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RESUMO

Souza, SP. Associacdo da Apneia Obstrutiva do Sono e da Durac¢édo do Sono com a
Aterosclerose Subclinica: Estudo Longitudinal de Satide do Adulto — ELSA-Brasil
[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: Estudos prévios sugerem que a apneia obstrutiva do sono (AOS) e 0s
extremos da duracdo do sono (DS) estdo associados com o aumento da espessura
intima-média da carétida (EIMC), um marcador substituto de risco cardiovascular. No
entanto, as evidéncias ndo sdo consistentes nos estudos que avaliaram a AOS e a DS (e
vice-versa). O objetivo do presente estudo foi o de elucidar as associagoes
independentes da AOS e da DS, bem como os potenciais mediadores inflamatorios e
metabdlicos na EIMC em uma grande coorte de adultos de uma amostra nao
referenciada para o laboratorio do sono.

Meétodos: Recrutamos de forma consecutiva participantes do Estudo Longitudinal de
Saude do Adulto — Brasil (ELSA-Brasil) na cidade de Sdo Paulo. Para a avaliacdo da
presenca da AOS, os participantes realizaram a poligrafia portétil (Embletta Gold™)
no domicilio por uma noite. A AOS foi definida por um indice de apneia-hipopneia
(IAH) >5 eventos/hora, sendo estratificado nas formas leve (IAH: 5 — 149
eventos/hora), moderada (IAH: 15 — 29,9 eventos/hora) ¢ grave (IAH > 30
eventos/hora). A avaliacdo objetiva da DS foi realizada com a actigrafia de pulso por 1
semana (Actiwatch 2™). A EIMC foi caracterizada pela ultrassonografia pela presenca,
ao modo bidimensional, de uma dupla linha com definicdo das interfaces luz-intima e
média-adventicia. A distancia entre as duas interfaces acusticas foi considerada a
medida da EIMC. Modelos de regressdo gama foram usados para explorar a associacao
entre AOS e DS com a EIMC ajustando para varios fatores de confusdo. A analise de
mediacdo foi realizada usando o programa R.

Resultados: Um total de 2009 participantes foram incluidos na andlise final. Em
comparacdo aos pacientes sem AOS (IAH < 5 eventos/hora; n = 613), pacientes com
IAH leve (n = 741), moderada (n = 389) e AOS grave (n = 266) apresentaram um
aumento progressivo da EIMC (0,690 [0,610 — 0,790], 0,760 [0,650 — 0,890], 0,810
[0,700 — 0,940], e 0,820 [0,720 — 0,958] mm, respectivamente; P < 0,001). Em
contraste, as EIMCs foram semelhantes para aqueles com DS < 6 horas (0,760 [0,650 -
0,888]), 6 a 8 horas (0,750 [0,640 — 0,880]) e > 8 horas (0,740 [0,670 — 0,900]). Todas
as formas de AOS foram independentemente associadas com a EIMC (leve: B: 0,019,
SE 0,008; P = 0,022; moderado: B: 0,025, SE 0,011; P = 0,022; AOS grave: B: 0,040,
SE 0,013; P = 0,002). Além disso, a associacdo do IAH com EIMC foi mediada pelo
aumento da proteina C-reativa e triglicerideos (P < 0,01). A DS néo interagiu com
AOS na associagdo com a EIMC.

Conclusao: A AOS esta associada de forma independente ao progressivo aumento da
EIMC. Esta associacdo é parcialmente mediada pela inflamagdo e pela dislipidemia.
Em contraste a DS ndo esta associada e nem interagiu com AOS na associagdo com a
EIMC.

Descritores: duracdo do sono, apneia obstrutiva do sono, espessura da camada intima-
média das carotidas, aterosclerose.



ABSTRACT

Souza, SP. Obstructive Sleep Apnea, Sleep Duration, and Associated Mediators
With Carotid Intima-Media Thickness The ELSA-Brasil Study [Thesis]. Sao
Paulo: School of Medicine, University of Sao Paulo; 2023.

Introduction: Previous studies suggest that obstructive sleep apnea (OSA) and
extremes of sleep duration (SD) are associated with increased carotid intima-media
thickness (CIMT), a surrogate marker of cardiovascular risk. However, the evidence is
not consistent across studies that have assessed OSA and SD (and vice versa). The aim
of the present study was to elucidate the independent associations of obstructive sleep
apnea (OSA) and sleep duration (SD), as well as potential inflammatory and metabolic
mediators in CIMT in a large cohort of adults from an unreferenced sample to the sleep
laboratory.

Methods: We consecutively recruited participants from the Longitudinal Study of
Adult Health — Brazil (ELSA-Brasil) in the city of S&o Paulo. To assess the presence of
OSA, participants performed portable polygraphy (Embletta Gold™) at home for one
night. OSA was defined by an apnea-hypopnea index (AHI) >5 events/hour, stratified
into mild (AHI: 5 — 14.9 events/hour), moderate (AHI: 15 — 29.9 events/hour) and
severe (AHI > 30 events/hour). Objective assessment of SD was performed with wrist
actigraphy for 1 week (Actiwatch 2™). The EIMC was characterized by
ultrasonography by the presence, in the two-dimensional mode, of a double line with
definition of the intima-lumen and adventitial-media interfaces. The distance between
the two acoustic interfaces was considered in the CMT measurement. Gamma
regression models were used to explore the association between OSA and DS with
CIMT adjusting for various confounders. Mediation analysis was performed using the
R program.

Results: A total of 2009 participants were included in the final analysis. Compared to
patients without OSA (AHI < 5 events/hour; n = 613), patients with mild (n = 741),
moderate (n = 389) and severe (n = 266) AOS showed a progressive increase in EIMC
(0.690 [0.610 — 0.790], 0.760 [0.650 — 0.890], 0.810 [0.700 — 0.940], and 0.820 [0.720
— 0.958] mm, respectively; P < 0.001). In contrast, EIMCs were similar for those with
SD < 6 hours (0.760 [0.650 - 0.888]), 6 to 8 hours (0.750 [0.640 - 0.880]), and > 8
hours (0.740 [0.670 - 0.900]). All forms of OSA were independently associated with
CIMT (mild: B: 0.019, SE 0.008; P = 0.022; moderate: B: 0.025, SE 0.011; P = 0.022;
severe OSA: B: 0.040, SE 0.013; P = 0.002). Furthermore, the association of AHI with
CIMT was mediated by increased C-reactive protein and triglycerides (P < 0.01). DS
did not interact with AOS in the association with EIMC.

Conclusion: OSA is independently associated with a progressive increase in CIMT.
This association is partially mediated by inflammation and dyslipidemia. In contrast,
DS is not associated nor did it interact with AOS in the association with EIMC.

Descriptors: sleep duration, obstructive sleep apnea, carotid intima-media thickness,
atherosclerosis



1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a maior causa de morte nos paises
desenvolvidos e responsaveis por cerca de 30% da mortalidade total no mundo. Estima-
se que cerca de 200 milhGes de pessoas apresentem expressao clinica de doenca arterial
coronariana (DAC), acidente vascular encefalico (AVE) ou outra doenca vascular
oclusiva®. A incidéncia de morte por DCV persiste em franca ascenséo em populagdes
de nacdes em desenvolvimento.! O evento coronariano agudo é a primeira
manifestacdo de DAC em cerca de metade dos individuos, sendo 50% desses fatais. A
alta mortalidade associada, a auséncia de sintomas prévios, torna a identificacdo dos
individuos em risco crucial para a prevencao efetiva das mortes por DCV.*

No intuito de estratificar o risco cardiovascular dos pacientes, inimeras
avaliacdes ndo invasivas vém sendo utilizadas com maior ou menor grau de aplicacao
clinica. Entre elas, temos a avaliacdo da espessura intima-media da carotida (EIMC).
H& mais de duas décadas estuda-se a associacdo entre o aumento da EIMC e das
doengas cardiovasculares.”” A EIMC por ultrassom tem sido considerado um preditor
de eventos cardiovasculares.?*®° Sabe-se que os fatores de risco cardiovasculares
tradicionais estdo associados ao aumento da EIMC, principalmente quando se
considera a medida da EIMC média na artéria carétida comum e a maxima na artéria
carétida interna.”

O aumento da EIMC representa um mecanismo adaptativo do aumento da carga
arterial e uma resposta a um meio inflamatorio, que poderia promover a proliferacdo de
células musculares lisas e deposi¢do de colageno.’® A hiperplasia neointimal é uma
resposta fisioldgica de cicatrizagdo que ocorre devido a lesdo da camada endotelial das

artérias com consequente proliferacdo e migracdo de células musculares lisas



vasculares da camada média (CMLVs) para a camada intima. E um quadro
extremamente complexo que engloba diversas linhagens celulares e multiplas vias de
sinalizacdo molecular.*

Os vasos sanguineos sdo formados por trés camadas distintas: intima, média e
adventicia. A camada intima possui uma monocamada de células endoteliais (CE), na
camada média sdo encontradas CMLVSs, enquanto a adventicia é constituida de
elementos do tecido conjuntivo. Na hiperplasia neointimal, ocorre o acimulo de
fibroblastos e CMLVs na camada intima da artéria e deposicdo de componentes da
matriz extracelular (MEC). O resultado desse processo € 0 espessamento da camada
intima, denominada neointima, levando a reducéo da area luminal.”*

Diversos fatores de riscos cardiovasculares tradicionais tém se mostrado
determinantes na EIMC em estudos de base populacional. Por exemplo, o Estudo
Longitudinal de Saude do Adulto realizado no Brasil (ELSA-Brasil) analisou a medida
da EIMC da car6tida comum, 1 cm abaixo da bifurcacdo, em 10.405 servidores
pUblicos.*! Levaram-se em consideracio a raca reportada pelo participante, o sexo, a
idade, a presenca de fatores de risco classicos para doenca aterosclerotica, bem como o
uso de medicacdes relacionadas ao risco cardiovascular. As maiores medidas da EIMC
foram encontradas no sexo masculino e nos negros, tanto em andlise univariada como
multivariada. E esses resultados permaneceram significantes mesmo quando se
considerou apenas o grupo de baixo risco para DCV. O ELSA-Brasil também mostrou
que > 60% da variancia da EIMC ndo foi explicada por fatores de risco
cardiovasculares demograficos e tradicionais, que ressaltam a necessidade de explorar
condigdes clinicas adicionais com relevancia bioldgica como fatores de risco para
doencas cardiovasculares.™

Dentro deste contexto da importancia de fatores de risco ndo tradicionais, ha

evidéncias crescentes de que a apneia obstrutiva do sono (AOS) e extremos da duracdo



do sono (DS) podem estar associados com a EIMC.** Uma meta-analise
compreendendo pequenos estudos observacionais, mostraram que a AOS esta
associada ao aumento da EIMC, mas a maioria das evidéncias estavam relacionadas
com graves formas de AOS.™ Além disso, um dos maiores estudos nesta area até o
momento (n = 985), ndo mostraram associacdes positivas entre AOS e aterosclerose
subclinica na analise geral dos dados.**

A DS também ganhou atencdo ndo so pela privacao epidémica do sono em todo o
mundo, mas também pela intrigante e consistente evidéncia mostrando que alteracdes
na DS pode estar associado com eventos cardiovasculares e cerebrovasculares.™
Publicacdes anteriores mostram que tanto a curta quanto a longa DS foram
inconsistentemente associados com a EIMC.}"*® No entanto, a maioria dos estudos
avaliaram a DS de forma subjetiva, o que pode néo refletir o tempo real de sono.**?
Vale a pena ressaltar também que grande parte dos estudos sobre AOS ndo avaliou a
DS ou vice-versa.

De forma didatica, descreveremos a aterosclerose, os dois distlrbios de sono e o0s

potenciais mecanismos envolvidos para o aumento da DCV de maneira separada.

1.1 Aterosclerose
A aterosclerose é o termo utilizado para definir a formacdo de placa de ateroma

2122 sendo este processo uma das bases para o estabelecimento

na parede das artérias,
das DCV. O processo de aterosclerose aumenta com a progressdo da idade e pela
presenca de outros fatores de risco conhecidos, podendo permanecer assintomatica por
décadas até a progressdo para lesdes artérias obstrutivas graves que, em ultima analise,

contribuem para o infarto agudo do miocardio (IAM), o AVE e insuficiéncia arterial

em membros superiores e inferiores.



A lesdo inicial esta relacionada ao aumento focal do conteddo de colesterol ligado a
lipoproteinas de alta densidade (LDC) na intima vascular, seguindo de infiltracdo de
células inflamatérias como mondcitos e linfocitos, que por sua vez passam a residir
junto a intima. Elas se diferenciam em macréfagos, que captam particulas de colesterol
por meio do processo de endocitose.?*?? Parte desses macréfagos apresentam apoptose
resultando na formacdo de depositos ricos em lipideos constituindo parte das placas
ateroscleréticas.”* O actimulo de macréfagos rico em lipideos é caracteristico das
lesGes ateroscleroticas iniciais, enquanto o agrupamento de tecidos fibrosos é a marca
das lesbes cronicas. Com a progressdo das lesdes ateroscleroticas, plexos abundantes de
micro vasos desenvolvem-se em conexao com 0s vasa vasorum da artéria, podendo
contribuir para o aumento dos riscos de complicacdes decorrentes desta placa.?%
Estes plexos facilitam o recrutamento de leucécitos para o ateroma, por serem friaveis,
rompem-se facilmente podendo ocasionar hemorragias dentro desta placa. Com sua
evolucdo, as placas também acumulam depésito de sais de célcio e proteinas.?!?

Nas ultimas décadas, varios estudos identificaram fatores de riscos fatores de risco
associados ao aparecimento da aterosclerose e da DCV.?** A Diretriz de 2013 da
American Heart Association (AHA),?® usou métodos estatisticos, com dados vindos de
coortes agrupadas, que forneceram estimativas sobre o risco de desenvolver doenca
cardiovascular aterosclerética em 10 anos para brancos e afro-americanos, homens e
mulheres, de 40 a 79 anos de idades. As variaveis, que estatisticamente tiveram forga
suficiente para serem incluidas nas equacBGes de predicdo de risco foram: idade,
colesterol total (CT), lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) colesterol, pressdo
arterial sistolica, diabetes e tabagismo. E reconhecido que os fatores de riscos

cardiovasculares podem interagir, aumentando consequentemente o risco de DCV.2* A

criagdo de algoritmos de risco multivariavel que incorporam esses fatores para



avaliacdo médica em cuidados primarios, como por exemplo o escore de Framingham
Heart Study® para a previsio do risco de DAC leva em conta a interacdo desses
fatores.

Para evitar ou reduzir a ocorréncia das DCV, existem uma série de acgdes
recomendadas e ressaltadas pelas diretrizes da AHA na lista chamada Life’s

1. Até pouco tempo atrés, essas recomendacdes eram 7: parar de fumar,

Essencia
comer melhor, se manter ativo, controlar o peso, controlar a presséo arterial, controlar o
colesterol e diminuir o agucar no sangue. Em junho de 2022, a lista ganhou um item
adicional: o sono. De acordo com a AHA, ter um sono saudavel ndo apenas contribui
para melhorar a disposicdo e a qualidade de vida, mas também é um fator essencial
para a saude cardiovascular. O Life’s Essencial 7 passou a se chamar Life’s Essential
8,%° tendo considerado para tanto, pesquisas que mostraram que a prevencdo das
doencas cardiacas também passa boa qualidade e quantidade do sono. Assim sendo, 0s
distarbios de sono mais frequentes na populacdo, a AOS e a privacdo do sono,

juntamente com suas consequéncias, ndo podem ser ignoradas para a prevencdo da

aterosclerose e das DCV.

1.2. Apneia Obstrutiva do Sono (AOS)

A via aérea superior (VAS) € dividida em quatro elementos anatémicos, que sdo:
nasofaringe; orofaringe retro palatal, entre o palato duro e o palato mole; orofaringe,
que se estende do palato mole até a epiglote; e hipofaringe, que vai da base da lingua
até a laringe.?” A auséncia de 0ssos ou cartilagens na porcdo colapsavel da faringe faz
com que a sua luz se mantenha pérvia por acdo de musculos, 0s quais ativamente
constringem e dilatam o limen da VAS. Acredita-se que o menor calibre das VAS

durante a vigilia € encontrado na orofaringe retro palatal, o que faz deste ponto um



local potencial para seu colapso durante o sono.?” A ventilagdo pulmonar é controlada
por dois sistemas: um automatico, e outro voluntario. Os quimiorreceptores periféricos
sdo sensiveis a diminuicdo da pressdo parcial de O, no sangue arterial e do pH. Tais
quimiorreceptores estimulam os centros respiratérios localizados no tronco cerebral,
controlando a ventilagdo de forma automatica ou metabélica.?’ Durante 0 sono o (inico
sistema que controla a respiracdo € o automatico, dependendo assim de fatores
metabolicos e da ativacdo de quimiorreceptores centrais e periféricos. O sono reduz a
sensibilidade desses quimiorreceptores, desativando neurdnios bulbares e diminui a
atividade motora, ou seja, ocorre o relaxamento dos mésculos incluindo o da VAS.?’

Conceitualmente, a AOS é um distarbio respiratdrio caracterizado por episédios
recorrentes de obstrucdo total ou parcial da VAS com esforco respiratorio mantidos
durante 0 sono, os quais levam a hipoxemia intermitente, hipercapnia transitéria e
despertares frequentes, associados a sinais e/ou sintomas clinicos.*? O ltmen da VAS é
o resultado da homeostase entre diferentes forcas durante a inspiracdo, que contribuem
para a abertura da faringe resultantes das contrac6es musculares dos musculos das vias
aéreas. Normalmente, essas forcas dilatam a faringe que se encontram deprimidas em
funcdo das alteracdes dos comandos respiratorios determinados pelo sono, e qualquer
fator que altere essas pressées poderia acarretar um estreitamento da VAS.*?

A AOS apresenta-se como uma obstrugdo funcional e de carater recorrente das
vias aéreas superiores que vdo desencadear varios fendmenos com implicancia

cardiovascular (Figura 1)."
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Figura 1 - Fatores anatdmicos que predispde a AOS em pacientes obesos.
Modificado da referéncia 12.12

A elevada prevaléncia da AOS constitui um problema de salde publica. A
prevaléncia da AOS na populacdo geral é variavel, dependendo da idade da amostra,
sexo, pais, metodologia aplicada e critério empregado para o diagnéstico. Dados
recentes mostram que 23,4% de mulheres e 49,7% dos homens suicos apresentam AOS
moderada a grave (IAH > 15 eventos por hora de sono).?® Em nosso meio, Tufik e
colaboradores demonstraram que na cidade de S&o Paulo, ter algum grau de AOS (IAH
> 5 eventos/h) estava presente em 38,2% da populacdo adulta, sendo que a prevaléncia
de AOS moderada a importante (IAH > 15 eventos/h) foi observada em 16,9% da
amostra estudada.”®

Os fatores de risco para a AOS sédo a obesidade, sexo masculino, anormalidades
craniofaciais, aumento do tecido mole e do tecido linfoide da faringe, obstrucéo nasal,

histéria familiar para AOS, entre outras.® Alguns fatores associados sdo Hipertensdo




Arterial Sistémica (HAS), hipertensdo pulmonar, arritmias cardiacas relacionadas ao
sono, angina noturna, prejuizo da qualidade de vida e insonia.*°

Evidéncias crescentes tém apontado a AOS como um fator de risco emergente
para a aterosclerose.** De fato, especula-se que a progressdo da aterosclerose possa
explicar, em grande parte, a ocorréncia mais frequente de 1AM e do AVE, observada em

pacientes com AOS — especialmente nas formas mais graves deste disturbio do sono.

Existem diversos mecanismos potencialmente aterogénicos desencadeados pelos
componentes da AQOS, destacadamente pela hipoxemia cronica intermitente. Dentre
estes mecanismos, podemos citar a disfuncdo endotelial, 0 aumento da presséo
arterial, o aumento da inflamacgdo e de espécies reativas de oxigénio, a resisténcia a
insulinae a dislipidemia, principalmente a dislipidemia pos-prandial por reducdo

do clearance de lipoproteinas ricas em triglicérides (TG).*>*

No que diz respeito a evidéncia especificamente relacionada a lesdo vascular em
pacientes com AOS. A literatura aponta mais de 50 artigos que avaliaram a associacao
da AOS com marcadores precoces de aterosclerose, e a maioria mostrou relacédo
positiva da presenca da AOS com um aumento dos marcadores de aterosclerose.®* O
territorio mais estudado foi o carotideo, embora existam estudos que avaliaram a
aterosclerose coronariana. No que diz respeito ao tratamento, trés estudos (um
randomizado e dois ndo) exploraram o impacto do tratamento da AOS com o CPAP. *2
Dois deles (incluindo o randomizado)*® mostraram atenuagé&o da espessura fntima média
da cardtida ap0s o tratamento. Nenhum estudo avaliou o impacto do tratamento da AOS

sobre placas aterosclerdticas.

Estudos recentes comecaram a dar indicios sobre o papel da AOS na evolugéo da

doenca aterosclerotica. Na coorte do MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis),



2.603 participantes que responderam no periodo basal um questionario do sono (2002-
2004) e foram submetidos a angiotomografia de coronarias no basal, e oito anos apds
(2010-2011) demonstraram que a suspeita da AOS nao foi associada com a progressao
da aterosclerose apds ajustes para outros fatores de risco cardiovascular.®* A maior
limitacdo deste estudo foi a auséncia da realizacdo sistematica de um estudo do sono

1.%° encontraram

(polissonografia ou poligrafia) nestes participantes.** Gunnarsson et a
que a presenca da AOS foi independentemente associada com um aumento da espessura
e placa carotidea 10 anos apds. No entanto, este estudo € limitado pela auséncia de
dados sobre os marcadores de aterosclerose no periodo basal (proximo a realizacdo da

polissonografia), o que impede avaliar a verdadeira extensdo da progressdo da

aterosclerose.

Desta forma, novos estudos sdo necessarios para avaliar se a AOS acelera a

progressao e o tratamento da AOS pode retardar a evolucdo da doenga aterosclerética.

1.3. Duracéo do Sono (DS)

E importante destacar que a curta DS e a privacdo do sono nio devem idealmente
serem usados como sindnimos. Embora tenhamos uma sobreposicdo muito grande, um
percentual de pessoas apresenta necessidades menores de DS (chamados de curto
dormidores), sem estarem privadas de sono. Pela auséncia de diferenciacdo destas
condi¢des na imensa maioria dos estudos, evitaremos a expressdo “privacdo do sono”
(exceto quando estudos induziram uma privacdo do sono). Esta opcao tem sido adotada
em estudos.* Dito isto, as alteracdes na DS, especialmente a curta DS, sdo condicdes
frequentes na sociedade e sdo moduladas na maioria das vezes por uma variedade de

influéncias culturais, sociais, psicoldgicas, patofisiologicas, comportamentais e
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ambientais reflexo do progresso tecnologico e do estilo de vida da populacdo. Cerca de
30% dos norte-americanos empregados apresentam uma curta DS.¥’

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado a associacdo da curta DS (avaliada
de forma subjetiva) e multiplas morbidades.”>® A curta DS esteve associada com
elevacdo do risco cardiovascular devido sua associacdo com o ganho de peso, elevacéo
do IMC, dislipidemias, HAS e diabetes mellitus. Acredita-se que 0 processo

inflamatério ajuda a explicar o aumento do risco cardiovascular atribuida a curta DS.

1.4. Definicdo Ultrassonografica da Espessura da Camada Intima-média das
Carotidas

A EIMC é caracterizada pela ultrassonografia (US), ao modo bidimensional,
Modo B, de uma dupla linha com definicdo das interfaces luz-intima e média-
adventicia. A distancia entre as duas interfaces acusticas é considerada a medida da

EIMC (Figura 2). 3%

As medidas da EIMC envolvem pequenos valores, as diferencas entre 0s
percentis 25 e 75 sdo menores que 1 mm, sendo necessario alto grau de precisdo nas
medidas, sendo que com o devido treinamento pelo ultrassonografista, este é
considerado um exame de relativa facilidade de execucdo que pode servir como um
marcador precoce de lesdo vascular. No entanto, ndo ha concordancia entre autores e
especialistas sobre qual a melhor técnica para se medir a EIMC, apesar das tentativas de

padronizacdes e consensos.****

De qualquer maneira, diversos estudos apontam, de forma razoavelmente
consistente, o valor da EIMC em ser um preditor de eventos cardiovasculares. O Estudo
Kuoppio foi o primeiro a demonstrar a associagdo a EIMC com eventos coronarianos

futuros.” Neste estudo, a cada 0,1 mm de incremento da EIMC, os autores observaram
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um aumento de 11% no risco de 1AM durante o seguimento. Posteriormente, outros
estudos epidemiolégicos como o estudo ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities)*
e 0 CHS (Cardiovascular Risk Study) *’, e 0 MDCS (Malmo Diet and Cancer Study)*®

confirmaram que a EIMC pode ser usada para avaliar o risco de doencga cardiovascular.

A figura a seguir, mostra a EIMC com o US em modo B com uma definigéo

precisa destas interfaces.

Figura 2 - Medida ultrassonogréafica da EIMC.

Imagem ultrassonogréfica da artéria carétida comum esquerda no seu eixo
longitudinal. Retangulo em colchete verde representando o box de medida do
software Carotid Analyser® - As linhas azuis definem a EIMC.
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2. JUSTIFICATIVA

Com base nas lacunas acima mencionadas, este grande estudo teve como objetivo
analisar ndo apenas as associa¢es de AOS leve, moderada e grave, mas também a DS
de forma objetiva com EIMC. Nos também procuramos explorar potenciais mediadores
nessas associacdes. Para 0 nosso conhecimento, nenhum estudo anterior explora a
associacdo de AOS e DS com EIMC na mesma amostra, bem como suas interagoes
potenciais entre essas duas condicdes de sono. Nos fizemos a hipotese de que tanto a

AOS quanto os extremos de DS serdo associados independentemente a EIMC.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Primario
O objetivo primario do presente projeto foi avaliar a associacdo da AOS em suas

formas leve, moderada e grave e a DS de forma objetiva com a EIMC.

3.2 Objetivos Secundarios
Como objetivos secundérios analisar a interacdo entre a AOS e a DS com a EIMC e

explorar potenciais mediadores nessas associagdes.
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4. HIPOTESES

Fizemos as seguintes hipoteses de que tanto a AOS quanto os extremos de DS serdo
associados independentemente a EIMC e que a AOS e os extremos de duragédo do sono,

podem interagir para esta associa¢do com a EIMC.
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5. METODOLOGIA

5.1. ELSA-Brasil

O ELSA-Brasil é uma coorte prospectiva de 15.105 servidores publicos de cinco
universidades e uma instituicdo de pesquisa: Universidade de S&o Paulo (S&o
Paulo/SP), Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte/MG), Instituto
Fiocruz (Rio de Janeiro/RJ), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto
Alegre/RS), Universidade Federal da Bahia (Salvador/BA) e Universidade Federal do
Espirito Santo (Vitoria/ES), com idade entre 35 e 74 anos, de diferentes etnias. A
coorte tem como objetivo avaliar doencas cardiovasculares, diabetes e outras doencas

crbnicas, bem como seus determinantes bioldgicos e sociais.

5.2. Casuistica

Os dados deste estudo transversal é parte integrante do projeto “Impacto dos
Distarbios Respiratérios do Sono e da Duracdo do Sono sobre a Progressdo das
Doencas Cardiovasculares”, aprovada no Comité de Etica do Hospital Universitario
da USP e desenvolvido com a coorte do ELSA-Brasil do centro Sdo Paulo, no
Hospital Universitario da USP (nimero 1166/11). Todos os participantes do estudo
foram informados e expressaram sua anuéncia na leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

A populacdo do centro Sdo Paulo do ELSA-Brasil é constituida por 5055
participantes adultos servidores ativos e aposentados da Universidade de S&o Paulo,
com idade entre 35 e 74 anos na linha de base e de ambos o0s géneros. Detalhes do
desenho e metodologia do estudo ELSA-Brasil foi publicada por Aquino e

colaboradores.*
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5.3. Medidas e Questionarios
Todos os participantes do ELSA-Brasil tiveram avaliagdo de dados
antropométricos, tabagismo, consumo de &lcool, histéria médica e medicacdo em
uso foram submetidos a glicemia em jejum e hemoglobina glicada. Obesidade foi
definida como um indice de massa corporal (IMC) >30kg/m?. A sonoléncia

excessiva diurna foi definida pela Escala de Sonoléncia de Epworth >11.>°

5.4. Avaliacdo dos Disturbios de Sono

Para a analise do sono nesta grande populacdo do ELSA-Brasil optou-se pela
realizacdo da monitorizacdo respiratoria em domicilio em todos os participantes, por
meio do poligrafo portatil da Embletta® (Figura 3).>! Os participantes foram orientados
a nao alterarem a rotina diaria, incluindo habitos alimentares, segundo técnicas
padronizadas.” Foi realizado a monitorizacéo do fluxo aéreo por meio da canula nasal,
esforco respiratério toracico abdominal pelas cintas de indutancia, oximetria de pulso,
frequéncia cardiaca de pulso e posicdo corporal. (Figura 4). Os registros da poligrafia
foram analisados manualmente em periodos de 2 minutos e a classificacdo dos eventos
respiratorios foi realizada conforme regras da Sociedade Americana de Medicina do
Sono (AASM) de 2012.%2 A apneia foi definida como cessa¢do do fluxo aéreo (>90%) e
com o minimo de 10 segundos de duracdo. A hipopneia foi definida como uma
reducdo de >30% do fluxo aéreo (a partir do sinal da canula nasal) ou da amplitude da
soma dos sinais de indutancia das cintas abdominal e toracica, com uma duracao
minima de 10 segundos e com uma dessaturagcdo >3%. O 1AH foi calculado pela soma
das apneias e hipopneias dividido pelo tempo total de registro. Temos utilizado no
estudo ELSA-Brasil o ponto de coorte do IAH em >15 eventos/hora de registro para o

diagnostico da AOS focando em um grupo de pacientes com maior susceptibilidade as
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consequéncias cardiovasculares e metabélicas.>® Neste estudo, no entanto, optamos por
estratificar os participantes no formato tradicional em: sem AOS (IAH <5
eventos/hora), AOS leve (IAH: 5-14,9 eventos/hora), moderada (IAH: 15-29,9

eventos/hora) e grave (IAH >30 eventos/hora).

——

Embletta®

Figura 3 - Foto do monitor portatil Embletta Gold™
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Figura 4 - Tela da poligrafia e colocacao das cintas para realizacdo do exame

A DS foi avaliada de forma objetiva por meio de um actigrafo do modelo
Actiwatch 2 (Philips-Respironics®) no punho ndo dominante por sete dias
consecutivos e manterdo suas atividades de rotina e de sono habituais (Figuras 5 e 6).

Este periodo deveria representar uma semana tipica da rotina do participante.



Figura 5 - Foto do actigrafo Actiwatch 2™
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Cada linha da figura 6 representa um dia de utilizacdo do actigrafo. As cores da
figura representam as variaveis captadas pelo actigrafo. Em preto representa a presenca
e intensidade de movimentacdo, amarelo a presenca e intensidade de luminosidade, a
linha vermelha representa o periodo de vigilia, em azul o periodo de sono, em verde a
laténcia, ou seja, a vigilia durante o periodo deitado e, por Gltimo, a cor cinza que
representa a auséncia de captacdo de dados.

Para avaliacao dos diferentes padrbes de DS (tanto subjetivos quanto objetivos),

estratificamos os pacientes nas seguintes DS: <5, 5-6, 6-7, 7-8 e >8hs.

5.5. Medidas da EIMC

De acordo com o consenso de Mannhein, a EIMC é definida como a distancia entre
duas interfaces vasculares entre o lumen vascular e a camada intima; e as camadas média e
adventicia. Um protocolo detalhado foi publicado anteriormente pelo estudo ELSA-
Brasil e apresentada a seguir.* A EIMC foi medida usando um equipamento de
ultrassom da marca Toshiba (Aplio XG), com um transdutor linear de 7,7 MHz. Cada
artéria carétida comum foi identificada ao longo do seu eixo longitudinal, usando um padrao
de brilho de e contraste. A EIMC foi calculada na parede externa de segmento carotideo
pré-definido de 1 cm de comprimento a 1 cm abaixo da bifurcacdo carotidea, durante 3
ciclos cardiacos sincronizados eletrocardiograficamente. Todas as imagens foram
submetidas a um rigoroso controle de qualidade, e apenas as imagens com
visualizacdo adequada de guias anatdmicos e interfaces vasculares foram incluidos.
Sendo entédo calculado de forma semiautomética usando o software Medical Imaging
Aplications (Coraville, 1A, EUA) para padronizar a leitura e interpretacdo das
varreduras carotideas. Neste trabalho, a EIMC foi definida como a média do maior

valor de EIMC entre a espessura maxima direita e esquerda.
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A medida da EIMC ocorreu de forma independente, ou seja, sem acesso aos
dados do sono (e vice-versa).

As atuais recomendacdes brasileiras para avaliacdo ultrassonografica da doenca
aterosclerotica adotam os valores EIMC do ELSA- Brasil como padrdo para a

populacdo adulta brasileira.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos o software R 3.6.0 (R Core Team, 2019) para todas as analises.
Os graficos foram construidos usando o pacote ggplot2, para comparagdes de variaveis
categoricas, o teste y2 foi realizado. Variaveis continuas normalmente distribuidas
foram comparadas usando 1-way ANOVA e foram apresentados como as médias e DS
(médiatDS). Para variaveis sem distribuicdo normal, medianas e interquartil
intervalos foram relatados e testes de Kruskal-Wallis foram realizados.

Usamos coeficientes de correlacdo de Spearman para variaveis continuas nao
paramétricas. Para variaveis paramétricas, usamos a correlacdo de Pearson. Modelos
de regressdo gama>* foram usados para explorar a associacdo entre a gravidade dos
AOS e a DS com a EIMC. Além do IAH, parametros relacionados a hipoxemia como
a saturacdo minima de oxigénio e o tempo de dessaturacdo de oxigénio <90% (em %)
foram incluidos na anélise.

Trés modelos progressivos foram testados na associacdo da AOS e da DS com a

EIMC incluindo variaveis com relevancia bioldgica para este marcador vascular:

Modelo 1: ndo ajustado;
Modelo 2: ajustado por idade, sexo e raca;
Modelo 3: modelo 2 + obesidade (IMC >30 kg/m?), tabagismo, diabetes, hipertenséo e
uso de estatinas.

Um termo de interacdo entre o IAH e a DS foi introduzido para testar
combinacBes destas condi¢cdes de sono com a EIMC. Para a andlise de potenciais
mediadores no IAH e EIMC, um pacote de mediacdo foi usado (R package for causal

mediation analysis).” Uma anélise de mediacdo foi realizada utilizando dados do
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modelo 3 e das seguintes variaveis com potencial relevancia para AOS e EIMC:
Proteina C-reativa (PCR), pressao arterial sistolica, LDL, lipoproteina de alta densidade
(HDL), triglicerideos e hemoglobina glicada (HbA1c).

Os testes para o significado dos efeitos mediadores foram realizados com o
bootstrap (esta técnica gera uma representacdo empirica da distribuicdo da amostra, ao
tratar o tamanho da amostra como uma representacdo da populagdo, s6 que em menor
escala. Pelo procedimento de reamostragem, com reposic¢ao, e repetidas vezes, uma
nova amostra € formada a cada reamostragem). Foram utilizadas 5000 amostras. Para

todos os testes estatisticos, um nivel de significancia de 5% foi adotado.
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7. RESULTADOS

Convidamos 2463 participantes para as avaliacdes do sono durante o recrutamento
do estudo por 2 anos. Ap6s a exclusdo de recusas, questdes técnicas durante
monitoramento do sono, apneia central predominante (>50%), pacientes em tratamento
da AQS, trabalhadores noturnos de turno, medicamentos que interferem diretamente
com a DS e medigBes indisponiveis da EIMC, um total de 2.009 participantes foram

incluidos na analise final (Figura 7).

Pacientes convidados a
participar N=2463

Exclusdes (n=454)
Recusas em participar
Falhas no monitoramento sono

Pacientes
Estudados

Apneia predominante central
Uso CPAP

Trabalhadores de turno

Uso regular de medicagdes hipnéticas
Sem EIMC disponivel

J

(N=2009)

J

Figura 7. Fluxograma do Estudo
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7.1 Associacao da AOS com EIMC

As caracteristicas da populacdo estudada segundo a gravidade da AOS estdo
apresentadas na Tabela 1. Como esperado, houve um aumento progressivo na idade, na
proporcdo de homens, nos marcadores de adiposidade e comorbidades tradicionais,
como a hipertensdo, diabetes e dislipidemia (e niveis de pressdo arterial, glicose e
lipidios relacionados, respectivamente) em paralelo ao aumento na gravidade da AOS.
A PCR ultrassensivel também aumentou em paralelo a gravidade da AOS. Em
contraste, observamos uma diminui¢do progressiva dos niveis objetivos de colesterol

total e HDL em paralelo a gravidade da AOS.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra conforme a gravidade da apneia
obstrutiva do sono

IAH <5 (n = 622) IAH 5 - 14,9 (n = 760) IAH 15 - 29,9 (n = 401) TAH >30 (n =277) P-Valor®
Idade 460 [41,0; 50,0] (1=613) 48,0 [44,0; 54,0] (n=741) 50,0 [45,0; 56,0] (=389) 50,0 [45,0; 55,0] (1=266) 0,001
Sexo
Masculino 176/613 (28,7%) 300/741 (41,7%) 203/389 (52,2%) 166/266 (62,4%) <0,001
Feminino 437/613 (71,3%) 4321741 (58,3%) 186/389 (47,8%) 100/266 (37,6%)
Raga
Negro 67/607 (11,0%) 107/735 (14,6%) 50/383 (13,1%) 25/263 (9,5%) 0,051
Pardo 120/607 (19,8%) 135/735 (18,4%) 90/383 (23,5%) 66/263 (25,1%)
Branco 391/607 (64,4%) 451/735 (61,4%) 210/383 (57,2%) 152/263 (57,8%)
Outros 29/607 (4,8%) 421735 (5,7%) 24/383 (6,3%) 201263 (7,6%)
IMC 24,1[21,9;26,7] (n=613) 26,3 [24,0; 29,4] (n=741) 28,1 [25,5; 31,4] (n=389) 29,5 [26,1; 32,6] (n=266) 0,001
circunferéncia pescogo 33,4 [31,6; 36,1] (n=613) 35,5 [33,4; 38,2] (n=741) 36,9 [34,6; 39,5] (n=389) 38,3 [35,5; 41,0] (n=266) 0,001
circunferéncia cintura 80,6 [74,3; 87,3] (n=613) 87,8 [80,8; 95,8] (n=741) 93,6 [86,7; 100,4] (n=389) 97,2 [88,8; 105,9] (n=266) 0,001
obesidade abdominal
Nio 8/10 (80,0%) 9121 (42,9%) 16/27 (59,3%) 4/13 (30,8%) 0,080
Sim 2110 (20,0%) 12121 (57,1%) 11/27 (40,7%) 9/13 (69,2%)
presenca HAS
Nio 522/613 (85,2%) 564/741 (76,1%) 250/389 (64,3%) 150/266 (56,4%) <0,001
Sim 91/613 (14,8%) 1771741 (23,9%) 130/389 (35,7%) 116/266 (43,6%)
Dislipidemia
Néo 338/613 (55,1%) 324/736 (44,0%) 150/384 (39,1%) 92/263 (35,0%) <0,001
Sim 275/613 (44,9%) 4121736 (56,0%) 234/384 (60,9%) 171/263 (65,0%)
presenca DM
Néo 567/613 (92,5%) 635/741 (85,7%) 296/389 (76,1%) 201/266 (75,6%) <0,001
Sim 46/613 (7,5%) 106/741 (14,3%) 93/389 (23,9%) 65/266 (24,4%)
Fumante
Nunca 386/613 (63,0%) 386/741 (52,1%) 196/389 (50,4%) 146/266 (54,9%) <0,001
Ex 143/613 (23,3%) 244/741 (32,9%) 138/389 (35,5%) 85/266 (32,0%)
Atual 84/613 (13,7%) 111/741 (15,0%) 55/389 (14,1%) 35/266 (13,2%)
bebedor excessivo
Néo 234/260 (90,0%) 315/341 (92,4%) 154/179 (86,0%) 111/130 (85,4%) 0,053
sim 26/260 (10,0%) 26/341 (7,6%) 25/179 (14,0%) 19/130 (14,6%)
duracéo sono 3 categorias
Referéncia (6-8hs) 434/613 (70,8%) 500/741 (68,7%) 2441389 (62,7%) 143/266 (53,8%) <0,001
<6hs 134/613 (21,9%) 180/741 (24,3%) 126/389 (32,4%) 106/266 (39,8%)
>8hs 45/613 (7,3%) 52/741 (7,0%) 19/389 (4,9%) 17/266 (6,4%)
duracéo sono (horas) 6,729 + 0,918 (n=613) 6,599 + 0,944 (n=741) 6,424 + 0,996 (n=389) 6,283 £ 1,111 (n=266) 0,001°
pressio sistdlica 1120 Eﬁg‘éfé)lzm 115,0 [107,0; 1250] (»=741) ~ 119,5[110,5; 131,0] (=389)  121,5[112,0; 132,5] (n=266) 0,001
pressio diastdlica 70,5 [64'31?37)8'0] (n= 73,0 [67.5; 80,0] (n=741) 76,0 [70,0; 83,0] (n=389) 78,5 [71,5; 86,0] (n=266) 0,001
spo2 abaixo90 0,0 [0,0; 0,1] (n = 611) 0,3[0,1; 1,4] (n=741) 1,9 [0,7; 4,7] (n=389) 7,71[2,9; 17,6] (n=266) 0,001
spo2 basal 954 [945;96,2] (1=611) 94,4 [93,4; 95,3] (n=741) 93,9 [92,8; 94,8] (n=389) 92,8 [91,4; 93,9] (n=266) 0,001
sp02 minima 90,0 [88,0;92,0] (1=611) 86,0 [83,0; 89,0] (n=741) 83,0 [79,0; 85,0] (n=389) 78,0 [73,0; 82,0] (n=266) 0,001
glicose (mg/dL) 101,0([n9:5£;3 %07.0] 104,0 [98,0; 111,0] (n=741)  107,0 [100,0; 115,0] (n=389)  108,0 [102,0; 117,0] (n=266) 0,001
HbALC (%) 5,2 [4,9; 5,6] (n = 612) 5,3 [5,0; 58] (n = 741) 5,4 [5,0; 5,9] (n = 389) 5.4 [5,0; 6,0] (n=266) 0,001
IMT 0,690 nggfé)o,wm 0,760 [0,650; 0,890] (n=741) 0,810 [0,700: 0,940] (n=389) 0,820 [0,720; 0,958] ("=266) 0,001
IAH 29[17; 4,1] (n=613) 95 [7,1; 12,1] (n = 741) 20,7[17,8;244] (N1=389) 41,0 [347; 51,6] (=266) 0,001
cT 203,0 Eﬁéfé)”&o] 210,0 [185,0; 233,0] (1=741) 2130 [188,0; 243,0] (n=389)  214,5 [191,2; 242,0] (n=266) 0,001
HDL 57,0 [48,0; 68,0] (1=613) 53,0 [46,0; 62,0] (n=741) 52,0 [45,0; 61,0] (=389) 51,0 [44,0; 59,8] (n=266) 0,001
LDL 1220 %ggfé)l“&ol 129,0 [109,0; 148,2] (n=740) 1310 [110,0; 154,0] (n=389) 1335 [110,0; 156,0] (n=266) 0,001
TG 92,0 [68,0; 130,0] 112,0 [79,0; 159,0] (n=741)  124,0[90,0; 182,0] (n=389)  138,0 [100,0; 187,0] (n=265) 0,001
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IAH <5 (n=622) IAH 5 - 14,9 (n = 760) 1AH 15 - 29,9 (n = 401) TAH > 30 (n =277) P-Valor?
(n=613)
PCR 1,0 [0,5; 2,4] (n=604) 1,410,7; 3,1] (n=735) 1,7 [0,9; 3,4] (n=386) 2,1[1,0; 4,3] (n=264) 0,001
tratamento anti-hipertensivo
Néo 544/613 (88,7%) 601/741 (81,1%) 280/389 (72,0%) 180/266 (67,7%) < 0,001
Sim 69/613 (11,3%) 140/741 (18,9%) 109/389 (28,0%) 86/266 (32,3%)
Estatina
Néo 583/613 (95,1%) 659/741 (88,9%) 341/389 (87,7%) 232/265 (87,5%) < 0,001
Sim 30/613 (4,9%) 82/741 (11,1%) 48/389 (12,3%) 33/265 (12,5%)

% teste de Mann-Whitney para varidveis numéricas, exceto duragdo do sono (horas) e teste qui-quadrado para varidveis categorizadas
b
Anova

A Figura 8 mostra 0 aumento progressivo da EIMC em paralelo com o aumento da

gravidade da AOS (p<0,001).

2.004
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IAH >5 IAH5-149 IAH 15-29,9 IAH > 30

Figura 8 - Boxplots da espessura da intima-média da carétida (EIMC) para cada

combinacéo de indice de apneia-hipopneia (IAH) e duragdo do sono.
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Observou-se correlagdes significativas, mas modestas entre IAH (r = 0,33;

P<0,001), satura¢do minima de oxigénio (O2) (r = —0,27; P<0,001), e tempo total com

niveis de saturacdo oxigénio <90% (r = 0,28; P<0,001) com a EMIC (Figura 9A a 9C).

A figura 8D (descrita com mais detalhes adiante na sessao “4.2 Associagdo da DS com

a EIMC”) sugere uma relagdo em “U” entre a DS e a EIMC.

Q
b
w
10
054
0 P 50 7% 100
AHI
Cc
L
20
154
Q
-
v

0s

Tampo total com sal 02 <90%

EMC

EINC

204

o a
Duragédo do sono (horas)

Figura 9 - Correlacdo de Spearman entre o indice de apneia-hipopneia I1AH (A),

menor saturacgdo de oxigénio (O2) (B), tempo total com saturacéo de O2 <90% (C)

e duracéo do sono (D).

A Tabela 2 mostrou que a AOS leve,

moderada e grave permaneceram

independentemente associadas com a EIMC ap0s ajustes para potenciais fatores de

confusao.
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Tabela 2 - Associacdo de IMT e IAH com 4 categorias de acordo com o0s modelos progressivos baseado em um modelo linear

generalizado com distribuicdo gama.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
" Coeficiente DP P Coeficiente DP P Coeficiente DP =)
Intercepto (IAH <5) | 613 0,719 0,007 < 0,001 0,322 0,025 < 0,001 0,332 0,028 < 0,001
IAH5-149 741 0,072 0,010 <0,001 0,039 0,009 <0,001 0,019 0,008 0,022
IAH 15-29,9 389 0,117 0,012 <0,001 0,061 0,011 <0,001 0,025 0,011 0,022
IAH >=30 266 0,137 0,014 < 0,001 0,090 0,013 < 0,001 0,040 0,013 0,002

DP: Desvio padrao
Modelo 1: ndo ajustado;

Modelo 2: ajustado para idade, sexo e raca (auto referida);
Modelo 3: modelo 2 + obesidade, tabagismo, diabetes, hipertenséo, e uso de estatinas.

Anélise adicional usando menor saturacdo de oxigénio e tempo total com os niveis de saturacdo O2 <90% ao invés de IAH foram

apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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Avaliando a AOS, nédo no contexto do IAH, mas no contexto da saturacdo minima de O2, observamos que somente a saturagdo minima de

oxigénio < 82%, foi independentemente associada com a EIMC, conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Modelo linear generalizado com distribuicdo gama testando a associacdo da

espessura intima-média da carétida (EIMC).

menor saturacdo de oxigénio (0% com a

0 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Coeficiente DP P Coeficiente DP P Coeficiente DP P
Saturacdo minima de O > 89 478 0,726 0,008 < 0,001 0,332 0,025 < 0,001 0,345 0,024 < 0,001
Saturacdo minima de O 86 -| 89 492 0,034 0,011 0,003 0,012 0,010 0,236 0,005 0,009 0,594
Saturacdo minima de O 82 -| 86 499 0,080 0,012 <0,001 0,036 0,010 < 0,001 0,016 0,010 0,104
Saturacdo minima de Oy <= 82 538 0,118 0,012 <0,001 0,068 0,011 < 0,001 0,033 0,011 0,002

DP: Desvio padrao; O,: Oxigénio

Modelo 1: ndo ajustado;

Modelo 2: ajustado para idade, sexo e raga (auto referida);
Modelo 3: modelo 2 + obesidade, tabagismo, diabetes, hipertenséo, e uso de estatinas.
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Avaliando sob o tempo total de saturacdo de oxigénio < 90% estratificado nos quartis mostrados na tabela 4, podemos observar gque tanto

as formas moderada quanto importante de AOS estdo independentemente associadas com a EIMC

Tabela 4 - Modelo linear generalizado com distribuicdo gama testando a associa¢do do tempo total com saturacdo de oxigénio (Oy)

<90% com espessura da intima-média da carotida (CIMT).

0 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Coeficiente DP P Coeficiente DP P Coeficiente DP P
Tempo total saturacdo O, <90% 0,0% 637 0,732 0,007 <0,001 0,340 0,025 <0,001 0,349 0,024 <0,001
Tempo total saturacdo O, <90% 0,0 -| 0,4% 418 0,030 0,011 0,008 0,008 0,010 0,388 0,001 0,009 0,950
Tempo total saturacdo O, <90% 0,4 -| 2,6% 459 0,085 0,011 <0,001 0,044 0,010 <0,001 0,023 0,010 0,021
Tempo total saturacéo O, <90% >2,6% 493 0,114 0,011 <0,001 0,062 0,010 <0,001 0,025 0,010 0,018

DP: Desvio padrao

Modelo 1: ndo ajustado;

Modelo 2: ajustado para idade, sexo e raca (autorreferida);
Modelo 3: modelo 2 + obesidade, tabagismo, diabetes, hipertensédo, e uso de estatinas.
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7.2 Analise de Mediacéao

Para a realizacdo desta andlise, escolhemos o IAH pois foi a varidvel da AOS
que teve maior correlacdo numérica com a EIMC. A anélise de mediacdo mostrou que
0 log da proteina C reativa mediou a associacdo de IAH com EIMC com uma
proporcao estimada de 15,6% (Figura 10A). Em nosso estudo, a pressdo sistélica ndo
mediou a associacdo de IAH com EIMC embora tenha um efeito direto sobre este
parametro vascular (Figura 10B). Sobre os parametros metabolicos, log triglicerideo
mediou a associacdo de IAH com EIMC em uma proporcdo de 11,3% (Figura 10C).
Em contraste, em nosso estudo o colesterol LDL, colesterol HDL e log HbA1C néo

mediaram a associacao de IAH e EIMC (Figura 10D a 10F).

A
log (PCR)
g =0,0108 B =0,0175
p < 0,001 Indireto: B = 0,0002 p < 0,001
ICos0 = [0,0001; 0,0003]
IAH >
Direto: 8 = 0,0010, p < 0,001
Total: B = 0,0012, p < 0,001
B

Presséo sistolica

B = 0,0022

p < 0,001

IAH >
Direto: B = 0,0012, p < 0,001




LDL

B = 0,0005
Indireto: B = 0,0011 p < 0,001

ICos0 = [-0,0010; 0,0012]

B =0,0075

p=0,70

IAH

Direto: f = 0,0011, p < 0,001

Total: B = 0,0022, p = 0,05

HDL

B =-0,0012

Indireto: B =-0,0001 p < 0,001

ICos0 = [-0,0010; 0,0009]

[

B =0,0034

p < 0,001

IAH

Direto: B = 0,0012, p < 0,001

Total: B = 0,0011, p = 0,03

log(TGJ)

B =0,0418

Indireto: B = 0,0001 p < 0,001

ICos9% = [0,0001; 0,0002]

»

Direto: B = 0,0011, p < 0,001

Total: § = 0,0012, p < 0,001
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log(LA1C)

IAH

»
>

Direto: f = 0,0012, p < 0,001

Total: 8 = 0,0012, p < 0,001

Figura 10 - Andlise de mediacdo entre indice de apneia-hipopneia (IAH) com
espessura da intima-média da carétida (CIMT) usando PCR (proteina C reativa

PCR; A), pressao arterial sistolica (B) e marcadores metabdlicos (C - F).

7.3 Associacao da DS com a EIMC

A Tabela 5 mostra as caracteristicas da populacdo estudada de acordo com a
seguinte estratificacdo da DS: curta DS (<6 horas), grupo de referéncia (DS 6-8 horas)
e longa DS (>8 horas). No geral, os participantes que dormiram <6 horas eram mais
jovens, com maior proporcdo de homens, negros, maiores valores de adiposidade,
maior gravidade de AQOS, mas ndo comorbidades, como hipertensdo, dislipidemia,

diabetes e tabagismo. N&o observamos diferengas na EIMC entre os 3 grupos.
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Tabela 5 - Caracteristicas da populacéo estudada de acordo com a estratificacéo

da duracéo do sono (DS).
<6 horas (n=546) 6 - 8 horas (n=1330) >8 horas (n=133) P

Idade (anos) 47,0 [43,0; 52,0] 48,0 [43,0; 54,0] 50,0 [44,0; 57,0] 0,003
Masculino (%) 55,5% 38,1% 33,1% <0,001
Raca/etnia

Branco 51,8% 64,5% 64,4% <0,001

Negro 18,0% 10,6% 9,1%

Pardo 22,8% 19,8% 20,5%

Outros 7,4% 5,1% 6,1%
IMC (Kg/m?) 27,2 [24,2; 30,2] 26,1 [23,6; 29,3] 26,0 [23,5; 29,9] 0,001
Circunferéncia cervical (cm) 36,7 [34,3; 39,3] 35,1[32,6; 38,1] 34,4 [32,2; 36,9] 0,001
Circunferéncia da cintura (cm) 90,5 [81,9; 98,5] 86,7 [79,4; 95,5] 86,5 [78,8; 95,3] 0,001
Hlpertensao (%0) 28,2% 25,0% 27,8% 0,309
Medicamentos
Anti- hipertensivos(%bo) 20,1% 19.6% 24,8% 0,363
Presséo Sistolica (mmHg) 116,8 [107,5; 126,5] 115,5 [107,0; 125,0] 113,5[104,5; 127,0] 0,083
Pressao Diastdlica (mmHg) 74,5 [68,5; 82,5] 73,5[67,0; 80,5] 73,0 [66,0; 81,0] 0,017
Dislipdemia (%0) 54,8% 54,5% 56,1% 0,944
Estatinas (%0) 7,9% 9,9% 13,5% 0,110
Colesterol Total (mg/dL) 208,0 [183,0; 235,0] 209,0 [185,0; 234,0] 207,0 [190,0; 238,0] 0,912
HDL colesterol (mg/dL) 52,0 [45,0; 60,0] 55,0 [47,0; 65,0] 53,0 [47,0; 64,0] 0,001
LDL colesterol (mg/dL) 129,0 [107,0; 149,0] 127,0 [107,0; 149,0] 124,0 [107,0; 157,0] 0,918
Triglicérideos (mg/dL) 119,0 [82,0; 165,0] 108,0 [77,0; 158,0] 106,0 [83,0; 157,0] 0,018
Proteina C reativa (mg/dL) 1,410,7; 3,2] 1,410,7; 3,0] 1,6 [0,8; 3,9] 0,453
Diabetes (%0) 94/546 (17,2%) 188/1330 (14,1%) 28/133 (21,1%) 0,044
Glicemia (mg/dL) 105,0[98,0; 112,8] 104,0[98,0; 110,0] 105,0 [98,0; 110,0] 0,158
HbALC (%) 5,3 [5,0; 5,8] 5,3[4,9;5,7] 5,3 [5,0; 5,9] 0,067
Tabagismo (%) 0,599

Nunca 53,1% 56,5% 54,9%

Antigo 31,3% 29,7% 33,1%

Atual 53,1% 56,5% 54,9%
I1AH (eventos/h) 12,7 [5,2; 23,6] 9,2 [4,2; 17,4] 7,3[4,1;18,1] 0,001
Gravidade AOS <0,001

Sem AOS 134/546 (24,5%) 434/1330 (32,6%) 45/133 (33,8%)

AOS leve 180/546 (33,0%) 509/1330 (38,3%) 52/133 (39,1%)

AOS moderada 126/546 (23,1%) 244/1330 (18,3%) 19/133 (14,3%)

AOS grave 106/546 (19,4%) 143/1330 (10,8%) 17/133 (12,8%)
I1AH (eventos/h) 12,7 [5,2; 23,6] 9,2 [4,2; 17,4] 7,3[4,1;18,1] 0,001
Linha Basal SpO, (%0) 94,3193,1; 95,5] 94,5[93,3; 95,5] 94,6 [93,4; 95,7] 0,272
Mais baixa SpO, (%) 85,0 [80,0; 88,0] 87,0 [83,0; 90,0] 87,0 [83,0; 90,0] 0,001
Tempo total SpO, <90% (%) 0,0[0,0; 0,1] 0,3[0,1; 1,4] 1,9[0,7; 4,7] 0,001
EIMC (mm) 0,760 [0,650; 0,888] 0,750 [0,640; 0,880] 0,740 [0,670; 0,900] 0,244

Observamos uma correlacdo significativa, mas muito baixa, entre DS (r = —0,05; P =

0,025) com EIMC (Figura 9D, pagina 44).

A Tabela 6 mostrou que a curta e a longa DS ndo foram independentemente

associados com EIMC.
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Tabela 6 - Modelo linear generalizado com distribuicdo gama testando a associacéo das trés categorias de Duracédo do Sono (DS) com a

espessura da intima-média da carotida (EIMC).

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
n Coeficiente DP P Coeficiente DP P Coeficiente DP P
(Intercepto) 6-8hs 1330 0,781 0,005 <0,001 0,323 0,026 <0,001 0,330 0,029 <0,001
<6 horas 546 0,013 0,010 0,173 0,010 0,009 0,242 0,003 0,008 0,671
>8 horas 133 0,025 0,018 0,168 0,002 0,015 0,895 -0,007 0,014 0,623

DP: Desvio padrao

Modelo 1: ndo ajustado;

Modelo 2: ajustado para idade, sexo e raga (autorreferida);

Modelo 3: modelo 2 + obesidade, tabagismo, diabetes, hipertensao, e uso de estatinas.
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7.4 Interacdes entre AOS e DS com EIMC
A Figura 10 mostrou um progressivo aumento da EIMC independente da
classificacdo da DS (<6 horas; 6-8 e > 8horas). As intera¢des de IAH x DS com EIMC

néo foram significativas.
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Figura 11 - Boxplots da espessura intima-média da carotida (EIMC) para cada

combinagéo de 1AH e duragéo do sono (DS).
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8.DISCUSSAO

O nosso estudo envolveu uma grande amostra de participantes adultos do ELSA-
Brasil (centro S&o Paulo) para explorar a associacdo da AOS e da DS em um marcador
de eventos cardiovasculares.”® A andlise revelou que todos os graus de AOS (leve,
moderada e importante) foram independentemente associados com o aumento da
EIMC. Por outro lado, a DS objetiva ndo apresentou associagOes significativas com a
EIMC. A DS também néo interagiu com a AOS na associacdo com a EIMC. Além
disso, exploramos potenciais mediadores para a associagcdo da AOS na EIMC. O Log
da PCR e o log- dos triglicerideos (apresentadas desta maneira pela distribuicdo
assimétrica destas varidveis) mediaram essa associacdo com uma estimativa calculada
de 15,6% e 11,3%, respectivamente. Nossos dados também destacam o papel potencial
da inflamacdo subclinica e aumento de triglicerideos nesta associacao, refor¢cando o
conceito de que a AOS esta envolvida em importantes vias relacionadas ao processo de
lesdo vascular e aterosclerose. Em conjunto, esses achados reforcam o papel da AOS
como um potencial fator de risco ndo tradicional para o aumento da EIMC.

Ha cerca de 2 décadas, diversos estudos explorando marcadores de lesdo
vascular e aterosclerose na AOS vem sendo descritos.”®® Apesar da extensa literatura
ja abordando especificamente a associacdo da AOS na EIMC,* a grande maioria dos
estudos envolveram uma pequena amostra de pacientes (geralmente n <100),
apresentando uma ou mais comorbidades que nem sempre foram consideradas nos
ajustes desta associacdo.** Em um dos maiores estudos da é&rea, derivado da Coorte
MESA (The Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis), explorou a aterosclerose carotidea
em 1615 participantes. Este estudo mostrou uma associa¢do independente entre a AOS

moderada e grave com EIMC em jovens, mas ndo em individuos com idade >68 anos.**
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Diferente do MESA, o ELSA-Brasil é uma coorte mais jovem (média de idade: 48
anos) e nosso estudo mostra uma associacao independente da AOS com EIMC em
todos os graus de gravidade da AOS, incluindo a AOS leve. A AOS leve é de longe a
forma mais comum de AOS (em nosso estudo a AOS leve representou 38% de toda a
amostra ou 55% de todos os pacientes com AOS), mas 0 impacto cardiovascular desta
forma leve é desconhecido, o que ressalta a necessidade de pesquisas adicionais.”
Além disto, como a idade limite do ELSA-Brasil para a inclusdo era de 74 anos.
Levando-se em conta os dados reportados pelo estudo MESA,** se a associacdo da
AOS em pessoas com faixa etaria superior ainda permanece significante ainda precisa
ser respondida. Portanto, nossos dados reforcam a necessidade de futuros estudos bem
desenhados abordando o potencial e consequéncias cardiovasculares da AOS leve bem
como o impacto da AOS em marcadores vasculares e progressdo da aterosclerose em
pessoas idosas.

Outra novidade importante foi a analise de potenciais vias envolvidas na
associacdo da AOS com a EIMC. A patogénese das doencas cardiovasculares e as
complicacbes na AOS ndo sdo completamente compreendidas, mas dada a
complexidade deste disturbio respiratério do sono, explicacbes multifatoriais sdo
provaveis.” A AOS tem sido associada com maior desregulacdo metabélica, o que esté
intimamente associado com a inflamag&0.%® O processo inflamatério na patogénese da
aterosclerose também parece ser importante para a AOS. Em nosso estudo, hd um
aumento paralelo da PCR com a gravidade da AOS. A analise de mediacdo revelou que
log da PCR foi positivamente relacionada com a associagdo do IAH e EIMC. Varios
estudos tém mostrado que pacientes com AOS tém marcadores elevados de mediadores
pro-inflamatorios e marcadores inflamatorios com propriedades pro-aterogénicas como

o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas, PCR, leucotrieno B4 e
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moléculas de adesdo.®” Evidéncias sugerem que a AOS tem um papel crucial na
ativacdo do factor nuclear kappa B (NF-kB) com consequente producdo de inflamacgéo
em genes tory em vias de resposta inflamatéria.®® Estudos experimentais tém
consistentemente apontado para a importancia da inflamacédo na disfuncao vascular e
aterogénese induzida pela AOS. "

Em nosso estudo, o Log de triglicerideos também mediou a associacdo entre o
IAH e a EIMC. Apesar do impacto dos triglicerideos ainda ser discutivel, ha crescente
evidéncias apontando o triglicerideo como um potencial aterosclerotico, principalmente
como fator de risco cronico.” Particularmente, a degradacdo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos e absorcdo em células espumosas de macrofagos na parede vascular
parece contribuir para a doenca isquémica coronariana, acidente vascular cerebral e
mortalidade cardiovascular independente de outras lipoproteinas.”"® Estudos
translacionais anteriores sugeriram que a hipdxia intermitente estd associada a
dislipidemia por meio da ativacdo da biossintese lipidica no figado em paralelo a
inibicdo da depuracdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos, o que contribui para o
processo de aterosclerose.”®”® Os resultados consistentes da presente investigacéo
epidemioldgica ressaltam a necessidade de continuar explorando a inflamacéo
subclinica e os triglicerideos na patogénese da AOS relacionada as doencas
cardiovasculares.

Nosso estudo também explorou a associa¢do da DS com a EIMC. Ao contrario
de nossa hip6tese, ndo encontramos associa¢es independentes da DS objetiva com a
EIMC como observado anteriormente em estudos usando dados subjetivos. "% Até o
momento, 0 unico estudo que explorava a DS objetiva (com o uso da actigrafia) e
marcadores de aterosclerose subclinica (como escore de célcio coronariano) foi uma

coorte observacional em uma populacdo de 495 participantes de meia-idade do estudo
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CARDIA (Coronary Artery Risk Development in Young Adults).2* A longa DS foi
significativamente associada a reducdo da incidéncia de calcificacdo ao longo de um
acompanhamento de 5 anos. Nesse importante estudo, ndo foram realizados estudos
formais do sono para detectar a AOS.2! Além das possiveis diferencas nos territorios
vasculares corondrios e carotideos, os achados atuais enfatizam a necessidade de
explorar a AOS em estudos avaliando de forma objetiva a DS. Em nosso estudo,
descobrimos que os participantes que dormiam <6 horas tiveram maior frequéncia de
AOS graves do que as outras categorias da DS. A falta de intera¢des da DS com o IAH
e a EIMC destaca a relevancia da AOS para as doencas cardiovasculares dentre 0s
disturbios de sono mais comuns na Sociedade.

A investigacdo atual tem pontos fortes a serem destacados como o tamanho da
amostra, protocolos padrdo para todas as medi¢des propostas, dados objetivos da DS e
ajustes para varios fatores de confusdo. No entanto, limitacGes significativas a serem
ressaltadas. Uma primeira limitacdo é o desenho transversal do estudo, o que
impossibilita a avaliacdo da causalidade dos achados encontrados. No entanto, nossos
dados preliminares anteriores mostrando efeitos significativos de tratamento eficaz com
AOS sobre a EIMC fornece plausibilidade bioldgica desta associacdo.** Em segundo
lugar, € importante notar que enquanto a mediacdo indireta das vias foram
estatisticamente significativas, os tamanhos de efeito das associacfes pareadas eram
pequenas. Apesar da associacao independente entre AOS e EIMC, as interfaces entre
essas as associages dos disturbios do sono com a idade, PA, adiposidade local e
comorbidades s&o complexos e multifacetadas. Portanto, ndo podemos excluir
potenciais confundidores residuais. E concebivel que os efeitos da AOS sobre a
estrutura de grandes artérias sdo mediados por multiplas alteragdes hemodindmicas e

metabolicas que foram parcialmente abordados em nossa analise de mediacdo. Outras
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vias incluindo o aumento da atividade simpatica, 0 aumento do estresse oxidativo e a
disfuncdo endotelial ndo foram explorados neste estudo. Em terceiro lugar, a nossa
amostra é constituida de uma populacédo relativamente jovem, o que limita avaliar a
associacdo com placas carotideas. A despeito disto, acreditamos que a falta desta
analise ndo diminui a importancia dos nossos achados considerando a relevancia da
EIMC na predicéo de eventos cardiovasculares reforcada por uma meta-analise recente
de 119 ensaios clinicos envolvendo >100.000 pacientes.”® Em quarto lugar, o IAH foi a
varidvel da AOS com maior correlacdo com a EIMC em nosso estudo, mas a
indisponibilidade de um calculo da carga hipoxémica (que requer até um momento um
software especifico)® nos impedem de definir qual o melhor marcador relacionado &
AOS para aterosclerose. Finalmente, usamos um monitor portatil, ao invés da
polissonografia padrdo. Embora se trate de um monitor de sono validado,®
componentes importantes do sono ndo foram medidos. Um estudo recente encontrou
que a fragmentacéo do sono foi associada ao escore de calcio coronariano mediado pela
contagem de neutréfilos e monécitos associada & inflamac&o.®* No entanto, ndo foram
observadas associagOes significativas ao ajustar para o IAH sugerindo que a AOS € a
principal causa de fragmentacéo do sono.

Em conclusdo, todas as formas de AOS foram associadas com o aumento da
EIMC. A associacdo de IAH e EIMC ¢ parcialmente mediada por parametros de
processos metabolicos e inflamatorios. A DS ndo foi associada nem interagiu com a
AOS para aumentar a EIMC, destacando a potencial relevancias deste distdrbio de sono

para as doengas cardiovasculares.



43

9. CONCLUSAO

Em concluséo, todas as formas de AOS foram associadas com 0 aumento da
EIMC. A associacdo do IAH e da EIMC é parcialmente mediada por parametros
metabolicos e inflamatdrios. A DS ndo foi associada nem interagiu com AOS para
aumentar a EIMC, o que ndo atenuou a relevancia dos extremos de DS em varios
dominios, mas aventou a necessidade de estudar as condi¢cbes comdrbidas do sono,

como a AOS.

Os dados desta Tese foram publicados no periddico Arteriosclerosis,

Thrombosis and Vascular Biology.®
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