BMdJ9E4sJJ-SN-Tlv2Kor&ust=1555274375382491

25

O indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh (PSQI), € um questionario que
avalia a qualidade geral do sono (BUYSSE et al, 1989) e diferencia os bons e maus
dormidores (BUYSSE et al, 2008; NISHIYAMA et al, 2013; SPIRA et al, 2012).
Segundo Buysse et al, (1989), o uso do PSQI em clinicas do sono tem o objetivo de
fornecer uma discriminacdo confiavel de bons e maus dormidores endo o de
diagnosticar a AOS. Recentemente,Kalcina et al, (2017) demonstrarampor meio do
PSQI que os pacientes com AOS foram classificados como maus dormidores,
determinando uma ma qualidade do sono nesses pacientes (KALCINA et al, 2017).0
questionario PSQI apresenta uma sensibilidade de 89,6% e uma especificidade de
86,5% para individuos que tém alta probabilidade de apresentar distarbios do
sono(BUYSSE et al, 1989). No estudo de Barros (2014) foi demonstrado por meio do
PSQI que a maioria dos individuos diagnosticados com AOS apresentaramqualidade
de sonoruim, mas que apds o tratamento com pressao positiva continua na via
aérea (CPAP) 94,1% dos individuos melhoraram sua qualidade de sono (BARROS,

2014).

A Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE), € um instrumento autoavaliativo
de oito itens que aborda a probabilidade de adormecer sob uma variedade de
situacdes diarias rotineiras em uma escala de 0 a 3, com escore total de 24. Sugere-
se que a pontuacdo superior a 10 indiqgue sonoléncia diurna excessiva de forma
subjetiva (JOHNS, 1991). Devido a facilidade de administra-lo e pela comprovacao
de sua confiabilidade em varios idiomas e culturas (BHAT et al, 2016), a ESE se
tornou um instrumento de rotina na avaliacdo de pacientes com AOS. Segundo
Matnei et al, 2017, a capacidade da ESE de detectar precocemente a existéncia da
sonoléncia, estimando sua gravidade,faz com que esse questionario se torne um

método de avaliacdo rapida em pacientes com a AOS (MATNEI et al, 2017).Por
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meio desse instrumento, Engleman et al. (1994) puderam verificar que em individuos
com a AOS o escore médio da ESE foi de 15 e, que esse escore reduziu para 7

qguando esses individuos iniciaram o uso do CPAP (ENGLEMAN et al, 1994).

Atualmente sabe-se que se ndo diagnosticada e tratada corretamente, a AOS
pode levar as diversas consequéncias, como, sonoléncia diurna excessiva (SDE),
estresse, cefaleia matutina e falta de memoria, que sao provocadas pela
fragmentacdo do sono. Além dessas consequéncias, a AOS também promove
alteracdes moleculares, tais como, aumento do estresse oxidativo e da inflamacéo
que conduzird para uma disfuncdo endotelial, favorecendo o aumento do risco

cardiovascular para esses pacientes.

1.2 —Apneia Obstrutiva do Sono e Risco Cardiovascular

Sabe-se que os episddios recorrentes de oclusdo da viaaérea superior durante o
sono provocam alteracfes,como hipdxia intermitente crénica (HIC), fragmentacéo
dosono eaumento da pressdo intratoracica.A fragmentacdo do sono e a HIC
induzem a mecanismos intermediarios, como ativa¢do do sistema nervoso simpatico,
estresse oxidativo e inflamacdo sistémica, responsaveis por consequéncias
cardiometabdlicas.Todas essas alteracbes aumentam o risco cardiovascular em
pacientes com AOS (JULLIAN-DESAYES et al, 2014) (Figura 3).

AHIC induz a geracéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos niveis sistémico e
tissular. O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na ativacdo de
mecanismos intermediarios, incluindo a ativacdo simpatica e a inflamacao vascular
que, por sua vez, favorecem o desenvolvimento de comorbidades relacionadas a
AOS, como hipertensdo. O aumento do estresse oxidativo exacerbaa inflamagéao,
gerando um ciclo vicioso que leva a morbidade cardiovascular (LAVIE ET AL 2009).

A inflamacéo induzida por estresse oxidativo e a hiperatividade simpatica, por sua
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vez, levara a disfuncéo endotelial, aterosclerose e hipertensao, que, por fim, causam
morbidade cardiometabdlica (Figura 3). Por fim, o aumento do sistema nervoso
simpatico, reducdo do oxido nitrico (NO) e aumento da inflamacado, todos esses
fatores estimulados pela ERO, colaboram com o desenvolvimento da disfuncéo
endotelial, que por consequéncia acarretam no desenvolvimento da aterosclerose,
aumentando o risco cardiovascular (Figura 3) (JULLIAN-DESAYES et al, 2014)
Segundo, Eisele et al, (2015), asEROs estéo fortemente correlacionadas com as
doencas cardiovasculares, como aterosclerose, hipertensdo e disfuncdo endotelial
(HALLIWELL, 1993; EISELE et al, 2015). Baseado em estudos longitudinais,
transversais eobservacionais, as diretrizes internacionaisidentificaram a AOS como
um fator de risco paradoenca cardiovascular (CHOBANIANet al. 2003; BAGUET et

al. 2006; SOMERS et al. 2008).
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Figura - 3. Apneia obstrutiva do sono e suas consequéncias cardiometabdlicas. Adaptado
de Kohler et al., 2010 e Lavie et al., 2009. Hipodxia intermitente, uma das consequéncias do
AOS, leva a um aumento no estresse oxidativo que desempenha um papel fundamental na
AOS e no desenvolvimento de morbidades cardiometabodlicas associadas. Uma série de
interagBes intricadas entrevérias vias de transducdo promovem estresse oxidativo e
inflamacdo. O aumento do estresse oxidativo induz a inflamacéo e, em seguida, aumenta as
citocinas pro-inflamatérias,moléculas de adesao e atividades pré-coagulantes, que por sua
vez, exacerbam o estresse oxidativo.Além disso, a hiperatividade simpatica e adiminuicao
do NO induzido pelo estresse oxidativo leva a hipertensdo. Tanto a hipertensdo quanto a
inflamagdo promovem disfungdo endotelial responsavel pela aterosclerose. Finalmente,
essa disfuncdo endotelial e aterosclerose podem exacerbar o estresse oxidativo. Além
disso, as oscilagbes da pressédo intratoracica e oaumento dos gradientes de presséo
transmural acarretam em aumento do “shear stress”, culminando em disfun¢cédo endotelial e
morbidade cardiovascular. As paredes dos vasos também provavelmente resultam em
disfungdo endotelial. Isto €, além de despertares que parecem ativar o sistema nervoso
simpético e, portanto, também causar disfuncdoendotelial. O aumento da produgédo de
catecolaminas também pode ser responsavel pelo aumento da pressao arterial e elevacéo
sustentada da presséao arterial. PCR: proteina C reativa; IH: hipoxia intermitente; NO: éxido
nitrico;NOX: nitrato e nitrito total; AOS: apneia obstrutiva do sono.
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1.3—-Apneia Obstrutiva do Sono e Espécies Reativas de Oxigénio

AHIC, consequéncia do ciclo repetitivo de hipdxia-reoxigenacéo, leva ao
aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO). Na AOS asEROsséo
consideradas como precursoras da resposta inflamatdria, devido ao fato de
estimularem os fatores de transcricdo, como o fator nuclear kB (NFkB) e a proteina
ativadoral(AP1) (REUTER et al, 2010).A ativacdo desses fatores de transcricdo
(NFkB e APl)aumentam a atividade pré-infamatoria, liberando as citocinas pro-
inflamatorias, que estimulardo os leucdcitos, plaquetas e células endoteliais, a
liberarem mais citocinas inflamatorias, moléculas de adesdo e ERO.Em conjunto, o
excesso de ERO, o aumento decitocinas inflamatorias e a reducdo do NO,
exacerbam a expressdo de moléculas de adesaode leucaocitos, plaquetas e células
endoteliais, promovendo asinteracdes de ceélulas endoteliais com os leucdcitos e
plaguetas,aumentando ainda mais a disfuncdo endotelial (Figura 4). Esse processo
leva ao desenvolvimento deaterosclerose e, eventualmente, a morbidade

cardiovascular (LAVIE, 2015).
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Figura 4 — A sequéncia de eventos da ERO (espécie reativa de oxigénio) até a disfuncao
endotelial. AOS= apneia obstrutiva do sono; HIC= hipoxia intermitente crénica;NFkB= fator
nuclear Kb; AP1= proteina ativadora 1; TNF-a= fator de necrose tumoral alfa; IL-6=
interleucina-6; ON= 6xido nitrico; += estimulo. Adaptado de Lavie, 2015.
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Devido ao fato das EROs terem meia-vida extremamente curta, elas sao dificeis de
serem mensuradas diretamente. Em vez disso, os varios produtos dos danos
produzidos pelas EROs, tais como os marcadores de peroxidacéo lipidica, oxidacao
proteica e os marcadores anti-oxidantes sao utilizados para mensurar 0 aumento ou

a reducéo do estresse oxidativo.

1.3.1 —Apneia Obstrutiva do Sono e Marcadores de Estresse Oxidativo (TBARS

eAOPP)

As substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico -TBARS (do inglés:
ThiobarbituricAcidReactiveSubstances), sédo substancias formadas a partir da
peroxidacdo lipidica, devido a reacdo do malondialdeido (MDA) com o acido
tiobarbitdrico (TBA). Segundo o Svatikova et al, 2005, os individuos com AOS néo
apresentam peroxidagdo lipidica anormal, indicando que ndo ha aumento do
estresse oxidativo. Para esse autor, essa ndo seria uma via que mediaria 0
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares em pacientes com AOS(SVATIKOVA
et al, 2005). Em contrapartida, o estudo de Okur et al, 2013, demonstrou diminui¢éo
da atividade de paraoxonase (PON1) e aumento dos niveis de TBARS em pacientes
com AOS em comparagdo com individuos controles (OKUR et al, 2013). Esses
achados mostraram que os pacientes com AOS, apresentam reducao das enzimas
antioxidantes e aumento do estresse oxidativo e, que esse desequilibrio redox, esta

relacionado com a HIC noturna. (OKUR et al, 2013).

J& oproduto da oxidacdo avancada de proteinas — AOPP (do inglés:
AdvancedOxidationProteinProducts)é gerado por meio da agédo do estresse oxidativo
sobre as proteinas e aminoacidos (KALOUSOVA, SKRHA, ZIMA, 2002).Uma
correlacdo positiva desse marcador com o IAH (principal parametro da intensidade

da AOS) foi demonstrado no estudo de Sonka et al, 2008. O AOPP e o IAH foram
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encontrados mais elevados em pacientes com AOS, mas nao houve diferenca
significativadestes parametros em relacdo ao grupo controle (SONKA et al, 2008).
No entanto, mesmo com o tamanho pequeno e a heterogeneidade de idade das
amostras deste estudo, os autores consideraram o AOPP como possivel indicador
de risco de aterosclerose em pacientes com diagnostico de AOS. Em contrapartida,
o estudo de Mancuso et al, 2012, observou que os niveis de AOPP foram maiores
nos pacientes com AOS do que nos controles (P <0,0005), sugerindo que a
oxidacdo proteica foi maior em pacientes com AOS. Além disso,foi mostrado neste
estudo que os niveis de Poder Antioxidante de Reducdo Férrico(FRAP) e a
Glutationa(GSH) foram menores nos pacientes com AOS que nos controles (P
<0,0001). Isso sugere que as defesas antioxidantes estdo prejudicadas em

pacientes com AOS (MANCUSO et al, 2012).

Além dos estudos demonstrarem a influéncia da AOS sobre o TBARS e AOPP, o
fator gravidade da AOS pode interferir no aumento desses dois marcadores.
Segundo Hopps et al, 2014, aperoxidacéo lipidica e a oxidagdo proteica dependem
do grau de gravidade dos pacientes com AOS (HOPPS et al, 2014), sendo assim,
quanto maior for a gravidade da AOS, maior sera os niveis de TBARS e AOPP no

plasma.

1.3.2 - Apneia Obstrutiva do Sono e Agentes Antioxidantes (SOD)

Nos pacientes com AOS as enzimas antioxidantes estéo reduzidas (BARCELO et
al, 2006; CHRISTOU et al, 2008; SALES et al, 2013). Entretanto, essa reducao dos
agentes antioxidantes, ainda néo é totalmente compreendida. Segundoo estudo de
Lavie et al, (2015), a AOS é capaz de ativar a via do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2),
por meio de ERO. Essa via é considerada como o regulador chave da resposta

antioxidante do organismo, sendo responsavel por induzir a expressao de genes que
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codificam proteinas e enzimas antioxidantes (HAHN et al, 2017). Desta forma, o Nrf2
desempenha um mecanismo de importancia critica para a protecdo e sobrevivéncia

celular.

Devido a essa acdo compensatoria provocada pela via Nrf2, seria esperado que com
0 aumento das EROs, as enzimas antioxidantes tendessem a aumentar,
principalmente a Superéxido Dismutase (SOD). No entanto, essa acao
compensatoria ndo acontece na AOS. O estudo de Wang et al, (2017) induziuHIC
em ratos para mimetizar a AOS e determinar 0 mecanismo de inflamacéo pulmonar.
Neste estudo os pesquisadores analisaramvarios marcadores de estresse oxidativo
e inflamacéo, e diante desses marcadores duas substancias foram analisadas a Nrf2
e a SOD. Os resultados desse estudo mostraram o aumento da atividade da via
Nrf2, devido ao aumento de ERO e reducao da enzima antioxidante SOD. A possivel
explicacdo dos autores para esse resultado foi que independente do aumento da
atividade da via Nrf2, a reducao da SOD foidevido a aumento exacerbado daseEROs,

que teve a capacidade de suprimir a atividade da SOD (WANG et al, 2017).

A reducdo da SOD é um fator que colabora com o desenvolvimento da disfungéo
endotelial, porque na auséncia da enzima antioxidante, as células endoteliais ficam

vulneraveis a acdo daseROs.

1.4 — Apneia Obstrutiva do Sono e Inflamacéao

A HIC na AOS estimula a via inflamatéria através do envolvimento das células e
moléculas imunes/inflamatoérias especificas que contribuem para um fendétipo pro-
inflamatorio/pré-trombdético nos vasos sistémicos, especialmente no endotélio
vascular. Este fenotipo ativado por varias células sanguineas circulantes, incluindo

monaocitos, neutrofilos, linfécitos, células dendriticas e plaquetas, promovem
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interacdese adesdo com células endoteliais. Um grande nimero de moléculasé
expresso por essas células ativadas e facilitaas interacdes com células endoteliais.
Entre estas destacam-se as moléculas de adeséo tais como:selectinas e integrinas,
ROS, NOe citocinas inflamatorias, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-
6 (IL-6). Juntos, esses complexos se interagem danificando o endotélio e
promovendo a disfuncdo endotelial, exacerbando a aterosclerose na AOS

(DYUGOVSKAYA et al, 2008; LAVIE et al, 2012; LAVIE, 2015). (Figura 5).
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Figura - 5. Interacdes entre células endoteliais de leucocitos na AOS/IH, comparadas a
normoxia. Neutrofilos, mondcitos, linfocitos, plaguetas e células endoteliais sédo ativados na
AOS/ HI, produzindo maior quantidade de espécies reativas de oxigénio, moléculas de
adesao e citocinas inflamatérias e menor quantidade de 6xido nitrico. Estes promovem
interacdes leucocitos, plaquetas, células endoteliais e induzem lesao de células endoteliais.
A OSA/IH também promove a formacdo de células espumosas e células dendriticas que
induzem aterosclerose. IH, hipoxia intermitente; AOS, apneia obstrutiva do sono; EROs,
espécies reativas de oxigénio; PAC-1, marcador especifico para glicoproteina (GP) llb/llla;
PSLG-1, ligante da glicoproteina da selectina P 1.
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A inflamacao tem diversos marcadores que podem ser mensurados de forma direta,
tais como a proteina C-reativa (PCR), proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCP-1),
adiponectina e, as mais utilizadascomo marcardores inflamatorios sédo as
interleucinas proé-inflamatoérias e anti-inflamatorias. Nas pesquisas que envolvem a
influéncia da AOS sobre a inflamacéo, os marcadores mais abordados sdo as
interleucina —6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNFa), e a interleucina — 10 (IL-

10).

1.4.1 - Apneia Obstrutiva do Sono e as Interleucinas (IL-6, TNFa, IL-10)

Na AOS ha um aumento do marcador inflamatério IL-6 (Interleucina-6) (YOKOE et
al, 2003; ALBERTI et al, 2003) e ele esta envolvido com o desenvolvimento da
aterosclerose (YUDKIN et al, 2000; CICCONE et al, 2014). A IL-6 tem a capacidade
de aumentar a captacdo basal de glicose, de alterar a sensibilidade a insulina,
aumentar a liberagdo de moléculas de adesdo pelo endotélio e de aumentar a
liberacdo hepética de fibrinogénio, além de ter efeitos pro-coagulantes sobre as

plaquetas (YUDKIN et al, 2000).

Outro marcador inflamatério que também esta elevado nos pacientes com AOS é o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (ALBERTI et al, 2003; JIANG et al, 2015). Ele
também tem um papel importante na aterosclerose, devido a sua agédo de estimular
a adesdo de mondcitos na superficie das células endoteliais, de promover a
infiltracdo do mondcito pela parede vascular e de converter o mondcito em
macrofago na regido subendotelial (LYON et al, 2003; CICCONE et al, 2014). Além
disso, o TNFa estimula a expressdo de citocinas envolvidas na aterogénese
(YUDKIN et al, 2000; CICCONE et al, 2014), como é o0 caso da IL-6 citada

anteriormente.
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Por outro lado, a IL-10 que € um marcador anti-inflamatorio, esta reduzida na AOS
(ALBERTI et al, 2003; JIANG et al, 2015). Ela tem um papel na repressao da
inflamacé&o produzida principalmente pelos linfocitos T-helper tipo 2 (Th2) que € um
leucdcito que atua ativando e estimulando a atividade pré-inflamatéria de outros

leucécitos(GRUTZ, 2005; JIANG et al, 2015).

Diante disso, fica claro que o aumento das interleucinas inflamatorias (IL-6 e
TNFa) e a reducdo da interleucina anti-inflamatéria (IL-10), contribuem para o
aumento da inflamacdo na AOS, independente se o paciente com AOS esta

acompanhado ou néo de alguma doenca secundaria.

A gravidade da AOS também interfere no aumento da inflamacéo. Segundo Micha,
2014 e Jiang, (2015), quanto mais grave é o IAH, maior € a concentracdo de IL-6 e
TNFa no plasma (MICHA, 2014; JIANG, 2015). Sendo assim, o fato das
interleucinas estarem elevadas na AOS, colabora com a teoria de que o aumento da
inflamacéo sistémica desempenha um papel importante no desenvolvimento da
disfuncdo endotelial em pacientes com AOS. No estudo de Ciccone, (2014), a
relacdo entre a espessura intima-média da carodtida (cIMT) e os niveis plasmaticos
dos marcadores inflamatorios em pacientes com AOS foi avaliada e identificou-se
uma correlacdo positiva, indicando que, quanto maior a concentracdo de citocinas
inflamatorias no plasma maior a espessura intima-média da carotida (CICCONE et
al, 2014). Isso confirma uma ligacdo da inflamacéo com a disfuncéo endotelial e, por

consequéncia a aterosclerose em pacientes com AOS.

1.5 - Apneia Obstrutiva do Sono e DNA livre circulante (cfDNA)

O DNA livre circulante — cfDNA (do inglés: Cell-free DNA) representa fragmentos

de DNAliberados no plasma sanguineo.Os mecanismos de liberacdo dessas
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moléculas de DNA na circulacdo ainda ndo estdo completamente compreendidos.
Todavia, a principal hipotese € que o cfDNAseja originado a partir de células
apoptoéticas e/ou necréticas de diferentes tecidos. Em condi¢des fisiologicas
normais, macréfagos e outras células especializadas sé@o responsaveis por fagocitar
células necrosadas ou apoptéticas, sendo verificados niveis baixos de cfDNAem
individuos sadios. No entanto, em condicdes de dano ao tecido por exercicio
exaustivo, inflamacdo e crescimento tumoral, a remocdo dessas células por
fagocitose nao ocorre eficientemente e pode resultar no acumulo de detritos
celulares, como esses cfDNA (SCHWARZENBACH, HOON et al, 2011; CROWLEY,
DI NICOLANTONIO et al, 2013). Aléem do exercicio exaustivo, inflamacdo e
crescimento tumoral, o cfDNA também pode aumentar em diferentes situacdes
envolvendo hipdxia (YE et al, 2010), como € o caso da AOS.Segundo Ye et al,
(2010), os pacientes com AOS aumentam significativamente as concentracbes
séricas de DNA, que se correlacionam positivamente com a gravidade da

doenca(YE et al, 2010).

1.6 — Apneia Obstrutiva do Sono e Pressao Positiva Continua na Via Aérea
(CPAP)

A pressao positiva continua na via aérea (Continue Positive AirwayPressure -
CPAP)é aplicada através de um aparelho que libera um fluxo continuo de ar na via
aérea superior (VAS) por meio de um tubo flexivel que se liga a mascara nasal e
esta, por sua vez, é adaptada ao rosto do paciente por meio de tiras elasticas
(Figura 6)(GILLES, 2006).0Ofluxo continuo de ar com CPAPimpede o colapso da
mesma por aumentar a pressao intraluminal acima do ponto critico de fechamento
da oro e hipofaringe. Essa pressdoé definida para cada individuo por meio de um

exame chamado de polissonografia de titulacao.
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Figura 6 — O paciente em uso do CPAP (pressao positiva continua na via aérea). Imagem
adaptada da www.festcineamazonia.com.br.

Segundo Sullivan et al, (1981), a CPAP €& o principal tratamento para AOS
(SULLIVAN et al, 1981) e a sua utilizacdo é efetiva em eliminar os disturbios
respiratorios anormais. A atuacdo da CPAP para manter a VAS permeéavel pode ser
explicada por dois mecanismos que também ndo rellnem consenso e que envolvem
o aumento do volume pulmonar expiratorio final ou a tracdo caudal da traqueia pelo
aumento do volume pulmonar (BEGLE, 1990). Além disso, permite distender
passivamente os musculos dilatadores da faringe reduzindo a atividade fasica dos
musculos constritores promotores da reducédo da integridade da VAS (SCHWAB,
1996). E bem descrito na literatura que a partir da primeira noite de utilizacéo da
CPAP, as apneias e os roncos desaparecem acompanhados pela normalizacdo da
saturacao da oxiemoglobina e subsequente reducdo da sonoléncia diurna excessiva

(LOREDO, 2006; MCDAID, 2009).

A CPAP tem a capacidade de reduzir o estresse oxidativo e a inflamacédo de forma
direta, devido a sua acdo na HIC que € a principal causadora do aumento do

estresse oxidativo e da inflamacgéo. Sendo assim, quando a CPAP ¢ utilizada, o fluxo
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de ar continuo liberado pelo o aparelho faz com que a presséo intraluminalda VAS
aumente acima do ponto critico de fechamento da oro e hipofaringe, evitando a
apneia e automaticamente a HIC durante a noite. Sendo assim, todas as alteracdes
como o aumento das EROs e da inflamacéo desencadeadas pela HIC deixardo de

coexistir, evitando a disfuncdo endotelial.

1.6.1 —Pressdo Positiva Continua na Via Aérea (CPAP) e Marcadores de

Estresse Oxidativo (TBARS, AOPP, SOD)

Barcelos et al, (2000), hipotetizaram, a principio, que um ano de uso de CPAP néao
foi capaz de alterar os niveis de TBARS no plasma. No entanto, os autores
consideraram que esse resultado poderia ter sido causado pela auséncia de
alteracdes no IMC. Entretanto, o estudo também observou que apdés a CPAP, na
auséncia de alteracdes no IMC,o0s pacientes tiveram uma menor susceptibilidade a
oxidac&o do LDL. Dessa forma, os autores sugeriram que a obesidade n&o foi o fator
gue contribuiupara o resultado que relacionava a CPAP e o TBARS e, sim pode ter
sido desencadeado por outros fatores. Entretanto, existem outros estudos que
indicam que a CPAP tem a capacidade de reduzir o TBARS nos pacientes com AOS
(LAVIE et al, 2004; HERNANDEZ et al, 2006; DORKOVA et al, 2008; YE et al, 2010;

CELEC et al, 2012; OYAMA et al, 2012).

Segundo Celec et al, (2012), o uso de CPAP de curto a longo prazo foi capaz de
alterar o TBARS no plasma, sugerindo que CPAP em individuos com AOS grave
seria um preditor de protecdo contra complicacdes cardiovasculares. No entanto,
neste mesmo estudo, a CPAP, ndo alterou os niveis de AOPP no plasma. O mesmo
foi observado no estudo de Mancuso et al, (2012). Estes autores mostraram que trés
meses de uso de CPAP ndo foram suficientes para alterar os niveis de AOPP.

Recentemente, Tothova et al, (2018), mostraram que curto periodo de CPAP foi
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capaz de reduzir os niveis de AOPP na saliva de pacientes com AOS grave

(TOTHOVA et al, 2018).

Enquanto isso, os estudos que investigam a acao da CPAP sobre a SOD ainda
sdo escassos. Entre os estudos que fizeram essa investigacdo a maioria mostrou
que a CPAP nédo tem a capacidade de alterar a SOD (ALZOGHAIBI e BAHAMMAM,
2012; DAL-FABBRO et al, 2014). Segundo o Alzoghaibi e Bahammam, (2012), curto
periodo de CPAP reduz os niveis de estresse oxidativo,mas ndo afeta a SOD,
impedindo a defesa antioxidanteem pacientes hipertensos com

AOSgrave.(ALZOGHAIBI e BAHAMMAM, 2012).

1.6.2 —-Pressdo Positiva Continua na Via Aérea (CPAP) e Marcadores

Inflamatérios (IL-6, TNFa, IL-10)

Vicent et al, (2016) mostraram que um ano de CPAP nao foi suficiente em reduzir os
marcadores inflamatérios(IL-6 e TNFa) no plasma de pacientes com AOS de
moderado a grave (VICENT et al, 2016). O mesmo aconteceu no estudo
multicéntrico de OSA intervencionista cardiovascular (MOSAIC), que analisou seis
meses de CPAP em pacientes com AOS leve a moderada. Apds seis meses de
CPAP n&o houve alteracdo dos marcadores inflamatorios IL-6 e TNF-a e, também

ndo houve alteracdo do marcador anti-inflamatoério IL-10 (STRADLING et al, 2015).

Neste mesmo ano o estudo de Jiang et al, (2015), mostrou que um més de terapia
com CPAP em pacientes com AOS grave néo foi suficiente para alterar o marcador
anti-inflamatorio IL-10. Em contrapartida, o marcador inflamatorio TNF-a reduziu. Em
concordancia, o estudo de Oyama et al, (2012), mostrou que trés meses de CPAP
em pacientes com AOS e sindrome metabdlica foi suficiente em reduzir os

marcadores inflamatorios TNF-a e IL-6. Esse estudo vislumbrou que a CPAP pode
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ser util para prevenir o desenvolvimento progressivo de fatores de risco aterogénicos

devido a reducéo dos marcadores inflamatorios (OYAMA et al, 2012).

Com base nos resultados dos estudos de Stradling et al, (2015) e de Jiang et al,
(2015), o uso de CPAP néo é capaz de influenciar o marcador anti-inflamatorio IL-
10. Porém é necessario mais estudo para poder entender melhor a real funcéo de

CPAP sobre os marcadores anti-inflamatérios em pacientes com AOS.

Em contrapartida, a influéncia do CPAP sobre o marcador inflamatério € mais
reconhecido, sendo que o CPAP tem a capacidade de reduzir os marcadores
inflamatorios, como foi citado no estudo de Oyama et al, (2012) e por outros estudos

(YOKOE et al, 2003; YE et al, 2010; DORKOVA et al, 2008).

1.6.3 - Pressdo Positiva Continua na Via Aérea (CPAP) e DNA livre

circulante(cfDNA)

O estudo de Ye et al, (2010), mostrou que os pacientes com AOS aumentaram
significativamente as concentracoes séricas de cfDNAe,que isso teve uma
correlacdo positiva com a gravidade da doenca. Além disso, este estudo foi o
primeiro a relatar que concentracdes elevadas de DNA sérico podem ser
gradualmente revertidas pelo tratamento com CPAP (YE ET AL, 2010). Outro
estudo, o de Hernandez et al, (2015), também verificou que o0s niveis de
cfDNAdiminuem apdés a CPAP e, que essa reducdo € maior nos pacientes com
doenca mais grave (HERNANDEZ et al, 2015). No entanto,houve diferenca no
tempo do uso de CPAP nos dois estudos. Enquanto no estudo de Ye, et al, (2010) o
tempo de uso de CPAP foi de seis meses, no de Hernandez et al, (2015), foi de trés
meses. Segundo Ye, et al, (2010), o cfDNApode se tornar um parametro importante

para monitorar a gravidade da doenca e a eficacia terapéutica (YE ET AL, 2010).
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Tabela 1: Revisdo bibliografica da acdo do CPAP sobre os marcadores do estresse oxidativo (AOPP; TBARS e SOD),
marcadores inflamatérios (IL-6; TNF-a e IL-10) e cfDNA.

Autores, Ano

Gravidade da
AOS

N° Amostral

Tempo de
CPAP

Material
de
coleta

Resultado dos
biomarcadores

Conclusao

Barcelos et al,
2000

Grave

AOS= 14
CON=13

48 semanas

Plasma

S/A TBARS;

Reducéo da
oxidacdo do LDL

O tratamento cronico com
pressdo positiva continua nas
vias aéreas nao altera o
TBARS, porém diminui a
suscetibilidade da LDL a
oxidacdo. Esses resultados
podem contribuir para explicar
a relacdo entre a apnéia
obstrutiva do sono e a doenca
cardiovascular.

Yokoe et al,
2003

Leve para
grave

CON=14
AOS LEVE= 13
AOS MODERADO= 17

4 semanas

Soro

Reduziu IL-16

Em conclusdo, demonstramos
que os niveis de IL-6 e a
producdo espontanea de IL-6
pelos mondcitos sdo elevados
em pacientes com SAOS, mas
sdo diminuidos pela CPAP.
Portanto, a SAOS esta
associada a riscos
aumentados de morbidade e
mortalidade cardiovascular, e
o tratamento com CPAP pode
ser util para diminuir esses
riscos.

Lavie et al, 2004

Grave

AOS s/RC=55
AOS c/RC=59
CON=30

36 semanas

Plasma

Reduziu TBARS

O tratamento com CPAP
reduziu efetivamente as
concentracbes de TBARS.
Isso sugere o envolvimento do
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estresse oxidativo nas
sequelas cardiovasculares na
AOS.

Hernandez et al,
2006

Grave

AOS= 36
CON=10

12 semanas

Plasma

Reduziu TBARS

Em conclusdo, o estresse
oxidativo, medido pelas
concentracdes plasmaticas de
TBARS, é significativamente
reduzido no grupo de
pacientes com AOS estudados
apos o tratamento com CPAP.

Dorkova et al,
2008

Grave

AOS adaptados= 16
AOS néo adaptados= 16

8 semanas

Plasma e
Soro

Reduziu TBARS
Reduziu TNF-a
S/A IL-6

O estudo demonstrou uma
reducdo significativa no risco
global de DCV em pacientes
com AOS grave e sindrome
metabdlica concomitante por
terapia CPAP efetiva,
associada a melhorias na
sensibilidade & insulina e
reducdes na inflamacéo
sisttmica e no estresse
oxidativo.

Ye et al, 2010

Leve a grave

CON= 52

AOS leve= 43
AOS moderado= 39
AOS grave= 45

24 semanas

Soro

Reduziu TBARS
Reduziu IL-6
Reduziu cfDNA

A presente investigacdo é a
primeira a relatar que
concentragdes elevadas de
cfDNA podem ser
gradualmente revertidas pelo
tratamento com CPAP.
Consequentemente, cfDNA
pode se tornar um parametro
importante para monitorar a
gravidade da doenca e a
eficacia terapéutica.

Celec et al,

Grave

AOS= 89

4 semanas

Plasma

4 semanas- Plasma:

Nosso estudo mostra que o
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2012 e e reduziu TBARS; S/A | tratamento com CPAP reduz
24 semanas | Saliva AOPP; no plasma o estresse oxidativo
Saliva: S/IA TBARS | em pacientes com AOS.
e AOPP.
24 semanas-
Plasma: reduziu
TBARS; S/A AOPP;
Saliva: S/A AOPP e
TBARS.
Oyama et al, Grave AOS= 32 12 semanas | Plasma Reduziu TBARS Demonstramos que a terapia
2012 Reduziu TNF-a | com CPAP melhora a
Reduziu IL-6 disfuncdo endotelial e diminui
Reduziu IL-8 0s niveis de estresse oxidativo
SIA IL-1B e citocinas inflamatérias em
pacientes com  sindrome
metabolica e AOS. Nossos
dados sugerem que a CPAP
pode ser util para prevenir o
desenvolvimento progressivo
de fatores de risco
aterogénicos.
Mancuso et al, Leve a grave AOS leve=7 12 semanas | Plasma S/A AOPP Em concluséo, NOSsOS
2012 AOS moderado= 15 Aumentou FRAP achados indicam que
AOS grave= 19 marcadores de estresse
oxidativo pode ser (til para
detectar desequilibrio redox na
AOS. Em particular, Niveis de
FRAP, que estimam o anti-
oxidante ndo  enziméatico
estdo fortemente relacionados
com o indice IAH e podem
aumentar com o]
Tratamento com CPAP.
Alzoghaibi e Grave AOS= 34 1 noite Plasma S/A SOD Em resumo, os resultados aqui
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Bahamman et
al, 2012

Reduziu TBARS

apresentados apoiam a teoria
de que a terapia com CPAP
diminui os niveis de estresse
oxidativo em pacientes com
AOS grave com hipertenséo,
mas pode ndo afetar a defesa
antioxidante.

Dal-fabro et al,
2014

Moderado a
grave

CPAP=14
Aparelho oral= 6
Placebo=9

4 semanas

Plasma

S/A SOD
S/A TBARS

Un més de CPAP nao foi
suficiente em reduzir o TBARS
e nem a SOD.

Strandling et al,
2015

Leve a
moderado

AOS= 391

24 semanas

Plasma

S/A IL-6
S/A IL-8
S/A TNF-a

N&o demonstramos alteracdes
em um conjunto limitado de
marcadores inflamatérios apds
6 meses de terapia com CPAP
versus controles néo tratados,
em pacientes com AOS leve a
moderada.

Jiang et al, 2015

Grave

AOS= 135
CON=94

4 semanas

Soro

Reduziu TNF-a
S/A IL-10

Conclui-se que um més de
terapia com CPAP teve um
efeito apreciavel nos
parametros TNF-a e IAH, mas

ndo nos niveis de IL-10.

Hernandez et al,
2015

Moderado a
grave

AOS= 30

12 semanas

Soro

Reduziu cfDNA

Nossos resultados indicam
que os niveis de cfDNA caem
ap6s o CPAP e que essa
diminuicho é maior nos
pacientes com AOS mais
grave. Este foi o segundo
estudo que avaliou o cfDNA na
AOS.

Vicent et al,
2016

Moderado a
grave

CON= 26
Ronco= 28
AOS= 89

48 semanas

Plasma

S/A IL-6
S/A IL-8
S/A TNF-a

Cirurgia das vias aéreas
superiores ou tratamento com
CPAP néo tiveram efeito sobre
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0s biomarcadores
inflamatérios no plasma apés
12 meses de
acompanhamento.

Toéthova et al,
2018

Grave

AOS= 24

1 Noite

Saliva

Reduziu TBARS
Reduziu AOPP

Em conclusdo, nosso estudo
mostra que, em AOS grave,
uma noite com CPAP ¢é
suficiente para reduzir as
concentracbes da manha de
TBARS e AOPP salivar.

CON= Controle; S/A= Sem alteracdo; DCV= Doenga cardiovascular; IAH= indice de Apneia e hipopneia; LDL= lipoproteina de baixa
densidade; FRAP= Atividade antioxidante total pelo método de Reducéo do Ferro.




a7

1.7 —Efeitos Colaterais do uso de Pressao Positiva Continua na Via Aérea

(CPAP)

Por outro lado, tém-se verificado que o uso de CPAP pelos individuos € muitas
vezes menor do que o recomendado. Estudos monitorizaram o tempo de uso de
CPAP por registros gravados no aparelho e relataram uma média de utilizagdo em
torno de 4,7 horas por noite. Muitas vezes a justificativa dessa média € atribuida aos
efeitos colaterais e a intolerancia as pressoes elevadas dos aparelhos(ENGLEMAN
et al,1994). A incapacidade de ajuste da pressdo durante o uso da CPAP tem sido
considerada como uma causa comum e repentina a ndo adesdo a terapia
(RICHARDS et all1996). Segundo Richards et al. (1996), os efeitos adversos
relacionados aos sintomas nasofaringeos, tais como a congestdo nasal e a
rinorreiacausados pela diminuicdo da umidade do ar inspiradosdo também causas
comuns para a ndo adesdo ao aparelho (RICHARDS et al., 1996). Nesse sentido, a
utilizacdo de umidificadores seria uma boa alternativa, pois poderia melhorar a
tolerancia do paciente a adaptacdo ao CPAP, independente da pressdo positiva
continua instituida. Isso foi verificado no estudo de Winck et al, (2002), que mostrou
os efeitos benéficos da umidificacdo aquecida sobre os sintomas nasais causados

pela inflamacao nasal induzida pelo uso de CPAP (WINCK et al, 2002).

E importante salientar que mesmo entre os participantes que aderem a CPAP por
4h/noite, pelo menos 25% nado apresentam beneficio terapéutico para a reducéo da
hipertensdo (BARBE et al, 2013; MARTINEZ-GARCIA et al, 2013). Isso deixa um
namero significativo de participantes em risco de sequelas cardiovasculares. Sendo
assim, é importante que hajam outros recursos que possam cobrir esses pacientes
gue nao se beneficiam com a CPAP. Apesar de 0s mecanismos ainda nao estarem

claros, os programas de exercicios fisicos destinados aos individuos com AOS tém



48

recebido atencdo especial, pois eles tém se mostrado eficientes para atenuar
consequéncias nocivas da AQOS, entre elas os distarbios cardiovasculares

(YAMAMOTO et al, 2007; QUAN et al, 2007).

1.8 — Apneia Obstrutiva do Sono (AOS) e Exercicio

Os efeitos da atividade fisica em pacientes com AOS também tém sido bastante
explorados, pois esta funciona ndo apenas como tratamento complementar, mas
como uma abordagem alternativa para tratar pacientes que ndo podem ou né&o
querem se adaptar ao CPAP (ANDRADE e PEDROSA, 2016; BOLLENS e
REYCHLER, 2018). Segundo Norman et al, (2000), seis meses de exercicio
supervisionado foi capaz de melhorar a sonoléncia diurna subjetiva, a qualidade de
vida e o0 estado de humor em pacientes com AOS leve a moderada (NORMAN et al,
2000). No entanto, o impacto do exercicio fisico sobre asEROs e inflamacdo em
pacientes com AOS, ainda nao € muito pesquisado. O exercicio fisico pode induzir a
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios em diversas condi¢cdes fisiologicas
(PETERSEN e PEDERSEN, 1985; KAROLKIEWICZ et al, 2009; DE OLIVEIRA et al,

2012).

1.8.1 —Exercicio e Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Varios estudos mostraram que o aumento ou a reducdo deERO dependem da
intensidade ou quantidade de trabalho realizado durante o exercicio fisico
(AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE POSITION STAND, 2009;
MATSUO et al 2014). Um determinado nivel de atividade fisica como, por exemplo,
0s exercicios de alta intensidade, pode induzir um aumento deEROs(FISHER-
WELLMAN e BLOOMER, 2009), enquanto o exercicio de intensidade moderada

reduz. Sendo assim, pode-se inferir que o0 aumento ou a reducdo deEROs pode
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variar de acordo com as caracteristicas do exercicio, como intensidade, tempo e

frequéncia (FISHER-WELLMAN e BLOOMER, 2009).

E amplamente aceito que o aumento da EROs provocado pelo exercicio,
principalmente o de alta intensidade, resulta em danos moleculares, que podem
causar desgastes fisiologicos progressivos, aumentando a suscetibilidade a doenca
e risco de morte (METCALF et al, 2002). Entretanto, ndo podemos esquecer de que
asEROs também séo capazes de estimular varias vias de sinalizacdo celular e,
dessa forma, as células podem se adaptar, determinando uma melhor resisténcia ao
estresse. Porém esse efeito adaptativo da célula contra asEROs acontece com a
pratica regular de exercicio fisico, no qual estudos tem mostrado que 0 exercicio
fisico tem a capacidade de regular positivamente as vias antioxidantes, devido a
expressdo de fatores transcricionais para as enzimas antioxidantes (RADAK et al,
2007; SIU et al, 2011). Sendo assim, pode-se inferir que o exercicio fisico regular,
reduz a producdo de EROs e aumenta a capacidade antioxidante. Segundo Mota et
al, (2010), a aptidao fisica é inversamente relacionada com a producdo de EROs,
informando que quando maior for aptidao fisica do paciente menor serd a producéo
de EROs. Isso revela o efeito protetor eficaz sobre o estresse oxidativo em

individuos bem preparados fisicamente (MOTA et al 2010).

1.8.2 - Exercicioe Inflamacéao

O impacto do exercicio fisico sobre o perfil inflamatdrio nos pacientes com AOS,
ainda ndo esta claro (ALVES ET AL, 2012), embora vérios estudos tenham
demonstrado os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do treinamento fisico
aerébio em diversas condi¢des. Smith et al, (1999), demonstraram que o exercicio

fisico a longo prazo pode reduzir significativamente os niveis de mediadores



50

inflamatorios, sugerindo um beneficio anti-inflamatorio do exercicio. Isso poderia
contribuir para a prevencdo de doencas cardiovasculares (SMITH et al, 1999).
Entretanto, em um estudo recente, realizado em pacientes com AOS, Cavagnolli et
al, (2014), mostraram que dois meses de exercicio aerébico ndo foram capazes de
reduzir os niveis de mediadores inflamatérios em pacientes com AOS
(CAVAGNOLLI et al, 2014). Porém, Kasapis e Thompson, (2005), mostraram que a
duracéo do exercicio pode interferir na resposta inflamatoéria, sendo que o exercicio
realizado a curto prazo pode gerar respostas inflamatorias, enquanto o exercicio
realizado a longo prazo, tem um efeito anti-inflamatério (KASAPIS E THOMPSON,
2005). No entanto, saonecessarios mais estudos para definir se a duracdo do

exercicio interfere na inflamacéo de pacientes com AOS.

1.8.3 - Exercicioe DNA livre circulante (cfDNA)

A relacao do exercicio fisico com o cfDNA em pacientes com AOS, ainda nao
€ algo investigado no meio cientifico. Ainda ndo se sabe a real influéncia do
exercicio sobre o cfDNA. Segundo Vittori et al, (2019), o conhecimento sobre o efeito
do exercicio agudo e crénico sobre o cfDNA é insuficiente. No entanto, acredita-se
que a intensidade, o modo do exercicio e a duragdo, sao fatores que interferem na

resposta do cfDNA (VITTORI et al, 2019).

1.9 — Justificativa

A terapia com a CPAP diminui os episddios de hipdxia intermitente, trazendo
como consequéncia a reducédo do estresse oxidativo e da inflamacéo, resultando em
uma melhora na funcdo vascular, por meio das atividades antiinflamatorias e
antiapoptéticas (OYAMA et al, 2012; MUNOZ-HERNANDEZ et al, 2015; BARCELO

et al, 2006; CELEC et al, 2012). No entanto, os efeitos do CPAP em varios
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biomarcadoresoxidativos e inflamatérios foram investigados em diversos estudos
clinicos abertos, nos quais os efeitos reais do CPAP foram conflitantes,

principalmente devido a diferentes desenhos de estudo.

Os efeitos da atividade fisica em pacientes com AOS também tém sido bastante
explorados, pois funciona ndo apenas como tratamento complementar, mas como
uma opcao de tratamento alternativo para os pacientes que nao puderam ou nao se
adaptaram ao CPAP (ANDRADE e PEDROSA, 2016; BOLLENS e REYCHLER,
2018). No entanto, ja se sabe que o exercicio fisico tem a capacidade de reduzir a
sonoléncia diurna subjetiva e de melhorar a qualidade de vida e o estado de humor
em pacientes com AOS leves a moderada. Poréem a eficiéncia do exercicio fisico
sobre o estresse oxidativo e a inflamacdo em pacientes com AOS, permanece
incerto, principalmente na definicdo da intensidade e na duracéo do exercicio. Sendo
assim, é de grande relevancia investigar a influéncia da atividade fisicasobre o

estresse oxidativo e inflamacao em pacientes com AOS.

Em suma, o tempo de uso do CPAP ainda e algo conflitante sobre a acéo dessa
intervencdo nos biomarcadoresdo estresse oxidativo; inflamagéo e cfDNA, como
demonstrado na tabela 1. Mesmo com esses conflitos de resultados, ha maioria dos
estudos que investigaram a acdo do CPAP a longo prazo, obtiveram resultados
positivos, reduzindo o estresse oxidativo, inflamag&o e cfDNA, em contrapartida, 0os
estudos que investigaram o CPAP a curto prazo, também demostram resultados
positivos sobre os biomarcadores, porém,a quantidade de estudos que tiveram
esses resultados émenor comparados com os estudos de CPAP a longo prazo.
Diferente do CPAP, a influéncia do exercicio aerdbico na intensidade moderada,
sobre os biomarcadores do estresse oxidativo e inflamacdo em pacientes com AOS,

ainda nado é algo muito investigado no meio cientifico, sendo assim, ndo se sabe a
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real influéncia do exercicio aerébico, sobre os biomarcadores do estresse oxidativo,
inflamacédo e cfDNA em pacientes com AOS, no entanto, temos conhecimentos
prévios de que o exercicio aerobico sobre outras doencas, tem a capacidade de
reduzir o estresse oxidativo e a inflamacdo, porém a intensidade e o tempo que
pratica o exercicio, sdo fatores que interfere no aumento ou reducdo desses
biomarcadores, no entanto, esses fatores, precisam ainda ser mais investigados.
Diante disso, e de grande relevancia estudar a curto prazo a influéncia do CPAP e
do exercicio aerobico na intensidade moderada, sobre os biomarcadores do

estresse oxidativo, inflamacao e cfDNA.

Sendo assim, hipotetizou-se no estudo que: (i) A terapia com CPAP em curto
periodode tempo (oito semanas) tem efeitos rapidos sobre as condi¢cbes
relacionadas a inflamacédo e/ou o estresse oxidativo em pacientes com AOS
moderada e grave. (ii) Oito semanas de treinamento com exercicio fisico aerobico de
intensidade moderada atenua o0 estresse oxidativo e as condi¢des relacionadas a
inflamacédo em pacientes com AOS moderada e grave; e (iii) A influéncia, a curto
prazo do CPAP e do exercicio aerébico na intensidade moderada, sobre a
concentracdo de cfDNA no plasma de pacientes com AOS, ainda permanece
desconhecido, sendo assim, sugere-se avaliar e quantificar os niveis de cfDNA,

apos as duas intervengdes propostas de tratamento.

2. OBJETIVO

2.1 —Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar as alteracbes nos marcadores de estresse

oxidativo (TBARS, AOPP, SOD), marcadores de citocinaspro-inflamatorias
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(TNF-a, IFN-y IL-2, IL-6, IL-8), citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10) e marcador
cfDNA, antes e ap0s 8 semanas de tratamento com CPAP ou 8 semanas
deexercicio aerobio de intensidade moderada em pacientes com AOS moderada e

grave.

2. 2 -Objetivos especificos
Analisar a oxidacdo proteica (AOPP), antes e ap0s oito semanas de CPAP ou
exercicio aerdbico na intensidade moderada em individuos com AOS moderada e

grave.

Analisar a peroxidacéo lipidica (TBARS), antes e ap0s oito semanas de CPAP ou
exercicio aerobico na intensidade moderada em individuos com AOS moderada e

grave.

Analisar o cfDNA, antes e ap6s oito semanas de CPAP ou exercicio aerébico na

intensidade moderada em individuos com AOS moderada e grave.

Analisar a atividade antioxidante (SOD), antes e ap0s oito semanas de CPAP ou
exercicio aerobico na intensidade moderada em individuos com AOS moderada e

grave.

Analisar as citocinas proé-inflamatérias TNF-q, IL-2, IL-6, IFN-Y, IL-17A, antes e ap0s
oito semanas de CPAP ou exercicio aer6bico na intensidade moderada em

individuos com AOS moderada e grave.

Analisar as citocinas anti-inflamatorias IL 4, IL-10, antes e apds oito semanas de
CPAP ou exercicio aerébico na intensidade moderada em individuos com AOS

moderada e grave.
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Estudar parametros de sono através da Escala de Sonoléncia de Epworth e, do
indice de qualidade de sono de Pittisburgh, antes e apds oito semanas de CPAP ou
exercicio aerobico na intensidade moderada em individuos com AOS moderada e

grave.
3.METODOLOGIA
3.1. Tipo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico comparativo aberto, aprovado pelo Comité de Etica do
CCS/UFES (CAAE: 79412217.6.0000.5060). Nossa casuistica incluiu
participantes,na faixa etaria de 30 a 70 anos,procedentes da comunidade capixaba
com diagnostico de AOS. Todos os participantes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II).

3.2. Critérios de inclusao

1. Individuos diagnosticados com AOS moderadae gravepor meio de PSG;

2. Individuos que néo utilizavam ou que estavam mal adaptados ao CPAP nos
ultimos seis meses;

3. Individuos que nao praticaram atividade fisica regular (>3 dias/semanas e >

30min/dia) nos ultimos seis meses.

3.3.Critérios de excluséao

1. Acometimentos ortopédicos, visuais e neurolégicos que limitassem o exercicio;
2. Hipertensao arterial sistémica e Diabetes Mellitus tipo Il ndo controladas;

3. Doencas respiratérias que limitassem a pratica de exercicio fisico;

4. Inicio do uso ou retirada de algum anti-hipertensivo no ultimo més;
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5. Uso de betabloqueador;

6. Nao utilizacdo de CPAP durante o estudo;

7. Ser fumantes;

8. Nao ter diagndstico comprovado por meio de PSG.

3.4. Participantes

O recrutamento dos participantes foi via e-mail, com a inscricdo de 90 individuos.
Destes, 19 individuos foram excluidos e os 71 individuos que permaneceram nesta
fase do estudo foram submetidos a dois instrumentos subjetivos, a escala de
sonoléncia de Epworth e o questionario de Pittsburgh, para verificacdo da qualidade
do sono e da sonoléncia diurna. Esses instrumentos foram aplicados via e-mail. Em
seguida, os individuos foram convocados a comparecer ao Laboratoério e Clinica de
Investigacdo Cardiovascular para realizarem as analises de composi¢do corporal
(Bioimpedancia), mensura¢gdes antropométricas, verificacdo da PA, FC e coleta de
sangue. Apoés as avaliagdes, 32 individuos desistiram do projeto. Os 39 individuos
gue permaneceram no estudo foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo

Exercicio (N= 21) e grupo CPAP (N=18) (Figura 7).
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90 Inscritos -
» 16 Sem polissonografia
l_ ==+ 2 Betabloqueador
individuos » 1 Acometimento neuroldgico
excluidos -
, - 71 individuos
* 04 foram excluidos pela avaliados

cardiologista.
14 Sem disponibilidade | 391 4 idos

i oW h
de horario. excluidos l l

14 devido a distancia.

J 39 individuos

/ \

21 (grupo exercicio) 18 (grupo CPAP)

Figura /: Fluxograma detainando 0s motivos das eXCIUSOES e desIStencias.
3.5 - Avaliacéo
3.5.1- Escala de Sonoléncia de Epworth

A Escala Sonoléncia de Epworth (Anexo lll) quantificou o nivel de sonoléncia diurna
dos individuos com AOS. Esta escala avalia oito situacdes rotineiras relacionadas a
probabilidade de cochilar ou dormir numa escala de 0 a 3, onde O refere-se a
nenhuma chance de cochilar e, os valores de 1 a 3 referem-se a ligeira, moderada e,
grande chance de cochilar, respectivamente. O score total varia de 0 a 24, sendo a
interpretacdo do resultado realizada da seguinte forma: de 0-7 pontos (pouca
probabilidade de sonoléncia; de 8 e 9 pontos (quantidade média de sonoléncia
diurna); de 10-15 pontos sonoléncia excessiva; e, de 16-24 pontos (excessivamente
sonolento) (Johns, 1999). As pontuacfes superiores a 10 tém uma sensibilidade de

93,5% e especificidade de 100% para distinguir a sonoléncia diurna normal
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patolégica. Esse foi o ponto de corte usado para definir a sonoléncia subjetiva

normal (Johns, 2000).

3.5.2- Questionario de Pittsburgh

O questionario de Pittsburgh (Anexo IV)avaliou a qualidade do sono dos
individuos,além de classificar os participantes em “bons dormidores” e “maus
dormidores”. O questionario consiste em 19 questdes auto-administrativas e cinco
guestdes respondidas pelos(as) companheiros(as) de quarto. Estas dltimas
questbes foram utilizadas somente para informagbes clinicas. As questdes s&o
agrupadas em sete componentes, com pesos distribuidos numa escala de 0 a 3.
Estes componentes avaliam a qualidade subjetiva do sono, a laténcia para o sono, a
duracéo do sono, a eficiéncia habitual do sono, o uso de medicamentos para dormir
e a disfuncdo diurna. As pontuacdes foram somadas e o escore foi produzido
variando de 0 a 21. O escore de 0 a 4 foi considerado como boa qualidade de
sono,5 a 10ma qualidade de sono e acima de 10 os individuos foram classificados

com disturbios do sono (BUYSSE, et al, 1989).

3.5.3 - Medidas Hemodinamicas

A afericAdo casual da pressdo arterial foi realizada por meio
doesfigmomanémetro digital (Omron® HEM 705CP, Tokyo, Japan) validado na
literatura.O protocolo de afericdo foi adaptado ao protocolo de medida de pressao
arterial estabelecido peloLaboratério e Clinica de Investigacdo Cardiovascular. Para
aferir a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, o paciente permaneceu sentado por
cinco minutos em uma cadeira confortavel, com as costas relaxadas e apoiadas no
encosto, sem cruzar as pernas, com o braco esquerdo no apoio (mesa) e livre de

roupas na altura do braco. O Individuo foi orientado a esvaziar a bexiga, nao ingerir
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liquido, ndo fumar ou exercitar-se 30 minutos antes da afericdo e durante a afericao
nao podia falar. Foram realizadas trés afericbes com intervalo de 2 minutos entre

elas, e o valor da PA e FC foram obtidos com as médias das duas ultimas medidas.

3.5.4 - Medidas antropométricas

A avaliacdo antropométrica foi mensurada considerando a altura, a
circunferéncia cervical, a abdominal e a do quadril. Por fim, foi quantificada a relacéo

cintura e quadril.

A altura foi aferida com o estadidmetro de parede (Gbynk, Alemanha) com
precisdo de 1 mm, o qual é afixado emuma parede lisa e sem rodapé. O individuo
ficou em posicado supina, descal¢o, encostando cabeca, nadegas e calcanhares na
parede e com o olhar fixo no plano horizontal. A mensuracédo foi verificada no

periodo inspiratorio do ciclo respiratorio.

A circunferéncia cervical (CC) foi realizada com uma fita métrica inextensivel
posicionada ao nivel da metade da cartilagem tireoide, de forma horizontal. Em
mulheres a média da CC é de 34,5 cm, enquanto nos homens é de 40 cm, sendo

relacionada com a gravidade da AOS (YOUNG et al., 1997).

A circunferéncia da cintura (CCi) foi medida com o individuo em jejum e com a
bexiga vazia. O participante ergueu parte da vestimenta, deixando o abdome
desnudo; ficou em posi¢do ereta, com 0s pés juntos, 0os bracos cruzados na frente
do toraxerespirou normalmente. A medida foi realizada com uma fita métrica
inextensivel no ponto médio entre a crista iliaca e a borda inferior do arco costal.Em
concordancia com as medidas da CCiestabelecidas pela OMS (1998), foram

consideradas as referéncias para homens = 102 cm e para mulheres = 88 cm como
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risco substancialmente aumentado de desenvolver doencas CVs e sindrome

metabolica(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

A medida da circunferéncia do quadril (CQ) foi feita com uma fita métrica
inextensivel posicionada sobre o trocanter maior do fémur e na maior proeminéncia

das nadegas.

A partir das circunferéncias de cintura e quadril, foi calculada a relagéo cintura
guadril (RCQ).Os valores da RCQ foram classificados de acordo com as referéncias
da OMS. Homens com valores superiores a 0,90 e mulheres superiores a 0,85,
indicaram alto risco de desenvolver doengas CVs e sindrome metabdlica(WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 1998).

3.5.5 - Medidas da composic¢édo corporal

A analise da composicéo corporal foi realizada pela bioimpedéancia tetrapolar
(Inbody® 230). Para realizar a bioimpedancia o participante foi orientado a evitar
tanto a hiperhidratacdoquanto ahipohidratacdo 2h antes do teste; ele deveria
consumir somente a quantidade de agua a que estava habituado. Além disso, ele
nao poderia ingerir alimentos ou outros tipos de liquidos neste periodo, incluindo
entre estes:café, cha, refrigerantes (tipo cola), suplementos termogénicos e
chocolate; ndo poderia ter praticado exercicio fisico intenso nas Uultimas 24h;
urinasse pelo menos 30min antes da medida; deveria remover adornos (brincos,
piercings, colares); e, deveria se manterem repouso absoluto em posicdo supina
pelo menos 8-10min antes de efetuar a medida. Os valores obtidos pela
bioimpedancia foram indice de massa corporal (IMC), peso,massa de musculo

esquelético (MME), massa de gordura (MG).
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3.5.6 - Coleta de sangue para dosagem bioquimica

Acoleta de sangue para dosagem dos biomarcadores (AOPP, TBARS, cfDNA,
SOD, IL-17A, IL-6, IL-2, TNF-qa, INF-y, IL-10 e IL-4).A coleta de sangue foi realizada
com o individuo sentado em uma cadeira confortavel e os bragos estendidos sobre o
apoio da cadeira. Antes de realizar a coleta, o profissional especializado higienizou
as maos, antes e apoOs, o0 contato com o participante, evitando, assim, a
contaminacdo cruzada. A higienizacdo foi realizada com agua, sabdo e alcool gel.
Uma gaze umedecida com solucdo de alcool isopropilico ou etilico a 70% foi
utilizada para limpar o local onde foi feita a coleta de sangue a vacuo.Apoés a coleta
de sangue, a agulha utilizada no procedimento foi descartada diretamente no coletor
de material perfuro cortante — (Descarpack). Cinco tubos, dois tubos sem EDTA e
trés tubos com EDTA foram usados para a coleta de 20 ml de sangue. Em seguida
0s cinco tubos foram centrifugados por 15 min a 3000 rotaces por minutos. Apos a
centrifugacéo, o soro que estava no tubo sem EDTA e o plasma que estava no tubo
com EDTA foram pipetados e 4ml de soro foram armazenadosem 4 microtubos (1ml
em cada) e 4ml de plasma formam armazenados em 4 microtubos(1ml em cada). No
final os microtubos foram acondicionados em freezer -80 até o momento da analise

bioquimica.

3.6. - Analise bioquimica

3.6.1 - Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancada (AOPP)

O dano oxidativo as proteinas foi medido por produtos proteicos de oxidagéo
avancada (AOPP) o qual ja foi descrito anteriormente (HANASAND et al, 2012).0s

niveis de AOPP presente no plasma foram quantificados pipetando diretamente na


http://www.lojadeautoclaves.com.br/p/77/coletor-de-material-perfuro-cortante---descarpack/campanha_id/7
http://www.lojadeautoclaves.com.br/p/77/coletor-de-material-perfuro-cortante---descarpack/campanha_id/7
http://www.lojadeautoclaves.com.br/p/77/coletor-de-material-perfuro-cortante---descarpack/campanha_id/7
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placa de Elisa 160 pL de PBS seguidos de 10 pL de iodeto de potéassio (KI) e 40 pL
da amostra do plasma (diluido em 5x). Apés o termino da primeira etapa do
protocolo foram adicionados 20uL de acido acético glacial (ultrapuro). Em seguida a
placa foi submetida ao shaker para agitacdo com velocidade de 90 rpm durante um
tempo de 6 minutos. Imediatamente ao processo de agitacdo a leitura da placa foi
realizada com o comprimento de onda de 340nm. A curva padrdo para quantificar
os niveis de AOPP foi feita com o uso de cloramina-T (0 a 100 uM). Todas as
amostras foram feitas em triplicata e o resultado final foi expresso em uM de

cloramina-T. Os valores foram calculados pela curva e corrigidos pelo volume.
3.6.2.- Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Os niveis de peroxidacédo lipidica foram determinados usando o ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). O ensaio espectrofotométrico
foi baseado na reagdo entre malondialdeido (MDA) e &cido tiobarbiturico
(TBA)(LEAL et al, 2015).0s niveis de peroxidacéo lipidica foram colocados em um
eppendorf 75 pl de agua destilada (ISSO NAO FAZ SENTIDO), 50 pl de plasma, 125
ul de acido tricloroacético 17,5% e 125 pl acido tiobarbittrico 0,6% e rapidamente
foram misturados em um vortex. Em seguida as amostras foram colocadas em
banho seco a 100°C durante o periodo de 20 minutos. ApGs serem retiradas do
banho seco, as amostras foram resfriadas em gelo e, em seguida,foram
acrescentados 125 pl de &cido tricloroacético 70% e novamente misturado em
vortex. As amostras foram incubadasno gelo por 20 minutos. Apdés o periodo de
incubacdo as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos a uma
temperatura de 4°C. Ao final do processo de centrifugacdo, 100 pl do sobrenadante
foram coletados e colocados em triplicata em placa de Elisa e, usando

espectrofotometro foi realizada a leitura em comprimento de onda de 532nm. A
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curva padrdo para quantificar os niveis de TBARS foi feito com uso de MDA (0 a
16,7uM). Todas as amostras foram feitas em triplicata e o resultado final foi expresso

em UM de MDA. Os valores foram calculados pela curva e corrigidos pelo volume.

3.6.3 - DNA livre no plasma (cfDNA)

A analise docfDNAfoi realizada com sete concentragfes conhecidas de DNA
(0-0,5 ng/ul) (Sigma-Aldrich), utilizando a curva padrao para quantificar os niveis de
DNA livres. As concentragdes do cfDNA foram analisadas com um marcador nuclear
fluorescente (SYBER Gold) nas amostras de soro. O SYBER Gold (diluido em
1/1.000 em DMSO e novamente diluido em 1/8 em agua destilada) foi adicionado ao
soro (diluido em 5x) em uma placa preta opaca de 96 pocos, protegido da luz. Os
valores de fluorescéncia foram obtidos por meio de um leitor de Microplacas -
Multidetec¢cdo Hibrido Synergy/H1 (BioTek®), com comprimento de onda de
excitacdo de 485nm e comprimento de onda de emissdao de 535nm. Todas as
amostras foram feitas em triplicata e o resultado final foi expresso em cfDNA ng/ul

(GOLDSHTEIN et al, 2009).

3.6.4 - Superdxido Dismutase(SOD)

A atividade da SOD no plasma foi realizada com sete concentracdes
conhecidas da SOD(0; 0.0625; 0.125; 0.25; 0.50; 1 e 2 U/ml) (colorimetricactivity —
invitrogen, ThermoFisherscientific), para formar a curva padrao que foi utilizado para
quantificar a atividade da SOD. Antes de iniciar o protocolo experimental, o soro foi
diluido cinco vezes com o tampdo. Em seguida os reagentes, xantina oxidase e
substrato foram preparados. Apds o preparo dos reagentes, 10 pl de padréo e 10 pl
de amostras foram aplicadas em duplicatas nos pocos, em seguida foram aplicados

50 ul de substrato + 25 ul de xantina oxidase em cada poco. Ao final a placa ficou
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incubada por 20 minutos em temperatura ambiente e apds a incubacao a placa foi
lidano leitor de Microplacas - Multideteccdo Hibrido Synergy/H1 (BioTek®) com

absorbancia a 450nm. O resultado final foi expresso em U/ml.

3.6.5 - Citocinas Pro e Anti-inflamatorias

As citocinas IL-17A, INF-y, TNF-qa, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2 forammedidaspelo kit CBA
(Cytometryc Bead Array - Human Th1/Th2/Th17) da BD Biosciences. O principio do
método de dosagem com o kit CBA consiste na ligacdo de anticorpos com as
citocinas de interesse. O kit oferece seis grupos de microesferas, apresentando
intensidades de fluorescéncia diferentes, revestidas com anticorpos especificos para
cada tipo de citocina, denominadas “esferas de captura”. Para as dosagens, as
esferas de captura especificas para cada citocina, foram agrupadas e
posteriormente misturadas com 50uL de cada amostra (plasma) a fim de permitir a
ligacdo das esferas de captura com as possiveis citocinas presentes na amostra. Em
seguida, foram adicionados a essa mistura anticorpos monoclonais especificos para
cada citocina humana, conjugados com o fluorocromoficoeritrina (PE). ApOs esta
etapa (de marcacao), as fluorescéncias de um total de 5000 eventos por amostra
foram registradas em citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD), com base em graficos
de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). As populagcbes das microesferas
foram detectadas de acordo com suas respectivas intensidades de fluorescéncia, se
distribuindo ao longo de eixo Y (detector de fluorescéncia 4, PE, o qual capta luz no
comprimento de onda ~650 nm, correspondente a cor vermelha). O mesmo
procedimento foi realizado previamente para a constru¢ao de uma curva padréo com
concentragdes de 20 a 5000pg/ml, e empregada para determinar as concentragdes

de cada citocina na amostra em analise. As amostras foram quantificadas utilizando
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o software FCAP Array (BD) e os valores foram expressos em pg/mL(KAUR et al,

2018).

3.7 - Intervengéo

3.7.1 - Grupo exercicio

O programa de treinamento aerobico de oito semanas foi elaborado de acordo com
as recomendacOes de atividade fisica de saude publica (HASKELL et al, 2007) e
realizado sob supervisdo dos pesquisadores que sao fisioterapeutas. O exercicio foi
realizado no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Ciéncias do Movimento Corporal
(NUPEM), onde os individuos tiveram que realizar o exercicio fisico aerébico por oito
semanas.A frequéncia do exercicio foi detrés vezes na semana.A execuc¢do do exercicio
teve duragdo de 50 minutosdistribuidos da seguinte maneira: 5 minutos de
aguecimento, 35 minutos de caminhada na esteira (Intensidade moderada) e 10
minutos de relaxamento. A intensidade da caminhada foi moderada e o controle da
intensidade durante o exercicio foi visualizada pela frequéncia cardiaca (FC)
momento a momento, por meio do frequencimetro(Polar® RS 400, Polar ElectroOy,
Kempele, Finland). Diante disso, o individuo treinou com a intensidade dentro da
faixa de 50 -70 % da FC de reserva. A FC maxima foi estimada pelaférmula de
Karvonen (FCnax: 220-idade). Em seguida utilizamos a FCnacoriginada da formulae a
FCrepouso, que foi obtida no momento da avaliacdo e as aplicamos na férmula da
frequéncia cardiaca alvo (FC alvo= ((FC Max — FC de repouso) X 0.5 ou 0.7) + FC
de repouso). Sendo assim,a faixa de intensidade moderada de cada individuo foi
determinada pelo resultado final desta formula. A pressao arterial e a frequéncia

cardiaca foram aferidas cinco minutos antes e cinco minutos apés a caminhada. A
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escala Borg (Anexo V)foi aplicada a cada cinco minutos durante todo o periodo de
exercicio. Essa escalafoi utilizada pelo individuo para apontar sua propria percepcao
de esforco. Ela varia de 0 a 10 e quanto mais proximo do valor maximo, maior € o

esforco e quanto mais proximo do valor minimo menor € o esforco.

3.7.2 - Grupo CPAP

A intervencdo do grupo CPAP foi realizada no Laboratério de Distlrbios
Respiratérios do Sono, onde os individuos utilizaram o CPAP por oito semanas.
Inicialmente foram definidas as pressdes de cada participante, sendo estas fixas ou
variaveis de acordo com o exame de polissonografia de titulacdo que o paciente
trazia na primeira consulta. Se o participante ndo tivesse esse exame especifico
optou-se em triar 0s niveis pressoéricos obtidos com o CPAP automatico pelo periodo
de dois dias e, ap0s essa triagem foi estipulada a pressdo do CPAP desses outros
participantes.A definicdo das mascaras (nasal ou intranasal) para cada individuo foi
realizada apds verificar o tipo de face, a dimensdo do nariz e, se a mascara seria
compativel com o nivel de pressao estabelecida no aparelho CPAP. A mascara foi
adaptada a face do individuo por meio de tiras e, em seguida foi conectada ao
aparelho de CPAP (sem ou com humidificador) por meio de um tubo flexivel. O
equipamento na pressao titulada foi programado com uma pequena rampa de 5
minutos para evitar desconforto e, com isso foi avaliada a presenca de vazamentos
nas diferentes posi¢cdes corporais e nas diferentes pressfes. Caso fosse percebida a
ocorréncia de vazamento, a mascara era ajustada ou até mesmo substituida até que
0 vazamento fosse interrompido. Na tentativa de evitar a sensagdo de desconforto
em relacdo a pressdo do aparelho, optou-se peloganho gradativo da pressédo até
que a presséo estipulada fosse alcancada, instituiu-se a modalidade de rampa nos

aparelhos, num tempo minimo de 15 e maximo de 30 minutos. O individuo
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permaneceu por aproximadamente uma hora com o aparelho ligado e, durante este
periodo, ele foi orientado a verificar se havia algum incobmodo com a pressao
estipulada, a realizar mudancas de decubito para conferéncia se a mascara nao se
movimentava e causava escapamento de ar em algum desses decubitos. Ao término
desse periodo de supervisao, ainda no laboratério, o avaliador solicitava ao individuo
que repetisse todo o procedimento de instalacdo da mascara, de acionamento do
aparelho e de mudancas de decubito, como se estivesse em domicilio pronto para
dormir. Ao término dessa etapa, o individuo foi orientado em relacdo aos cuidados e
higienizacdo da mascara, do aparelho e a troca do filtro do aparelho. Para confirmar
o uso do CPAP, os individuos compareciam ao Laboratério de Distarbios
Respiratorios do Sono a cada 15 dias com o cartdo de memoéria do CPAP para
verificacdo dos parametros de utilizacdo do equipamento (horas de uso diaria, uso
acima de quatro horas por noite, pressdao em percentil 95, IAH residual e o
vazamento em percentil 95). Essas informagdes foram salvas no computador e, por
meio de software foi emitido um relatério com os resultados obtidos nesse periodo
de utilizacdo do aparelho. Os participantes foram considerados adaptados e com
boa adesdo ao CPAP, quando utilizavam os aparelhos por mais de 4 horas/noite,0
vazamento do equipamento ficasse abaixo de 25 I/min e o IAH residual tivesse
abaixo de cinco eventos/hora. Além dos retornos quinzenais ao laboratério, os
participantes foram orientados e acompanhados via celular e e-mail.

3.8 - Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas no programa StatisticalPackage for the
Social Sciences (SPSS®, versao 20). A caracterizacdo da amostra foi determinada
pelas quantidades, porcentagens, medias e desvio padrdo. Para testar a

normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk, pressuposto basico
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para a

CPAP EXERCICIO

Variaveis (N=18) (N=21) p escolh

a da

utilizag
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testes

paramétricos ou nao parameétricos. Constatada a normalidade, as comparacfes
entre meédias foram feitas pela aplicacdo do Teste t-Studentpara amostras
dependentes quando os dados foram normais e, para comparacao das variaveis de
dados ndo normais, foi utilizado o Teste de Wilcoxon e para as correlacdes o teste
de Spearman’s. Apos a avaliacdo dos dados descritivos, o teste de Qui-Quadrado foi
realizado para analisar os parametros qualitativos. Para todos os testes utilizados foi
considerado um intervalo de confianca de 95% e um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).No anexo VI se encontra as correlacdes.

4 - RESULTADOS

As caracteristicas descritivas de todos os individuos que compdem as amostras do
presente estudo estdo agrupadas na tabela 2. Quanto a idade, sexo, hemodinamica,
composicao corporal e antropometria, os grupos néo diferiram significativamente.
Embora os individuos recrutados apresentassem formas moderadas a graves de
AOS, a maioria dos participantesficou na classificagdo moderada, sendo ambas
divididas igualmente entre os dois grupos estudados (CPAP ou Exercicio). Vale
ressaltar que as doencas secundéarias mais prevalentes observadas no estudo foram
formas controladas de hipertensdo e diabetes, que estavam sendo tratadas com

alguns tipos diferentes de medicamentos na época.



Idade
Sexo
Masculino
Feminino
Gravidade da AOS
Moderado (15 a 30 ev/h)
Grave (acima de 30 ev/h)
Doencas secundarias
Hipertensao e/ou diabetes
Medicamentos
Beta bloqueador
BRA
BCC
Diuréticos
IECA
Metformina
Hemodinamica
PAS (mmHQ)
PAD (mmHg)
FC (bpm)
Composicéo corporal
IMC
Peso (kg)
MME (kg)
MG (kg)
Circunferéncias
Cervical (cm)
Cintura(cm)
Quadril(cm)
RCQ

53 +10

11 (50%)
7 (41%)

11 (42%)
7 (54%)

12 (50%)

2 (50%)
3 (30%)
2 (67%)
2 (33%)
1 (50%)
3 (60%)

131+9
80+ 5
74+8

31+6
85+15
32+7
28 +12

38+5
97 +12
106 + 11
0.91 +0.06

47 +12

11 (50%)
10 (59%)

15 (58%)
6 (46%)

12 (50%)

2 (50%)
7 (70%)
1 (33%)
4 (67%)
1 (50%)
2 (40%)

130+ 18
791+9
76+ 9

28 +4
77 +12
29+6
24+6

35+4
92 +11.30
101 +6.17
0.91+0.08

0.11

1.00
0.46

0.43
0.78

1.00

1.00
0.20
0.56
0,41
1.00
0.65

0.72
0.61
0.96

0.14
0.09
0.14
0.32

0.12
0.18
0.09
0.78
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BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; BCC= Bloqueadores de canais de
célcio; IECA= Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina; PAS= Presséo
Arterial Sistolica; PAD= Presséao arterial diastolica; FC= Frequéncia Cardiaca; IMC=
indice de Massa Corpérea; MME= Massa de Musculo Esquelético; MG= Massa de
gordura; RCQ= Relacédo Cintura e Quadril. Numero (porcentagem); Média + Desvio
Padréo; Teste t; Teste qui-quadrado; *p< 0,01.

Em relagcdo aos parametros da sonoléncia diurna excessiva e a qualidade do sono
avaliados pela escala de Epworth e questionario de Pittsburgh, respectivamente, foi
observado que ambas as intervencdes (CPAP e Exercicio) no periodo de 8 semanas
foram incapazes de alcancar os escores de normalidade para sonoléncia diurna e
para a classificacdo de “bons dormidores”. (Tabela 3). Entretanto, houve uma
reducdo significativa na pontuagdo de Pittsburgh dos participantes submetidos a
terapia com CPAP, bem como pequenas melhorias na eficiéncia do sono e nas
horas de sono durante esta intervencdo. E de suma importancia afirmar que os
individuos que realizaram a terapia com CPAP neste estudo estavam bastante
adaptados ao dispositivo (dias de uso: 52 + 8; percentual de uso do dispositivo ao
longo de 4 horas: 82 £ 17; média de horas por dia: 5,35 * 1; vazamento = 20 + 10;

IAH residual: 2 £ 1; pressao: 9 * 2).

Tabela 3: Sonoléncia diurna subjetiva e parametros de qualidade do sono apds oito
semanas de terapia com CPAP ou treinamento com exercicios aer6bicos em pacientes
com AOS moderadae grave
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Os dados séo apresentados como média + DP. * P <0,05. Teste t de Student (comparacao de
variaveis paramétricas intragrupo); comparacao delta (A; comparagao entre grupos).

Apés oito semanas de terapia com CPAP ou exercicio, ndo foram observadas
diferengas significativas nos niveis de estresse oxidativo e marcadores de
inflamacéo, exceto para um aumento nos niveis de AOPP e IL-17A nos participantes
que passaram pela terapia com CPAP (Tabela 4). Mediante este resultado foi
questionado se a propria natureza da terapia com CPAP, que causa efeitos
colaterais como ressecamento e desconforto nasal, promovidos peloar seco e
pressurizado que o0 equipamento emite sobre a via aérea superior,seria a causadora
das mudancas observadas nesses parametros. A fim de abordar essa questéo,
foramanalisados os niveis de AOPP e IL-17A em pacientes que usaram CPAP

juntamente com um umidificador e aqueles que usaram o CPAP isoladamente.

CPAP (N=18) EXERCICIO (N=21) A
PRE POS P PRE POS P p

Escala de Epworth
Escore total 11+£5 9+4 0.23 12+3 10+3 0.10 0.60
Questionario de Pittsburgh
Laténcia do sono (min) 1+£0.1 1+£0.8 0.85 1+£0.1 0+£04 011 0.43

Horas na cama 71+15 7307 0.50 6.9+2 6.8+1 091 0.65
Horas de sono 6+1.6 7+0.7 0.03* 572 6.1+1 0.39 040
Eficiéncia do sono (%) 86 £ 13 96+ 6 0.01* 84+11 90+10 0.12 0.54

Escore Total 11+3 6+3 0.00* 11+2 10£2 0.24 0.02*

Observou-se que as mudancgas nos niveis de ambos os biomarcadores antes e ap0s
o tratamento foram maiores nos individuos que nao usaram o umidificador (Figura 8

A e B). Finalmente, verificou-se que nem a terapia com CPAP nem o exercicio
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aerobico moderado foram capazes de alterar significativamente os niveis de cfDNA

CPAP (n=18) EXERCICIO (n=21)

Oxidants PRE POS p PRE POS

apos oitosemanas de tratamento (Figura 9 A e B).

Tabela 4:Biomarcadores de estresse oxidativo e inflamacado apds oito semanas de terapia

com CPAP e treinamento fisico aerébico em individuos com AOS moderadae grave.

CPAP (n=18) EXERCICIO (n=21)

A

Oxidants PRE POS p PRE POS

p

P

R P rnrs 7 B A\ ~ AN PN N~ B —— ~ N~ 1 N — R —

~ o~ o~
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AOPP (uM) 6.62+392 1048+6.77 0.02* 8.28+5.65 9.87+6.47 0.32 0.35
TBARS (uM) 0.16+0.08 0.22+0.26 037 0.14+0.05 0.14+0.05 0.97 0.90
Antioxidants

SOD U/mL 1.06+0.64 1.08+£057 0.88 0.72+0.45 046+1.13 0.21 0.30
Proinflammatory

IL-17A (pg/ml) 21 (8,39) 29 (6,66) 0,00  21(8,32) 20 (0,33)  0.43 0.02*
INF (pg/ml) 5(0,8) 6 (3,9) 0,12 5(0,8) 5(0,8) 0.77 0.27
TNF (pg/ml) 3(0,5) 3(2,5) 0,49 3(0,6) 3(0,5) 0.92 0.50
IL-6 (pg/ml) 8 (3,12) 7 (4,20) 0,16 6 (3,9) 6 (414) 0.59 0.70
IL-2 (pg/ml) 6 (4,7) 6 (5,6) 1,00 5(4,7) 5 (4,6) 0.79 0.44
Anti-inflammatory
IL-10 (pg/ml) 4 (1,6) 4 (3,5) 0,78 3(1,5) 3(1,5) 0.96 0.84
IL-4 (pg/ml) 9 (4,10) 8(7,12) 0,60 9 (3,10) 9(3,11) 0.71 043

Os valores sé@o expressos como meédia + DP. * p <0,05. Teste t de Student (comparacao de
variaveis paramétricas intragrupo); Teste de Wilcoxon (comparag¢do entre grupos de variaveis
intra-ndo paramétricas) e comparagao delta (A; comparagao entre grupos). TBARS, substancias
reativas ao 4cido tiobarbitarico; AOPP, Produtos proteicos de oxidacdo avancada; TNF-a = fator
de necrose tumoral-a; INF-y = Interferon-y; IL = interleucina.

(A) (B)
AOPP IL-17A
20
(1]
15
45

10
30

pe/ml
4

nlv

15

COM 5EM COM SEM
UMIDIFICADOR UMIDIFICADOR UMIDIFICADOR UMIDIFICADOR

B 'kt POS W PEE POS

Figura 8. Comparacao entre os niveis de AOPP (A) e IL-17A (B) antes e ap6s o CPAP
com (N = 8) e sem (N = 10) umidificador. AOPP: Produtos de Proteina de Oxidacao
Avancada; IL-17A: Interleucina 17A. Teste t de Student, * p <0,05.
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Figura 9. (A). Comparacao entre os niveis de cfDNA antes e ap06s oito semanas de CPAP
(p = 0,86). (B) Comparacao entre os niveis de cfDNA antes e apds oito semanas de
exercicio aerdbico de intensidade moderada (p = 0,25). cfDNA: DNA livre de células. Teste t
de Student, p <0,05.

5 - DISCUSSAO

A alta prevaléncia da AOS na populacdo adulta, bem como a associacdo desse
distirbio com comorbidades cardiovasculares (ANDRADE E PEDROSA, 2016),
propiciam o desejo de melhor entender seus mecanismos e melhorar seu
tratamento. Para tanto, os efeitos das estratégias de tratamento, como a terapia com
CPAP e a atividade fisica, tém sido extensivamente estudados, sendo ambos
relatados para melhorar o bem-estar geral dos pacientes com AOS. Devido a
natureza da doenca, a maneira pela qual a AOS afeta o estresse oxidativo e 0s
perfis inflamatoérios, tem estado sob criteriosas discussbes ao longo do tempo
(STIEFEL et al, 2013; LAVIEet al, 2004; HERNANDEZ et al, 2015; TOTHOVA et al,
2014).Além disso, ja foi demonstrado que os pacientes com AOS apresentam niveis
mais elevados de cfDNA, que geralmente é liberado durante apoptose (SHIN et al.,

2008). Embora as intervencdes de médio e longo prazo sejam capazes de produzir
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resultados positivos em relagdo as mudancas nos marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo e processos inflamatorios (OYAMA et al, 2012; LAVIE L et al,
2004; HERNANDEZ et al, 2006; YE et al, 2010; HERNANDEZ et al, 2015),
especialmente em individuos que sofrem de AOS grave, essas alteracbes apos
tratamentos agudos, permanecem comparativamente menos exploradas. Quanto
aos efeitos da terapia com CPAP e do exercicio sobre os niveis de cfDNAde
pacientes com AOS, pouco foi feito. Assim, no presente estudo, procuramos abordar

€sSses mesmos pontos.

Comecamos estabelecendo se a terapia CPAP de curto prazo afetava a qualidade
do sono e os indices de sonoléncia diurna dos individuos. Devemos ressaltar que a
terapia com CPAP foi bem aceita pelos individuos do nosso estudo, que
apresentaram boa adesao ao tratamento (mais de 70% de uso por noite), sendo o
uso médio de 5,35 + 1 h/noite, periodo maior do que o encontrado em uma meta-
analise de 82 ensaios clinicos cuja média foi de 4,6 h/noite (ROTENBERG et al,
2016). Embora tenha sido observado que o uso de CPAP tenha melhorado a
qualidade do sono, principalmente nos itens eficiéncia do sono ehoras de sono, as
mudancas foram um tanto modestas e outros parametros de qualidade do sono
permaneceram praticamente inalterados. Nos participantes que utilizaram o CPAP
por mais de 4 horas por noite, o CPAP foi eficaz na melhora da sonoléncia
subjetiva,pois os escores de Epworthreduziram a sonoléncia de excessiva para
meédia sonoléncia diurna, embora as mudancas nos valores médios ndo tenham sido
estatisticamente significativas, devido ao pequeno tamanho da amostra. Também é
provavel que, uma vez que a terapia com CPAP elimina os eventos respiratérios

hipoxicos, outros fatores poderiam levar as melhorias no sono e sonoléncia diurna,
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desempenhando um papel na reducdo de despertares recorrentes e, assim

promoveria o restabelecimento do sono nao-fragmentado.

O papel da terapia com CPAP nos episodios intermitentes de hipoxia-reoxigenacao
esta bem estabelecido. Estudos anteriores mostraram que a terapia com a CPAP de
longo prazo diminui os marcadores de estresse oxidativo no plasma e na saliva
(CELEC et al, 2012). Alem disso, os niveis circulantes de marcadores inflamatérios
também parecem ser reduzidos pela terapia com CPAP conduzida a longo prazo
(STEIROPOULOS et al, 2009; BAESSLER et al, 2013; ARNARDOTTIR et al, 2015).
No entanto, também ha evidéncias que indicam que a terapia com CPAP de 1 ano
nao é capaz de melhorar o perfil inflamatorio de pacientes com AOS que sofrem de
doenca arterial coronariana (THUNSTROM et al, 2017). Acredita-se que se a terapia
de longo prazo nem sempre produz resultados benéficos em melhorar o perfil
inflamatorio, as expectativas em relacdo as intervencdes de curto prazo deveriam
ser atenuadas. De fato, em nosso estudo, ndo encontramos melhorias
estatisticamente significativas nos niveis de antioxidantes e marcadores anti-
inflamatorios em resposta a terapia CPAP de curta duracdo. Além disso, alguns
estudos também mostraram que, para pacientes com formas leves e moderadas de
AOS, a CPAP nédo induziu mudancas significativas nos marcadores de estresse
oxidativo, embora aqueles que sofriam de AOS grave se beneficiaram mais do
tratamento (TOTHOVA et al., 2014 e 2018). Considerando que a maioria dos n0ssos
pacientes apresentou AOS moderada, em vez de AOS grave, sugere-se que 0S
resultados sobre marcadores oxidativos observados neste estudo poderiam ser

diferentes se a maioria de nossos pacientes apresentasse AOS grave.

Na mesma dire¢ao foi observado que dois meses de tratamento com a CPAP né&o

atenuaram a peroxidacdo lipidica, e que os niveis da maioria das citocinas pro-
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inflamatorias permaneceram inalterados. Os achados deste estudo discordam com
os resultados relatados por um estudo anterior (TOTHOVA et al., 2018), que
mostrou que a terapia com a CPAP de curta duracdo diminuiu os niveis matinais de
marcadores salivares de estresse oxidativo em pacientes que sofrem de AOS grave.
Acredita-se que essa discrepancia possa ser parcialmente explicada pelo fato de
gue a maioria dos pacientes em nosso estudo exibiu AOS moderada em vez de
grave. De fato, os mesmos autores ja haviam relatado que os marcadores salivares
de estresse oxidativo em pacientes que sofrem de AOS leve a moderada nao foram
afetados por uma noite de terapia com CPAP (TOTHOVA et al., 2014). Como nossos
resultados ndo expressam necessariamente 0s niveis matinais dos marcadores
analisados, e pelo fato de eles terem sido obtidos a partir de amostras de plasma e

nao de saliva, sugere-se que um resultado diferente era de fato esperado.

Foi intrigante descobrir que os niveis de AOPP e IL-17A ficaram realmente maiores
apos oito semanas de terapia com a CPAP. Considerando que niveis elevados de
AOPP podem estar associados & inflamac&o (CAPEILLERE-BLANDIN et al, 2004), é
razoavel presumir que o aumento concomitante nos valores de IL-17A e AOPP
observados poderia estar de alguma forma relacionado. Vale ressaltar, que o uso do
dispositivo de CPAP pode trazer sintomas de desconforto nasal, como congestéo,
ressecamento e rinorreia, 0os quais tém sido descritos ndo apenas em pacientes com
AOS, mas também em individuos saudaveis (AGUILAR et al, 2016). O mecanismo
pelo qual o desconforto nasal, consegue promover o aumento da AOPP e da IL-17A,
ainda ndo e compreendido pelo nosso grupo de pesquisa; no entanto, acredita-se
gue o aumento desses dois biomarcadores possa ser devido ao desconforto nasal
provocado pela pressdo do CPAP.Acredita-se que o organismo do individuo que

utiliza a CPAP reconhece esse desconforto nasal como um agente nocivo e,como
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forma de protecdo, as células ndo imunes (células epiteliais e outras
parenquimatosas) ativam a citocina IL-17A, que induzird outras citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF) e IL-8, tornando o
tecido mais propenso a infiltracédo celular e a inflamacéo. Além de sua expressdo em
células ndo imunes, estudos recentes mostram que a IL-17A também €é expressa em
células imunes incluindo células T onde a sinalizacédo da IL-17A é considerada como
um feedback positivo e, portanto, promove o desenvolvimento ou funcéo de Thl7
(YOSEF et al., 2013). Embora o AOPP tenha sido bem descrito como um marcador
de estresse oxidativo, ele também pode ser considerado como um mediador de
inflamac&o (CAPEILLERE-BLANDIN et al, 2004), porque a principal via de geracéo
de AOPP é derivado da mieloperoxidase (MPO) (GORUDKO et al, 2014) e
superoéxido (O2-) (MAZAKI et al, 2006) produzidos por neutrdfilos ativados (BOCHI
et al, 2016). O neutrdfilo como célula de defesa, libera a enzima MPO, para facilitar a
reacdo do Cloreto (CL) com o peroxido de hidrogénio (H.0,) formando o acido
hipocloroso (HOCL). Além da MPO, o neutréfilo também libera o superéxido que por
meio da acdo da SOD, se transforma em H,O,, que em seguida realiza a reacéo de
fenton transformando H,O, em hidroxil (HOe). Tanto o HOCL quanto o HOe sao
substancias reativas que séo liberadas para poder combater os agentes nocivos,
mas essas duas substancias atuam também sobre a albumina e o colageno,
formando o AOPP. Sendo assim, acredita-se que quanto maior for o nimero de
neutrofilos, maior sera a reacao inflamatéria e maior sera a liberacdo de AOPP. Isso
foi mostrado no estudo de Cisternas et al, 2017, indicando que o tratamento com a
CPAP aumenta os niveis de neutrofilos nasais, sugerindo a presenca de uma reacéo

inflamatoria nas cavidades nasais (CISTERNAS et al, 2017).
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Evidéncias apontam que acrescentar a umidificacdo aquecida,contornaria 0s
sintomas que poderiam resultar na inflamagcao nasal induzida pelo uso de CPAP
(WINCK et al, 2002). Esse fato foi verificado neste estudoonde os niveis de AOPP e
IL-17A foram maiores em pacientes sob terapia com CPAP sem umidificacdo do que
naqueles que faziam uso do umidificador. Diante disso, apresentamos a hipotese de
que o impacto da administracdo de CPAP poderia causar estimulos oxidativos e
inflamatorios a serem aplicados de forma sequencial e talvez sinérgica, com o

resultado sendo significativamente reduzido com o auxilio do umidificador.

Ja foi relatado que os niveis de cfDNApodem aumentar em condicfes patoldgicas
envolvendo hipdxia, incluindo AOS (SHIN et al.,, 2008; MIRANDA et al., 2013).
Embora estudos anteriores tenham relatado que a terapia com a CPAP teve um
efeito positivo na diminuicdo dos niveis de cfDNAem pacientes com AOS
(HERNANDEZ et al., 2015; YE et al., 2010), especialmente aqueles que sofrem
também de doencas mais graves, ndo encontramos alteracdes nos niveis de
cfDNAapos oito semanas de terapia com CPAP nos participantes deste estudo. Mais
uma vez, acreditamos que esta discrepancia seja uma consequéncia da duracdo de
curto prazo do nosso tratamento, pois 0s estudos anteriores acima, analisaram o0s

efeitos de uma terapia com a CPAP de trés aseis meses.

Além da terapia com CPAP, a atividade fisica tem sido recomendada pela Academia
Americana de Medicina do Sono como uma estratégia alternativa ou combinada de
atendimento ao paciente com AOS. Mas, embora o exercicio tenha beneficios claros
em relacdo a qualidade de vida geral desses pacientes(NORMAN et al, 2000), o
impacto do exercicio sobre o estresse oxidativo e perfil inflamatério nos pacientes
com AQS, ainda ndo esta claro (ANDRADE E PEDROSA, 2016), devido ao fato de

nao haver conhecimento, de qual intensidade e tempo de exercicio que € necessario
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para influenciar no estresse oxidativo e na inflamacéo. Segundo o Fisher-wellman e
Bloomer, 2009, o exercicio de intensidade alta, tem a capacidade de aumentar o
estresse oxidativo, enquanto, o de intensidade moderada tem a capacidade de
reduzir (FISHER-WELLMAN E BLOOMER, 2009). Entretanto, em relacdo a
inflamacédo, a revisdo literaria de Kasapsis e Thompson, 2005, mostraram que o
exercicio a longo prazo, tem um efeito anti-inflamatorio, enquanto, a de curto prazo,
gera resposta inflamatéria (KASAPSIS E THOMPSON, 2005), porém, acredita-se
gue nesta revisdo o aumento da inflamacao ocorreu a curto prazo, porque, a selecao
dos estudos foram a partir do tempo do exercicio e nao pela intensidade, talvez, se
esta revisdo tivesse o cuidado de analisar os artigos pela intensidade, a resposta

poderia ter sido diferente.

. No presente estudo, observamos que oito semanas de exercicio aerébico de
intensidade moderada ndo foram suficientes para alterar os niveis séricos de IL-2,
IL-6, IL-17A, TNF-qa, INF-y, IL-10 e IL-4. Um estudo anterior também mostrou que
marcadores inflamatorios em individuos com obesidade e ndo obesos n&o foram
afetados por um programa de exercicios aerébicos de oito semanas (CAVAGNOLLI
et al, 2014), reforcando nossa inferéncia de que estimulos de treinamento de curto
prazo, mesmo em intensidade moderada, ndo seriam suficientes para alterar o perfil
inflamatorio na AOS. O mesmo aconteceu com o estresse oxidativo e cfDNAdesses
individuos, que, até onde sabemos, ndo foram bem explorados na literatura em

conexao com o exercicio fisico.

Porém outra possibilidade dos biomarcadores do estresse oxidativo e inflamacgéo,
ndo alteraram apoés as intervencgdes, pode ser devido,ao fato dos individuos deste
estudo ja estarem antes da intervencdo com os biomarcadores reduzidos, no

entanto, na literatura, ndo existe valores de normalidade para fazer a comparacéo.
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Diante disso usando como base os valores do estudo de Ye et al, 2010, no qual
mostrou o aumento de TBARS (AOS moderado = 6,3 uM ; AOS grave= 8,1 uM) e IL-
6 (AOS moderado= 121,2 pg/ml; AOS grave= 144,5 pg/ml) em pacientes apneicos,
os individuos do presente estudo tiveram valores de TBARS (AOS grupo CPAP=
0,16 puM; AOS grupo exercicio= 0,14 uM) e IL-6 (AOS grupo CPAP= 8 pg/ml; AOS
grupo exercicio= 6 pg/ml) inferiores ao do estudo de Ye et al, 2010, indicando que os

individuos com AOS deste estudo ja iniciaram com os biomarcadores reduzidos.

Outros achados deste estudo revelaram que o treinamento aerobico de moderada
intensidade por oito semanas ndo foi eficaz na reducdo da sonoléncia e na
promocdo da percepcdo da qualidade do sono. Achados semelhantes ja foram
relatados por outros autores (JOKIC et al., 1999; SENGUL et al, 2009). Por outro
lado, seis meses de exercicio supervisionado melhoraram a sonoléncia diurna
subjetiva, a qualidade de vida e o estado de humor em pacientes com AOS leves a
moderada (NORMAN et al, 2000). Considerando que a duracdo do treinamento
fisico parece influenciar os parametros subjetivos do sono, sugerimos que a falta de
uma clara melhora na sonoléncia diurna excessiva e na qualidade do sono
observada no presente estudo pode ser o resultado da duracdo de curto prazo do

programa de exercicio aplicado nessa pesquisa.

Nosso estudo tem algumas limitacdes potenciais que devem ser reconhecidas. Em
primeiro lugar, o pequeno tamanho da nossa amostra poderia ter tido um impacto
em alguns dos resultados relatados. Um esforco para um recrutamento mais
substancial deve ser feito para estudos posteriores. Além  disso,
biomarcadoresantioxidantes adicionais, que nédo exclusivamente a SOD, devem ser
analisados em estudos posteriores, a fim de obter uma melhor imagem do perfil de

estresse oxidativo em pacientes com AOS antes e apos o0s dois tipos de tratamento.
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Finalmente, realizar umacompanhamento em diferentes periodos de tempo sobre os
efeitos de CPAP e de exercicio aerobio, tanto como abordagens unicas como
combinadas, sobre os perfis bioquimicos de pacientes com AOS. Esses séo todos

0s objetivos para o futuro.

6 - CONCLUSAO

A principal conclusdo do nosso estudo é que o tratamento a curto prazo para OSA,
seja terapia com a CPAP ou com o exercicio aerdbico de intensidade moderada, néo
é suficiente para alterar significativamente o estresse oxidativo e perfis inflamatdrios
ou os niveis de DNA livre de células em individuos com AOS moderada e grave,

afetando os parametros de qualidade do sono apenas de forma modesta.

Acreditamos que os resultados deste estudo tém um papel importante de mostrar
aos profissionais da area da saude, a necessidade de acompanhar de perto, ou seja,
nos primeiros meses,a adaptacdo dos pacientes ao CPAP. Nesse momento a
orientacdo do profissional em relacédo aotipo de mascara que o paciente deve usar, a
importancia do uso do umidificador e o fato de incentivar o paciente a continuar por
longo prazo usando o aparelho diariamente e acima de 4h/noite, sdo orientagbes
gue facilitam a adeséo do paciente ao CPAP e ainda favorecem a adeséo continua
da terapia com a CPAP. Ficou claro neste estudo que curto periodo de tempo com o

CPAP nao é suficiente para trazer beneficios aos pacientes com AOS.

Mesmo que o exercicio ndo tenha tido resultados satisfatorios em curto prazo,
acreditamos que 0 exercicio seja uma excelente alternativa terapéutica, que pode
ser aplicado individualmente ou em conjunto com o CPAP. Entretanto, &€ necessario
que os profissionais de saude, que pretendem utilizar o exercicio como forma de

tratamento para a AOS, tenham o cuidado de definir a intensidade e o tipo de
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exercicio, porque esses dois fatores interferemno resultado. Outro fator que o
profissional devera se atentar € com a duracdo da pratica do exercicio, pois um curto

periodo de tempo néo é suficiente para trazer beneficios aos pacientes com AOS.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

98

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: “Avaliacdo de

biomarcadores para risco cardiovascular na Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono em

diferentes tratamentos: uso de pressdo positiva continua na via aérea e exercicio aerdbico” sob a

responsabilidade da Professora Dra. Maria Teresa Martins Aradjo.

LEIA COM ATENGAO

Vocé estd sendo convidado(a) a fazer parte voluntariamente deste estudo. Antes de dar seu

consentimento como participante, por favor, leia 0 que esta escrito a seguir e peca qualquer

esclarecimento que julgar necessario para o seu entendimento.

JUSTIFICATIVA
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A apneia causa queda do oxigénio e, essa queda pode promover efeitos de estresse oxidativo,
inflamatorio, metabolico e hormonal no organismo tendo como consequencia doencas
cardiovasculares.Ouso do CPAP, bem como a pratica de atividade fisica aerdbia, ambas
controlam a liberacdo de moléculas pro-hipertensivasmediadas pela elevacdo do estresse
oxidativo, processo inflamatorio, metabolico e hormonal. Associado ao CPAP, outros
instrumentos complementam a avaliagdo comportamental da SAOS por meio da abordagem
dos sintomas de sonoléncia diurna excessiva e da qualidade de sono.Entretanto, o uso de
CPAP e da pratica de exercicio fisico aer6bio na promocéo da resposta antinflamatoria
sistémica e hormonal,em curto periodo de tempo, tanto em homens como em mulheres com
SAOSainda ndo é bem discutido no meio cientifico. Assim sendo, este estudo verificara 0s
componentes de controle hormonal e metabdlico pela avaliagdo sanguinea, bem como
acompanhara a composi¢do corporal, verificando o IMC, a circunferéncia abdominal e a
cervical dos participantes com SAQOS antes e apos as intervengdes. Na expectativa de avaliar
como as abordagens clinicas impactarrdo na qualidade de vida e de sono dos particpantes
aplicar-se-a4 a Escala de Sonoléncia de Epworth (ESE), o indice de Qualidade de Sono de
Pittsburg(PSQI), o Sleep Apnea Quality of Life Index (SAQLI)e o questionario Short Form-
36 (SF36).

OBJETIVO DA PESQUISA

Avaliar o risco cardiovascular em participantesdiagnosticadoscom SAOS, por meio dos niveis
hormonais e metabdlicos sanguineosapds a pratica de exercicio aerobio, o uso do CPAP e na
associacdo do uso de CPAP e prética de exercicio aerdbico no periodo de oito meses.

PROCEDIMENTOSQUE SERAO REALIZADOS DURANTE O ESTUDO

Os participantes com diagnoéstico polissonografico de apneia obstrutiva (SAOS) comparecerdo ao

Laboratério de Disturbios Respiratérios do Sono, onde serdo aplicados os instrumentos: a ESE
para avaliar a sonoléncia durante o dia, 0 PSQI e 0SAQLpara avaliar o comportamento do
sono e influéncia dele nas atividade de vida e o SF36 para verificar como esta a qualidade de

vida.Em seguida, os participantes serdo submetidos a analise de composi¢do corporal, sera
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pesado e medida em balanca de precisdo, serd verificada a PA, a FC. Para essas medidas
algumas instrucBes prévias serdo necessarias tais como: evitar a hiperhidratacdo ou
hipohidratacdo nas 2 horas que precedem o teste; consumir a quantidade de agua que esta
habituado; ndo ingerir alimentos ou liquidos 2h antes do teste; ter-se abstido da pratica de
exercicio fisico intenso nas ultimas 24h e urinar pelo menos 30min antes da medida; manter-
se pelo menos 8-10min em repouso absoluto em posic¢ao supina antes de se efetuar a medida;
ndo consumir cafeina antes da avaliacdo, principalmente café, cha, chocolate, refrigerantes do
tipo cola e suplementos termogénicos; remover adornos (brincos, piercings, colares) na hora
do exame. Ao termino dessas medidas sera coletado 22 ml de sangue para dosagem de fatores
hormonais e metabdlicos. A coleta sera realizada por profissional de satde devidamente treinado e

capacitado. Isto podera trazer algum desconforto por causa da picada da agulha, sendo que é muito
pequeno o risco de ocorréncia de trauma. Os materiais utilizados serdo descartaveis, ndo havendo risco
de contaminacdo. O sangue coletado sera processado e armazenado no -80°C, ou seja, congelado, para
posterior andlise. Concordando com este estudo vocé estara autorizando que estas amostras sejam
armazenadas por um periodo de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogacao deste prazo, para serem
utilizadas em investigacOes futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada utilizando estas amostras
devera ser submetida a nova aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa. O procedimento com o

aparelho de CPAP serd realizado da seguinte maneira: ap0s a verificacdo se a méscara indicada
(nasal, oronasal ou intranasal) estd compativel com o nivel de pressdo estabelecida para o
aparelho de CPAP, esta sera adaptada a face do participante e conectada ao aparelho de CPAP
por meio de um tubo flexivel. O aparelho sera ligado e seré verificada a ocorréncia ou nao de
vazamentos. Caso ocorra a sensacdo de desconforto em relacdo a pressdo positiva do
aparelho, a mesma sera ajustada de forma gradativa para que o participante se acostume
lentamente com os diferentes niveis de pressdo. Caso haja ocorréncia de vazamento, serao
realizados ajustes na maéascara e/ou na fixagdo da mesma até que o0 mesmo seja

interrompido.Ao término dessa etapa, sera entregue um panfleto com as orientacGes por
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escrito discriminando a sequéncia do passo a passo a ser realizado em domicilio, cuidados e
higienizacdo da mascara e do aparelho e a troca do filtro do aparelho. Nesse panfleto
constardo os contatos telefonicos dos profissionais do laboratério caso o participante ainda
apresente alguma dificuldade no uso do aparelho em seu domicilio.Para verificar os
parametros de utilizacdo do CPAP (horas de uso diaria e o uso acima de 4 horas por noite do
CPAP), serdo agendados encontros semanais e/ou quinzenais com 0s participantes por um
periodo de dois meses.Antecedendo a execucdo do exercicio fisico aerébio, o participante sera
avaliado por um cardiologista para avaliar e liberar a atividade fisica sendo esta estipulada com uma
duracdo de 50 minutos, sendo distribuidos da seguinte maneira: 10 minutos de aquecimento, 30
minutos de caminhada na esteira e 10 minutos de relaxamento. A intensidade da caminhada na
esteira sera prescrita para cada participante e controlada por frequencimetro para obter a resposta da
FC durante a caminhada. Os participantes treinardo com a intensidade moderada dentro da faixa de 50
-70 % da Frequéncia Cardiaca de reserva. Com intuito de evitar os riscos que poderdo advir da préatica
do exercicio fisico aerdbico tais como: fadiga, aumento exagerado da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial a PA e a FC serdo mensuradas de 5 em 5 minutos. Para verificar a percepcao do participante de
fatores como desconforto respiratdrio ou falta de ar, cansaco e dor muscular durante a caminhada na
esteira, a Escala Modificada de Borg sera usada.Nos 10 minutos estipulados para o descanso, 0s
participantes serdo orientados a permanecerem sentados em uma cadeira com intuito de se avaliar o
pos-exercicio por meio da afericdo da PA e da FC. Cada participante realizara o treinamento trés vezes
por semana durante dois meses. Assim sendo, nos oito meses do estudo o participante passara pelas
seguintes etapas: 1- avaliagcdo pré-treinamento; 2- pratica de exercicio aerobio isolado 3 vezes na
semana durante dois meses; 3- reavaliacdo; 4- uso do CPAP isolado diariamente acima de 4h/noite de
uso durante dois meses; 5- reavaliacdo; 6- manutencdo do uso do CPAP associado a pratica de
exercicio aerobio 3 vezes na semana durante dois meses; 7- reavaliacdo. Em todos os procedimentos
de avaliagdo e intervencao os participantes serdo acompanhados por equipe especializada e, caso haja

qualquer imprevisto na execucao do projeto, esta equipe estara preparada para assisti-lo.

DURACAO E LOCAL DA PESQUISA
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A pesquisa terd duracdo de oito meses. Os participantes serdo previamente agendados pelo Laboratério
de Distlrbios Respiratorios do Sono para comparecerem ao Laboratdrio e realizarem as avaliacGes, a
adaptacgéo ou verificacdo da adaptacdo do CPAP e a coleta de sangue que serdo realizados no mesmo
dia. Para a pratica de atividade fisica aerébica o participante deverd comparecer ao NUPEM trés vezes
na semana durante dois meses. Durante 0 uso do CPAP por dois meses, 0 participante devera
comparecer ao Laboratério de Disturbios Respiratérios do Sonomediante agendamento semanal ou
quinzenal para ser acompanhado, ler o cartdo do aparelho, realizar orientacGes e, intervencdes que se
fizerem necessérias para obtencdo de melhor adesdo ao aparelho. Durante a associagdo das duas
intervencgdes que transcorrera em mais dois meses o participante devera comparecer novamente ao
NUPEM trés vezes na semana, e, 0 acompanhamento da adesdo ao CPAP se fara mediante
agendamento semanal ou quinzenal. Ao final de cada intervencdo sera agendado o dia para realizacéo
das avaliacGes e a coleta de sangue no Laboratério de Disturbios Respiratérios do Sonoque seréo

simultaneas a uma visita ja agendada para acompanhamento do CPAP.

RISCOS E DESCONFORTOS

1- Durante a coleta de sangue podera ocorrer:

Incdmodo minimo devidoa perfuracdo da veia; Hematoma (mancha roxa) no brago, caso néo se faca a
compressdo adequada; Possibilidade de pequeno sangramento no local da puncao apés a retirada da
agulha e a ndo compressdo imediata do local; Ligeiro mal-estar, caso o participante tenha medo de
agulhas. Esses riscos sdo improvaveis de ocorrer, pois a equipe é especializada para coletar o sangue e
tomar todas as medidas preventivas, mas caso ocorram, o participante serd imediatamente atendido
pelos profissionais do setor para as devidas providéncias de atendimento imediato. E importante
informar que em qualquer momento do estudo, o participante poderd se negar a coletar amostra de
sangue, por qualquer motivo que seja.

2 - Durante toda a realizacdo do exercicio fisico podera ocorrer:

Cansaco muscular nas pernas principalmente, pela caminhada programada; Desconforto respiratério ou
pequena falta de ar durante o tempo do exercicio, cansago muscular, aumento exagerado da frequéncia
cardiaca e da pressao arterial.Esses riscos serdo contornados pela verificacdo de falta de ar a cada
cinco minutos por meio da Escala modificada de Borg, bem como serdo medidas a pressdo arterial, a
frequéncia cardiaca e a frequéncia respiratéria para acompanhamento se o desconforto é normal ou
ndo. Caso sejam verificadas anormalidades dos dados vitais, o exercicio fisico sera interrompido e o
participante sera atendido pelos profissionais do setor.

3 - Durante adaptag&o e uso do CPAP podera ocorrer:

Nariz entupido ou nariz escorrendo, ou ainda secura no nariz e na boca causadas pelo fluxo de ar seco
do aparelho;lrritacdo dos olhos quando ocorrer vazamento de ar pela méascara;Desconfortona regido
préxima da mascara quando esta ndo ficou bem posicionada; Incémodo com o fluxo de ar emitido pelo
CPAP causado pelo nivel de pressao estipula no exame de polissonografia de titulacdo.Esses possiveis
riscos serdo contornados ou atenuados pelo uso de dispositivo de umidificacdo que pode ser acoplado
ao aparelho de CPAP, instilagdo de soro fisiologico nas narinas antecedendo o uso do CPAP,
umidificagdo do ambiente (quarto) com recipiente com &gua ou umidificadores de ambiente, onde sera
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utilizado o aparelho. Mesmo sendo verificado o tamanho ideal da méascara para cada participante, com
0 tempo de uso algumas mascaras as tiras de fixacdopodem afrouxar, a almofada da mascara pode
perder sua consisténcia e, isso gera vazamento de ar, causando irritacdo dos olhos. A substituicdo
destes itens que se desgastaram é a solucdo para este risco. O incdmodo com o fluxo de ar emitido
pode ser contornado aumentando o tempo da rampa do aparelho para que haja o aumento da pressdo
seja gradativo e, o participante vai se adaptando lentamente.

4 - Durante aplicagdo dos questionarios podera ocorrer:
Dificuldades na interpretacdo de algumas perguntas; Constrangimento com alguma dessas perguntas.

Nestes casos o avaliador ird modificar a abordagem da questdo para que a mesma seja compreendida
e, para evitar constrangimento em respondé-la.

5 — Durante a avaliagdo antropométrica poderé ocorrer:

Constrangimento pela exposicdo da &rea do abdome para verificar a circunferéncia abdominal;
Constrangimento pela verificacdo do peso corporal. Caso o avaliador perceba que o participante ficara
constrangido com essa intervencdo, a avaliacdo podera ser realizada sobre a roupa e, o pesquisador
descontara um centimetro na medida e sobre o constrangimento do conhecimento do peso, este podera
ser omitido no momento da avaliag&o.

BENEFICIOS ESPERADOS
Diretos

1- Com o uso do CPAP:
O participante terd momentos no Laboratério para que seja realizada a adaptacdo correta do aparelho

de pressédo positiva, ou seja, do CPAP, onde sera instalada a mascara de forma adequada para evitar
incdmodos e vazamentos, além de ser verificada se esta é a ideal para a face do participante. Os
encontros frequentes para as orientac@es e para verificagfes sobre o uso diario do CPAP e, do tempo
de uso superior a 4h/noite serdo agendados. Com o uso adequado e frequente do aparelho de CPAP o
participante obtera reducédo e/ou aboli¢do das apneias/hipopneias e, consequentemente dos seus efeitos
anatomofuncionais (inflamag&o da via aérea, reducdo dos roncos) e sistémicos (queda do oxigénio no
sangue e aumento do didxido de carbono). Estes Gltimos efeitos reduzirdo o estresse oxidativo e 0o
processo inflamatdrio atenuando os efeitos maléficos sobre o sistema cardiovascular.

2- Com a pratica de atividade fisica aerdbia:
A prética de exercicio fisico modulard a atividade nervosa, reduzindo niveis de substancias sanguineas

gue contribuem para aumentar a pressdo arterial. Por meio do exercicio com intensidade moderada e
praticado de forma regular haverd como com o CPAP reducdo do estresse oxidativo e do processo
inflamatdrio com atenuacgdo dos efeitos maléficos sobre o sistema cardiovascular. Além dos beneficios

clinicos sistémicos proporcionados pelo exercicio fisico, os participantes com SAOS submetidos a um
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programa regular de exercicios, predominantemente aerdbicos, poderdo controlar o peso corporal, e
melhorar a qualidade de vida e de sono.

3- Com o uso do CPAP e a pratica de exercicios aerdbicos:
Os participantes que praticarem exercicio fisico e usarem o CPAP ao mesmo tempo reduzirdo a

gravidade da SAOS pela reducdo da apneia e da sonoléncia diurna, assim como aumentara a eficiéncia
do sono, haverd melhora do descenso noturno, redugdo do processo inflamatério e oxidativo e, da
resisténcia a insulina e, também havera aumento dos niveis dos hormdnios sexuais, em especial, da
testosterona. Todos esses fatores serdo essenciais para a diminuigdo dos riscos cardiovasculares.
Indiretos

O participante melhorara a sonoléncia diurna excessiva, fadiga diurna, dores de cabega matinais,
alteracBes comportamentais e cognitivas, com menores chances de envolvimento em acidentes
automobilisticos e de trabalho, melhor desempenho nos estudos, no trabalho, nas relacGes familiares e
sociais, melhora na fixacdo e manutencdo da atencdo e da memoria, melhora da capacidade de
planejamento estratégico; melhora da coordenacdo motora fina; melhora das disfuncfes sexuais; e,

com o0 aumento do tempo de uso e de horas/noite do CPAP, havera melhora na qualidade do sono.

O participante também terd a possibilidade de melhorar sua qualidade de vida devido a préatica de
exercicio fisico, melhora em suas atividades de vida diéria, j& que estard mais disposto. O exercicio
fisico ainda melhorara a interacdo social, a autoestima, pelo fato de poder perder peso, a satisfacdo do
participante pelo fato de ele estar liberando endorfinas e, predominantemente diminuira os fatores de

risco para doengas cardiovasculares.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

A participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Se vocé ndo desejar participar, isto ndo lhe
causard qualquer situacdo desconfortavel ou prejuizo na forma como vocé recebe o seu tratamento.
Além disto, vocé podera a qualquer momento durante a pesquisa retirar 0 seu consentimento e sair do
estudo sem também qualquer prejuizo. E caso os pesquisadores participantes do estudo e o Comité de
Etica julguem necesséario suspender sua participacdo na pesquisa, isso sera realizado, mesmo sem o

seu consentimento, levando sempre em consideragdo o0 seu bem-estar e a sua seguranca.
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GARANTIA DE MANUTECAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Vocé terd a garantia do sigilo que assegura a sua privacidade em relacdo ao fato de que os dados
obtidos na pesquisa sdo confidenciais. Os resultados do estudo serdo publicados na forma de artigos
cientificos,independente se estes forem satisfatorios ou insatisfatorios e, a sua identidade permanecera
andnima. E permitido a vocé o acesso aos seus dados e aos documentos médicosobtidos com o estudo.

Serdo cumpridas as regulamentacdes da Resolucdo CSN 466/12.

NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO

Todos os exames realizados nas avaliagOes e a pratica de atividade fisica ndo acarretardo em nenhum
custo financeiro para vocé. A sua participacdo no estudo ndo lhe causard nenhum dano, pois as
avaliagBesutilizadas sdo empregadas em exames clinicos de rotina, os questionarios utilizados ja foram
e sao utilizados com frequéncia em estudos cientificos e, as amostras sanguineas serdo utilizadas
apenas para fins de investigacdo. Qualquer material que ndo seja imediatamente utilizado permanecera
armazenado. Vocé tem o direito de saber, a qualquer momento, sobre os resultados de exames
realizados em sua amostra, tendo ou ndo aplicabilidade clinica. Ndo haverd nenhuma compensacéo ou
pagamento pelo preenchimento do questionario, fornecimento da amostra bioldgica e durante a

atividade fisica.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de duvidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o(a) Sr.(a) pode contatar a
pesquisadora Professora Dra. Maria Teresa Martins Araujo telefone 3335-7550 ou no Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Av. Marechal Campus,
1468, Maruipe, Vitéria, ES, CEP: 29.040-090, Brasil. O(A) Sr.(a) também pode contatar o0 Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo
(CEP/CCS/IUFES) através do telefone (27) 3335-7211, e-mail cep.ufes@hotmail.com ou correio:
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Prédio Administrativo do CCS, Av. Marechal
Campos, 1468, Maruipe, CEP 29.040-090, Vitoria - ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a funcéo de
analisar projetos de pesquisa visando a prote¢do dos participantes dentro de padrdes éticos nacionais e

internacionais.
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Declaro que fui verbalmente informado(a) e esclarecido(a) sobre o presente documento, entendendo
todos 0s termos acima expostos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro
ter recebido uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de igual teor, assinada

pelo(a) pesquisador(a) principal ou seu representante, rubricada em todas as péginas.

Vitoria, / /

Participante da pesquisa/Responsavel legal

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Avaliacdo de biomarcadores para risco
cardiovascular na Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono em diferentes tratamentos: Uso de
Press@o Positiva Continua de Via Aérea e exercicio aerobico” eu, Professora Dra. Maria Teresa
Martins de Araujo, declaro ter cumprido as exigéncias do (s) item(s) 1V.3 e IV.4 (se pertinente), da
Resolugdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Pesquisadora

10. ANEXO IlI

ESCALA DE SONOLENCIA DIURNA DE EPWORTH (ESS-BR)
Nome:
Data: Idade: Sexo:

Qual a probabilidade de vocé cochilar ou dormir, e ndo apenas se sentir cansada, nas

seguintes situacdes?
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Considere o0 modo de vida que vocé tem levado recentemente. Mesmo que vocé nao tenha

feito algumas destas coisas recentemente, tente imaginar como elas o afetariam.
Escolha o nUmero mais apropriado para responder cada questao:

0 - Nunca cochilaria
1 - Pequena probabilidade de cochilar
2 - Probabilidade média de cochilar

3 - Grande probabilidade de cochilar

1-Sentado e lendo

2-Assistindo TV

3-Sentado, quieto, em um lugar publico (por exemplo, em um teatro, reuniéo ou
palestra)

4-Andando de carro por uma hora sem parar, como passageiro (a)

5-Ao deitar-se a tarde para descansar, quando possivel.

6-Sentado conversando com alguém

7-Sentado quieto apés o almogo sem bebida de alcool

8-Em um carro parado no transito por alguns minutos

Total:

11. ANEXO IV
INDICE DE QUALIDADE DO SONO DE PITTSBURGH

Instrucdes:

1) As questdes a seguir sdo referentes aos habitos de sono apenas durante 0 més
passado.

2) Suas respostas devem indicar o mais corretamente possivel o que aconteceu na
maioria dos dias e noites do més passado.

3) Por favor, responda a todas as questoes.
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1) Durante o més passado, a que horas vocé foi deitar a noite na maioria das vezes?
HORARIO DE DEITAR:

2) Durante o0 més passado, quanto tempo (minutos) vocé demorou para pegar no

sono, na maioria das
vezes?
QUANTOS MINUTOS DEMOROU PARA PEGAR NO SONO:

3) Durante o més passado, a que horas vocé acordou de manha, na maioria das

vezes?
HORARIO DE ACORDAR:

4) Durante o més passado, quantas horas de sono por noite vocé dormiu? (pode ser

diferente do
numero de horas que vocé ficou na cama)
HORAS DE SONO POR NOITE:

Para cada uma das questdes seguinte escolha uma Unica resposta, que vocé ache mais
correta.

Por favor, responda a todas as questdes.

5) Durante o més passado, quantas vezes voceé teve problemas para dormir por causa
de:

a) Demorar mais de 30 minutos para pegar no sono

()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ()trés vezes por semana ou mais
b) Acordar no meio da noite ou de manha muito cedo
()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

(Juma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais
¢) Levantar-se parair ao banheiro

()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ()trés vezes por semana ou mais
d) Ter dificuldade para respirar

()nenhuma vez ()menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais
e) Tossir ou roncar muito alto

()nenhuma vez ()menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

f) Sentir muito frio
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()nenhuma vez ()menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais
g) Sentir muito calor

()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ()trés vezes por semana ou mais
h)Ter sonhos ruins ou pesadelos

()nenhuma vez ()menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais
i) Sentir dores

()nenhuma vez ()menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

j)Outra razao:

Quantas vezes vocé teve problemas para dormir por esta razdo durante o més passado?
()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

6) Durante o més passado, como vocé classificaria a qualidade do seu sono?
()Muito boa ( )ruim

()Boa ( )muito ruim

7) Durante o més passado, vocé tomou algum remédio para dormir, receitado pelo
meédico, ou indicado

por outra pessoa (farmacéutico, amigo, familiar) ou mesmo por sua conta?
()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ()trés vezes por semana ou mais

Qual(is)?

8) Durante o més passado, se vocé teve problemas para ficar acordado enguanto
estava dirigindo,

fazendo suas refeigdes ou participando de qualquer outra atividade social, quantas
vezes isso

aconteceu?

()nenhuma vez ( )menos de uma vez por semana

()uma ou duas vezes por semana ( )trés vezes por semana ou mais

9) Durante o més passado, vocé sentiu indisposi¢cdo ou falta de entusiasmo para
realizar suas
atividades diarias?

( )Nenhuma indisposicdo nem falta de entusiasmo



()indisposicéao e falta de entusiasmo pequenas
()Indisposicéo e falta de entusiasmo moderadas
() muita indisposicéo e falta de entusiasmo

Comentarios do entrevistado (se houver):

10) Vocé cochila?() Nao () Sim

Comentarios do entrevistado (se houver): Vendo televisao.

Caso Sim —Vocé cochila intencionalmente, ou seja, por que quer?
() N&o () Sim

Comentarios do entrevistado (se houver):

11) Para vocé, cochilar é

()Um prazer ( )Uma necessidade ( )Outro — qual?

Comentarios do entrevistado (se houver):

Pontuac&o do componente:
1: D 2! CH 4 5: . 6: 7

12. ANEXO V

ESCALA MODIFICADA DE BORG
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13. ANEXO VI

Nenhuma

Muito, muito leve
Muito leve
Leve
Moderada

Pouco intensa
Intensa

Muito intensa

Muito, muito intensa
Maxima

CORRELACOES
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