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RESUMO

TITULO: Associacdo entre Distlrbios Respiratorios do Sono, Estresse Oxidativo e
Doenga Arterial Coronariana.

INTRODUCAO: Evidéncias sugerem associacio entre a doenga arterial coronariana
(DAC) e os disturbios respiratorios do sono (DRS), porém o mecanismo que explica essa
associacdo € incerto. Episodios repetitivos de hipdxia e reoxigenacdo vivenciados pelos
individuos com DRS levam ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO). ERO no
interior dos eritrocitos podem ser detoxificadas pelas enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Ainda no citoplasma as
ERO podem ser detoxificadas pela vitamina C ou &cido uUrico. O estresse oxidativo é
caracterizado por um desequilibrio entre os niveis de ERO e antioxidantes. Este
desequilibrio promove lesdo oxidativa em biomoléculas, mecanismo este associado a
fisiopatologia da DAC.

OBJETIVOS: Verificar a relagdo entre o indice de apnéia hipopnéia (IAH) e a presenca
de DAC. Verificar a associagédo entre IAH, DAC e a atividade das enzimas antioxidantes:
SOD, CAT, GPx e antioxidantes ndo enzimaticos, acido Urico e vitamina C. Avaliar a
relacdo entre IAH, DAC e os produtos de danos oxidativos em lipidios, proteinas. Entre os
marcadores de estresse oxidativo identificar preditores para DAC.

MATERIAIS E METODOS: Estudo transversal. Entre junho de 2007 e maio de 2008 na
Hemodindmica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, triamos consecutivamente 519
individuos encaminhados para angiografia diagnostica ou terapéutica. Incluimos 14
pacientes com DAC (> 50% diminui¢do do limen da coronéria) e 30 controles com < 50%
de obstrucdo. O IAH foi mensurado por meio de polissonografia portétil. Verificamos
presenca de DAC através da angiografia coronariana. A quantificacdo dos grupos carbonil
no hemolisado e no plasma e as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
foram verificadas por método espectrofotométrico. Mensuramos malondialdeido (MDA) e
vitamina C por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

RESULTADOS: Este é o primeiro trabalho que evidencia correlagdo entre IAH e o
aumento de carbonilagdo de proteinas eritrocitarias. Além disso, os resultados obtidos
mostram que os individuos portadores de DAC apresentam niveis maiores de grupos
carbonil no hemolisado quando comparados aos individuos controles. Em um modelo de
regressdo multivariado ajustado para idade, sexo e indice de massa corporal, buscando
verificar preditores para DAC, verificamos que o aumento de uma unidade de carbonil
aumenta 1,7% o risco para desenvolvimento de DAC, ja uma unidade do IAH aumenta em
3,9% o risco de desenvolvimento de DAC. Nao foi encontrada correlacdo entre IAH e 0s
marcadores MDA, carbonil no plasma e os antioxidantes: SOD, CAT, GPx vitamina C e
acido Urico. Néao verificamos correlagdo entre DAC e os marcadores MDA, carbonil no
plasma e entre os antioxidantes SOD, CAT , GPx e &cido Urico. Pacientes com CAD
significativa apresentaram niveis menores de vitamina C. Correlacdo positiva foi
observada entre os niveis de vitamina C e a concentracdo de proteinas carboniladas no
plasma.

CONCLUSAO: Foi evidenciado que a carbonilagio de proteinas eritrocitarias e o IAH
tem importancia na fisiopatologia da DAC. Da mesma forma a vitamina C parece ter
importancia na prevengdo da DAC.

Palavras Chave: Disturbios Respiratorios do Sono, Doenga Arterial Coronariana, Estresse
Oxidativo
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ABSTRACT

TITLE: Association among Sleep Disordered Breathing, Oxidative Stress and Coronary
Artery Disease.

INTRODUCTION: Evidences suggest association between Coronary Artery Disease
(CAD) and Sleeping Disordered Breathing (SDB), however the mechanism is uncertain.
Repetitive episodes of hypoxia and reoxygenation experienced by individuals with SDB
lead to an increase of Reactive Oxygen Species (ROS). ROS inside the erythocytes may be
scavenging by glutathione peroxidase antioxidants enzymes (GPx), catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD). In the cytoplasm ROS may be inhibited by vitamin C, or uric
acid. Oxidative stress is characterized by an unbalance between ROS and antioxidants.
These unbalance promotes oxidative damage in biomolecules, this mechanism is
associated to the CAD physiopathology .

OBJECTIVE: Verify the relation between apnea hypopnea index (AHI) and CAD. Verify
association between AHI, CAD and antioxidants enzymes activity: SOD, CAT, GPx and
non enzymatic antioxidants, uric acid, and vitamin C. Evalute the relation between AHI,
CAD and oxidative damage products in lipids and proteins. Among the oxidative stress
markers identify the predictors for CAD.

MATERIALS AND METHODS: Cross sectional study. Between June and May 2008 in
the hemodinamic ward of Clinicas Hospital of Porto Alegre, we consecutively screened
519 individuals sent for diagnostic or therapeutic angiography. We included 14 cases with
CAD (> 50% narrowing of coronary lumen) and 30 controls with < 50% narrowing. The
AHI was measured by portable polisomnography. We found the presence of CAD through
coronary angiography. Carbonyl groups quantification in the hemolysed and plasma and
antioxidants enzyme activities of SOD, CAT and GPx were verified by spectophotometric
method. Malondyaldeyde (MDA) and vitamin C were measured by HPLC.

RESULTS: This work is the first one that shows correlation between AHI and increased
erythrocytes protein carbonylation. In the same way evidences that individuals with
significant CAD compared to controls present higher levels of carbonyl groups in the
hemolysates. In a multivaried regression model adjusted to age, gender and body mass
index to verify predictors for CAD, we verified that the carbonyl unit increased 1.7% the
risk for development of CAD, while one unit of IAH increased in 3.9% the risk to
develop CAD. We did not find correlation between AHI and the markers MDA, plasma
carbonyl and the antioxidants: SOD, CAT, GPx vitamin C and uric acid. We didn’t verify
correlation between CAD and the markers MDA, plasma carbonyl and the others
antioxidants SOD, CAT , GPx and uric acid. Patients with significant CAD had lower
levels of vitamin C. Positive correlation was observed between vitamin C and erythrocyte
carbonyl concentration.

CONCLUSION: We evidenced that erythrocytes protein carbonylation and AHI are
important in the physiopathology of CAD. In the same way vitamin C appears important
factor in CAD prevention.

Keywords: Sleep Disordered Breathing, Coronary Artery Disease, Oxidative Stress.
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INTRODUCAO

1.1 DISTURBIOS RESPIRATORIOS DO SONO

Durante o sono o sistema de controle ventilatorio torna-se sujeito a instabilidades.
Disturbios respiratorios do sono(DRS) é o termo genérico que engloba apnéias, hipopnéias,
hipoventilagdo, respiracdo periodica (AMERICAN ACADEMY OF SLEEP MEDICINE,
1999). Nos DRS as apnéias e hipopnéias podem ser tanto centrais como obstrutivas
(CAPLES et al., 2007; YOUNG et al., 2002). As apneias-hipopnéias obstrutivas do sono
sdo causadas pela obstrucdo das vias aéreas superiores durante a inspiracéo, cuja agao
neuromuscular é insuficiente para compensar o0s episddios. As apnéias-hipopnéias
obstrutivas do sono sdo denominadas como sindrome das apnéias-hipopnéias obstrutivas
do sono (SAHOS) quando estdo associadas a sintomas como sonoléncia, roncos e
despertares (IBER et al., 2007). No entanto, as apnéias centrais sdo resultantes da
diminuicdo da atividade neuronal, onde os motoneurdnios sdo incapazes de ativar o
diafragma e musculos respiratorios. Nas apnéias centrais ndo ocorre obstrugdo das vias
aéreas, exceto nas apnéias de etiologia mista (YOUNG et al., 2002). As apnéias centrais
estdo predominantemente presentes em individuos com insuficiéncia cardiaca (BRADLEY
& FLORAS, 2003; CAPLES et al., 2005; ECKERT et al.,2007; OLSON & SOMERS,
2007) e acometem de 25 a 40% dos individuos com esta doenca (SHAHAR et al., 2001;
JAVAHERI et al., 1998) ou individuos com distdrbios neurolégicos (ROCHESTER &
MOHSENIN, 2002).

De acordo com a American Academy of Sleep Medicine (1999) a apnéia é
caracterizada como diminuigdo do fluxo respiratdrio a < 10% do basal, ou parada do fluxo

aéreo por mais de 10 segundos. Em 2007 a American Academy of Sleep Medicine (IBER et
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al., 2007) definiu hipopnéia como a reducéo do fluxo em >30% do basal, associada a 4%
de queda na saturacdo de oxigénio. Nesta mesma recomendacdo, as hipopnéias podem ser
alternativamente denominadas como reducdo do fluxo em >50% do basal, associada a 3%
de queda na saturagéo de oxigénio.

Os DRS séo caracterizados pela frequéncia de apnéias e hipopnéias associados a
diminuicdo na concentracdo de oxigénio durante o sono. O indice de apnéias hipopnéias
(IAH), é a soma das apneias e hipopnéias divido pelo tempo de registro polissonogréfico,
independente da causa das mesmas. A gravidade dos distarbios respiratorios do sono é
definida de acordo com o IAH por hora. S&o considerados sem DRS individuos com IAH
< 5. Séo diagnosticados com DRS leve, individuos com IAH >5 até < 15; moderado IAH
>15 até < 30; ¢ DRS grave quando o IAH é > 30 (AMERICAN ACADEMY OF SLEEP

MEDICINE, 1999).

1.2 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes dos DRS e suas repercussdes tém sido motivo de varios estudos.
As apnéias e hipopnéias repetitivas causam sonoléncia, hip6xia intermitente, hipercapnia,
aumento de frequéncia cardiaca, arritmias, despertares breves, sintomas estes resultantes
principalmente do aumento da ativacdo simpéatica (MEHRA et al., 2006, SOMERS et al.,
1995; NARKIEWICZ et al.(1), 1998; NARKIEWICZ et al.(2), 1998). Roncos sé&o
vivenciados por 30-50% dos adultos com mais de 50 anos, sonoléncia diurna €
referenciada por mais de 30% dos adultos. Sonoléncia e roncos sdo comuns nos DRS,
porém ndo podemos afirmar que todos os individuos que apresentam roncos e sonoléncia

tém DRS (NETZER et al.,2003; YOUNG et al., 2002).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

No quadro 1 s&o apresentados os principais estudos de prevaléncia dos DRS em
diversas populagdes. Os estudos apresentados indicam que a prevaléncia dos DRS varia
entre as diferentes populacfes estudadas. A prevaléncia dos DRS também varia conforme

0 género, acometendo de 8,8% a 27% dos homens e de 3,7% a 28% das mulheres. A

prevaléncia de SAHOS ¢€ de 3,4% a 4% nos homens e de 3,2 a 1,2% nas mulheres.

Pacientes
Estudo (idade/anos) IAH>5 IAH > 15 SAHOS Definicdo de hipopnéia
Wisconsin*
(YOUNG et al., redugdo do fluxo, com 4%
1993) Homens: 352 Homens: 24% | Homens: 9% | Homens: 4% queda saturagéo de O,
Mulheres: 250 Mulheres: 9% | Mulheres: 4% | Mulheres: 2%
Idade: 30-60
Pensilvania*
(BIXLER et al., redugdo do fluxo, com 4%
1998, 2001) Homens: 741 Homens: 17% | Homens: 7% | Homens: 3,3% | queda saturagdo de O,
Mulheres: 1000 Mulheres: 5% | Mulheres: 2% | Mulheres: 1.2%
Idade: 20-100
reducdo de 50% no fluxo
Espanha* aéreo, associada a queda de
(DURAN et al, 4% na saturagdo de O,, ou
2001) Homens: 325 Homens: 26% | Homens: 14% | Homens: 3.4% | despertar
Mulheres: 235 Mulheres: 28% | Mulheres: 7% | Mulheres: 3%
Idade: 30-70
queda da saturacdo de
Australia** Homens: oxigénio > 3% associado a
(BEARPARK et 10%(IAH > aumento da frequéncia
al.,1995) Homens: 294 Homens: 25,95 | 10) Homens: 3.1% | cardiaca ou ronco
Idade: 40-65
China*
(IP et al, 2001, Homens: reducéo do fluxo, com 4%
2002) Homens:153 Homens: 8,8% | 5,3% Homens: 4,1% | queda saturagdo de O,
Mulheres: Mulheres:
Mulheres: 106 3,7% 1,2% Mulheres: 2,1%
Idade: 30-60
Korea * Homens: reducéo do fluxo, com 4%
(KIM etal., 2004) | Homens: 309 Homens: 27% | 10,1% Homens: 4,5% | queda saturagdo de O,
Mulheres:
Mulheres: 148 Mulheres: 16% | 4,7% Mulheres: 3,2%
Idade: 40-69
reducdo de 50% no fluxo
india™ aéreo, associada a queda de
(SHARMA et al, Homens: 4% na saturagdo de O,, ou
2006) Homens: 88 19,7% ndo avaliado | Homens: 4,9% | despertar
Mulheres:
Mulheres: 63 7,4% Mulheres: 2,1%
Idade: 30-60

Quadro 1 — Prevaléncia dos DRS. Traduzido de Lee et al., 2008. SAHOS = sindrome das apnéias-hipopnéias
obstrutivas do sono. *Polissonografia assistida.**Polissonografia portatil (ronco e saturacdo de
oxigénio). Polissonografia no domicilio ou polissonografia no laboratorio do sono. “*Polissonografia no
laboratério
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Estudo incluindo individuos com idades entre 40 e 97 anos, considerando o indice
de apnéia central como > 1, verificou-se que 9% destes individuos apresentavam apneéias
centrais (YOUNG et al., 2002). Atualmente 80% dos casos de DRS moderado e severo ndo

séo diagnosticados (KAPUR et al., 2002; YOUNG et al., 1997; YOUNG et al., 2004).

1.4 DIAGNOSTICO

O diagndstico dos DRS é feito por meio da polissonografia. A polissonografia pode
ser realizada tanto no domicilio como no laboratério do sono, onde os individuos
submetidos & polissonografia sdo monitorados durante uma noite inteira de sono
(KUSHIDA et al., 2005).

Os comités American Academy of Sleep Medicine, American Thoracic Society e
American College of Chest Physicians (CHESSON et al., 2003) classificam 0s monitores
em 4 categorias. Categoria tipo |, realizada no laboratério do sono, padrdo ouro para
diagnéstico de DRS ¢é realizada através da monitoracdo da eletroencefalografia,
eletromiografia (eletrodos nas pernas e queixo), eletrooculografia, eletrocardiograma,
saturacdo de oxigénio, monitorizagdo de esforgo respiratdrio e fluxo aéreo (o grafico

representativo de um resultado de uma polissonografia estd apresentado na figura 1).



15

LEGS

CHIN
C3/A2

Ca/A1

o1/A2 ~ ‘

|
A - Mt
: Bl g T 1 aft
REOG i I
| i i
LEOG .
| | |
: : :
EKG i
L-e100 | : o
[~+o50—=
SAO2 [—+90. == ul w w

~ P

puLse [ %

e

Feao. wl af

J
|
12:01:21 AM 12:01:51 AM ‘12 02:21 AM 12:02:51 AM 12:03:21

Figura 1- Grafico representativo de uma polissonografia padréo para diagnéstico de DRS. LITTNER, 2007.

As outras trés categorias (1, Il e 1V) de polissonografias contemplam os monitores
portateis que servem para monitorar a noite de sono do paciente geralmente no seu
domicilio. Tipo Il inclui no minimo sete canais, incluindo -eletroencefalograma,
eletrooculograma, eletromiografia do queixo, freqliéncia cardiaca, fluxo aéreo, esforgo
respiratdrio e saturacdo de oxigénio. Tipo Ill, monitores que incluem no minimo quatro
canais que monitorizam o fluxo aéreo (dois canais para monitorizacdo ventilatoria),
freqliéncia cardiaca e saturacdo de oxigénio (utilizado neste estudo). A figura 2 mostra o
resultado de uma polissonografia tipo Ill. A polissonografia tipo IV monitoriza somente

um ou dois dos parametros anteriormente citados.
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Figura 2 - Apresentacdo grafica da Polissonografia portatil utilizada neste estudo. Cinco canais verificando:

fluxo aéreo, ronco, saturagdo de oxigénio, freqiiéncia cardiaca, posicao do paciente.

1.5 TRATAMENTO DOS DRS

Quando diagnosticado o DRS, o paciente deve ser encaminhado a um servigo
especializado para escolha do tratamento. Em geral a terapia de primeira escolha, e mais
eficaz no tratamento dos DRS, é realizada por meio de um aparelho que mantém pressao
positiva continua nas vias aéreas superiores (CPAP terapia) durante o periodo de sono. O
paciente recebe a pressao positiva por meio de méscara nasal, porém pode fazé-lo por meio
de méscara oro-nasal. Quando indicado a CPAP terapia, o individuo deve fazer a chamada
“titulacdo”, que ira indicar qual a menor pressdo necesséria para manter as vias aereas do
individuo abertas durante o sono, deste modo inibindo os episdédios de apnéias e

hipopnéias. (KUSHIDA et al., 2006-1).
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O tratamento dos DRS ¢ individualizado e deve ser indicado considerando a causa
do DRS. Individuos com DRS com indice de massa corporal (IMC)<30 e apnéia leve ou
moderada, podem beneficiar-se do tratamento com o aparelho intra oral para expansdo
mandibular (KUSHIDA et al., 2006-2). Conforme a American Sleep Disorders Association
(1996), ainda dependendo da causa do DRS, alguns pacientes podem beneficiar-se de
cirurgia nas vias aéreas superiores como uvulopalatofaringoplastia. glosectomia,
osteostomia mandibular sagital inferior e traqueostomia.

A obesidade ¢ um dos principais fatores de risco modificaveis para DRS. E
recomendada a reducdo de peso nos individuos com DRS (MORGENTHALER et al.,

2006).

1.6 DRS E COMORBIDADES

Nos dltimos anos tem se relacionado os DRS com diversas patologias como
mostrado no gréfico 1. Outros estudos vém relacionando DRS com risco aumentado de
acidentes de transito, devido ao aumento de sonoléncia e maior risco de adormecer ao

volante (MCNICHOLAS & KRIEGER, 2002).
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Gréafico 1 — Prevaléncia de DRS considerando diferentes moléstias. DRS definido como AHI> 10 ou 15.
Cada barra da figura representa um estudo distinto. Em verde (YOUNG et al., 1993; DURAN et al.,2001;
BIXTER et al., 2001; BIXLER et al., 1998), vermelho (FOStER et al., 2005; WESTE et al.,2006); roxo
(FOGEL et al., 2001; TASALI et al., 2006), amarelo (MOOE et al.(1), 1996; MOOE et al.(2), 1996; PEKER
et al., 1999), azul (PARRA et al., 2000; BASSETI et al., 2006; HUI et al., 2002) , cinza (JAVAHERI, 2006;
OLDENBUG et al., 2007; SIN et al.,1999). Figura traduzida de LEE et al., 2008.

Os DRS estdo associados tanto ao aumento de comorbidades como aumento de
mortalidade. Marshall et al. (2008), em um estudo com 397 individuos australianos com
seguimento de 14 anos, verificou que individuos com apnéia do sono moderada e grave
apresentam risco 6 vezes maior para morrer, independente da causa de morte.

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo as maiores causas de morbidade e
mortalidade no Brasil e no mundo. As DCV séo o principal problema de satde publica nos
paises ocidentais, somando elevados custos para o sistema de salude. Estima-se que
80.000.000 americanos adultos (um em trés) tem um ou mais tipos de doencas
cardiovasculares; destes 38.100.000 tem idade igual ou maior que 60 anos. Em adultos
maiores de 20 anos, a prevaléncia de DAC em 2006 era de 16.800.000 (AMERICAN

HEART ASSOCIATION STATISTICS COMMITTE, 2009).
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O estudo Sleep Heart Health Study Cohrt (SHAHAR et al., 2001) verificou que
DRS sdo fatores de risco independentes para DAC, insuficiéncia cardiaca congestiva e
doencas cerebrovasculares. Complementando o gréfico 1, outras DCV também sdo
relacionadas aos DRS como hipertensdo (THOMAS et al., 2009; RUTTANAUMPAWAN
et al., 2009; FRIEDMAN & LOGAN, 2009) e arritmias (MEHRA et al., 2006). Visto o
impacto das DCV, um crescente nimero de estudos buscando elucidar a relacdo

fisiopatoldgica entre DRS e DCV tem sido descrito.

1.7 HIPOXIA E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A oxidacéo é fundamental para a vida e processo normal do metabolismo aerdbico.
Episodios de hipoxia-reoxigenagdo sofridos por individuos com DRS estdo associados a
processos de oxidacdo-redugdo de compostos que ocasionam aumento de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), especialmente anions superdxido (SUZUKI et al., 2007).
ERO podem ser radicalares ou ndo radicalares e sédo formadas continuamente em
quantidades pequenas durante os processos metab6licos. Radicais livres de oxigénio sdo
resultantes da redugdo de um ou dois elétrons do oxigénio. A adi¢cdo de um elétron ao
oxigénio gera o superoxido, uma ERO radicalar. A adicdo de dois elétrons ao ion
superdxido leva a formacdo do peréxido de hidrogénio, uma ERO ndo radicalar
(HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 2007). As ERO sdo responsaveis por atividades vitais
como producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sinalizagdo
intercelular (GENESTRA, 2007; HENSLEY et al., 2000).

Embora diversos estudos demonstrem aumento de ERO durante a hipdxia (PARK
& SUZUKI, 2007; PRABHAKAR et al., 2009), a fonte precisa de ERO ainda permanece

incerta. Em geral, ERO séo geradas pelo sistema NADPH oxidase ou pela cadeia
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transportadora de elétrons (PEARLSTEIN et al., 2002). Na mitocondria, em condicdes de
normoxia, os elétrons fluem através da cadeia transportadora de elétrons do complexo |
para complexo Il, via complexo Il1, para a citocromo oxidase, transferindo 4 elétrons para
0 oxigénio. Entretanto, durante a hipdxia, a ubisemiquinona que intermédia o complexo IlI,
potencialmente gera superéxido por transferéncia univalente de elétron para o oxigénio
molecular (Figura 4). O superoxido gerado pode migrar para o citosol através de canais

anionicos.
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Figura 4 — Representacdo esquematica da formacao das EROS durante hipdxia. Traduzida de WARNHOLTZ
et al., 2002.

Embora as ERO sejam vitais para a sobrevivéncia, o desequilibrio entre ERO e
antioxidantes caracteriza o estresse oxidativo. Na presenca de excesso de espécies reativas
de oxigénio ou ineficientes defesas antioxidantes ocorre o dano em biomoléculas como
proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos (HENSLEY et al., 2000; VALKO et
al.,2007).

Os seres humanos possuem um sistema de defesa antioxidante complexo com

componentes que podem ser produzidos pelo préprio corpo, ou absorvidos da dieta. As
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defesas antioxidantes podem ser enziméticas ou ndo-enzimaticas. As defesas enziméticas
constituidas por enzimas tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) fazem parte do sistema endégeno (HALLIWELL &
GUTTERRIDGE, 2007; CIMEN, 2008).

O radical superdxido sofre agdo enzimética da superdxido dismutase dismutando-o
em peroxido de hidrogénio, que possui reatividade limitada. A redugdo do peroxido de
hidrogénio a &gua é realizada por um ciclo continuo mediado pela CAT e GPx. A GPx
reduz tanto peroxido de hidrogénio como outros peroxidos & gua ou alcool. A glutationa,
um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), esta presente no organismo na formas
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e é um substrato da GPx. Outra enzima que age
conjuntamente com a GPx € a enzima glutationa redutase (GR), dependente de NADPH,
que reconverte continuamente a GSSG para o estado reduzido. A manutencdo dos niveis
elevados da GPx é essencial para proteger e manter no estado reduzido os grupos
constituidos por compostos organosulforados (grupo thiol) das enzimas celulares, bem
como das proteinas intermembrana e do citoesqueleto. Além disso, a atividade de GPx é
dependente da glutationa reduzida. A catalase, por sua vez, tem atuagdo importante, pois
decompde peroxido de hidrogénio em &agua, no entanto encontra-se apenas nos
peroxissomos da maioria das células e no citosol das hemacias (HALLIWELL &
GUTTERRIDGE, 2007; CIMEN, 2008) .

As defesas ndo-enzimaticas sdo absorvidas da dieta. Extracelularmente, o acido
ascorbico ou vitamina C, destaca-se entre 0s mais eficientes mecanismos biolégicos com
capacidade redutora. A vitamina C é um potente antioxidante hidrossolivel, tendo sido
evidenciada sua agéo antioxidante no plasma (PADAYATTY et al., 2003). A vitamina C

reage com radicais livres como radical hidroxil, radical peroxil, anion superéxido, e
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diéxido de nitrogénio, bem como com espécies ndo radicalares tais como &cido
hipocloroso, 0z6nio, oxigénio singlet e peroxinitrito, formando o radical ascorbil, radical
este pouco reativo (CARR & FREI, 1999). Em pH fisiol6gico encontra-se na forma de
ascorbato, que é a forma em que a vitamina C atua como antioxidante doando hidrogénio
para um radical. O ascorbato pode contribuir ainda como antioxidante regenerando a
glutationa, b-caroteno e o a-tocopherol, inibindo a progressdo da peroxidacdo lipidica
(PADAYATTY et al., 2003). O principal mecanismo pelo qual o ascorbato previne a
oxidacao de proteinas é via reducdo dos radicais livres e inibicdo da propagacéo do dano
oxidativo (PADAYATTY et al., 2003).

Outro importante antioxidante extracelular é cido Urico, que em pH fisiol6gico
encontra-se na forma de urato. Este é produzido a partir das purinas com acdo da enzima
xantina oxidase e xantina desidrogenase. Sua acdo antioxidante € devida & sua reagdo com
0s agentes oxidantes em velocidade superior as outras purinas. O urato reage com o radical
hidroxil, porém ndo reage com o superdxido e peroxidos. Durante sua agdo antioxidante
forma-se o radical urato que posteriormente pode ser regenerado pelo ascorbato
(KUTZING & FIRESTEIN, 2008).

A quantidade de ERO no sangue esta associada & quantidade de metais de transi¢do
como cobre, mas principalmente o ferro devido a sua biodisponibilidade no organismo. O
ferro esta envolvido no processo de producdo de espécies reativas de oxigénio através da
reacdo de Fenton. A reacdo de Fenton ocorre quando o fon ferro Il (Fe®*) reage com
peroxido de hidrogénio formando ferro Il e radical hidroxil, um dos mais reativos radicais

livres no sistema biolégico (HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 2007).

1.8 DRS E ESTRESSE OXIDATIVO
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Diversos estudos verificaram relacdo entre DRS e estresse oxidativo. Estudos que
relacionam estresse oxidativo e apneias do sono o fazem por meio de marcadores como a
atividade das enzimas antioxidantes e verificagdo de dano oxidativo em biomoléculas
(Barcelé & Barbé, 2005; Lavie, 2003). A analise dos marcadores de estresse oxidativo
deve ser feita de forma harmoniosa, considerando tanto os resultados da atividade de
antioxidantes como a andlise de dano oxidativo nas biomoléculas.

Considerando a capacidade antioxidante COFTA et al.(2008), em estudo ndo
controlado conduzido com 41 pacientes com SAHOS e 20 controles sem a sindrome,
verificaram menor atividade da SOD e capacidade antioxidante total nos individuos com
SAHOS. Da mesma forma CRISTOU et al. (2003) verificaram correlacdo positiva entre
capacidade antioxidante total e IAH em 14 individuos com SAHOS grave (IAH >20),
porém ndo verificaram diferenca quando comparados os individuos com e sem SAHOS
(considerando IAH >10).

Os DRS estdo relacionados a dano oxidativo em biomoléculas como mostra o
estudo de BARCELO et al. (2000) que em um grupo de 14 pacientes com SAHOS,
comparado a 13 pacientes sem a sindrome, evidenciou niveis elevados de substancias
reativas do acido tiobarbittrico (TBARS), marcador de dano oxidativo em lipideos, nos
pacientes com SAHOS. Da mesma forma COFTA et al.(2008) verificaram rela¢&o positiva
entre 0s niveis de TBARS e a gravidade da SAHOS. TAN et al (2006), em estudo
realizado em 119 individuos com OSA comparado a 243 pacientes controles sem a
sindrome, verificaram aumento dos niveis de produtos finais da glicacdo avancada (AGE)
nos individuos com OSA. Os niveis de AGE correlacionaram-se positivamente com o
tempo de dessaturacdo e com os niveis de 8-isoprostano (marcador de dano oxidativo em

lipideos).
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Um estudo japonés, embora sem grupo controle, verificou aumento dos niveis
urindrios de 8-hydroxy-2’deoxyguanosina (8-OHdG) nos pacientes com SAHOS,
associado ao aumento da gravidade da sindrome. O nivel de 8-OHdG ¢ utilizado como
marcador de dano oxidativo do DNA (YAMAUCHI et al., 2005).

Poucos estudos falharam em mostrar associacdo entre DRS e marcadores de
estresse oxidativo, porém estes incluiam nimero reduzido de pacientes. Como no estudo de
WALLI et al. (1998), que comparou 15 mulheres com AHOS (apnéias-hipopnéias obstrutiva
do sono) com 6 controles (mulheres) sem AHOS, e ndo verificaram diferencas na
susceptibilidade de oxidacdo do LDL, e niveis das enzimas antioxidantes CAT e GPx
comparando ambos os grupos. Da mesma forma OZTURK et al. (2003) comparou 6
individuos com SAHOS e 10 controles sem a sindrome, e ndo verificou diferenca entre
peroxidacdo lipidica, niveis de glutationa e fragilidade dos eritrdcitos entre individuos de
ambos o0s grupos.

Considerando as terapéuticas utilizadas para o tratamento dos DRS verificou-se que
0s métodos terapéuticos utilizados para tratamento dos DRS diminuem o estresse
oxidativo. LAVIE et al. (2004) verificaram que os niveis de TBARS e peroxidos
diminuiram em 5 pacientes que utilizaram CPAP terapia por 9 meses, comparados a 4
controles com SAHOS ndo tratada. Em outro estudo MURRI et al. (2009), incluiram 78
pacientes com SAHOS e verificaram que a terapia com CPAP por 1 més reduziu a
peroxidacdo lipidica e a pressdo diastdlica e aumentou atividade antioxidante total e a
atividade das enzimas CAT e GR. Da mesma forma ITZHAKI et al. (2007) verificou que
individuos com AHOS tratados por 3 meses com o aparelho intra-oral para avango

mandibular apresentaram diminuigdo no IAH, e diminuicdo dos niveis de TBARS.
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1.9 DRS, DOENCA CARDIOVASCULAR E ESTRESSE OXIDATIVO

Como evidenciado em estudos anteriores (SUZUKI et al., 2006; LAVIE & LAVIE,
2009; BRADLEY & FLORAS, 2009) os DRS aumentam o estresse oxidativo. Evidéncias
indicam que a formacdo excessiva de ERO estd associada a fisiopatologia das DCV
(TURKOGLU et al., 2005; VICTOR et al., 2009). A hipdtese de que qualquer distdrbio do
sono possa aumentar o risco cardiovascular ndo encontra respaldo em um estudo que
analisou a mortalidade associada & insonia (PHILLIPS & MANNINO, 2005). Acredita-se
que a hipdxia intermitente induzida pelas apnéias seja o principal fator aterogénico
(SUZUKI et al., 2006).

Sob condigdes fisioldgicas, o endotélio mantém-se em equilibrio e, nessa condicéo,
o tonus vascular, o crescimento celular, a coagulacéo, a migracdo de moléculas de adesdo,
citocinas e moléculas de sinalizacdo celular sdo mantidos em equilibrio. As células
endoteliais sdo dependentes do metabolismo aerdbico. Em condi¢des de hipoxia as células
endoteliais passam a sofrer desequilibrio, tanto pela diminuigdo da oferta de oxigénio,
como pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (MADAMANCHI et al., 2005; BUI et
al., 2009).

O processo inicial da aterosclerose se d& pela mudanca no endotélio, onde células
ativadas recrutam monacitos e linfocitos T para a parede do vaso. A alteracdo endotelial
guia o processo, levando a expressdo aumentada de células endoteliais, de moléculas de
adesdo vascular, de células mediadoras inflamatdrias e de permeabilidade das lipoproteinas
e processo de oxidagdo de biomoléculas (TURKOGLU et al., 2005; UCHIDA, 2000). O
elevado numero de lipoproteinas aterogénicas e linfocitos T na intima estimulam
monacitos a se tornarem macréfagos (MADAMANCHI et al., 2005; BUI et al., 2009). O

transporte da lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-Ox), do interior do endotélio
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para o lumen da artéria tem importancia na formacéo da placa de ateroma. Niveis de LDL-
Ox relacionam-se positivamente com a severidade da sindrome coronariana aguda
(EHARA et al., 2001) e com DAC subclinica (LIU et al., 2004). Os macrofagos fagocitam
as lipoproteinas oxidadas, formando as células espumosas. Processos inflamatorios,
aumento nos niveis de moléculas de adesdo, do fator de crescimento vascular endotelial
(angiogénese) e fatores de coagulagdo s&o alguns dos principais fatores aterogénicos
(KHURANA et al., 2005). Células da musculatura lisa migram e proliferam. Ha
amplificacdo do recrutamento de leucdcitos e agregacéo plaquetaria aderindo ao endotélio
com injaria. Com a progressdo dessas alteragdes, as placas acumulam depdsitos de lipidios,
levando a maior ativagdo da cascata da inflamacdo. Ocorre o revestimento fibrético desta
regido e possivel calcificacdo (WASSERMAN & SHIPLEY, 2006; LIBBY & THEROUX,
2005). O processo de remodelamento dos vasos na aterosclerose € dinamico e pode
demorar décadas. O resultado final serd de manifestacbes clinicas e eventos
cardiovasculares agudos (PETER et al., 1995; CHAN et al., 1991).

Diversos trabalhos sugerem que eventos cardiovasculares isquémicos, relacionados
a aterosclerose, sdo precipitados por aumento de ERO e por estado de hipercoagulabilidade
(LAVIE, 2003; VON KANEL et al., 2006). Aumento da coagulabilidade é considerado
fator de risco para os acidentes vasculares, associado ao aumento de ERO. Quando se
comparam pacientes com SAHOS a controles, observa-se maior nivel de fibrinogénio
plasmético, atividade plaquetdria aumentada e capacidade fibrinolitica reduzida nos
individuos com SAHOS (VON KANEL et al., 2003). A proteina amildide A foi
recentemente associada ao desenvolvimento de aterosclerose, acidente vascular cerebral,

diabetes e deméncia. Niveis sanguineos elevados desta proteina sdo encontrados duas
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vezes mais em pacientes com SAHOS moderada a grave quando se compara com 0 grupo
controle (SVATIKOVA et al., 2003).

DRUGOWSKAYA et al.(2002) avaliaram neutréfilos de pacientes com SAHOS,
verificando aumento da atividade de CD15 e CD11 em mondcitos destes pacientes, e este
processo esteve associado ao aumento de ERO. CARPAGNANO et al. (2003) comparando
18 pacientes com AHOS com 15 controles, verificou que os individuos com AHOS tem
niveis maiores de IL-6 e de 8-isoprostano no condensado expiratdrio.

Um estudo recente mostrou que apds uma noite com CPAP ha diminui¢do da
ligandina CD40, mediador pré-inflamatério, sendo maior a reducdo com trés meses de
CPAP. Com o uso de CPAP nasal, observou-se, também, decréscimo dos linfécitos T
CD8, relacionados & formacdo de placas ateromatosas (DYUGOVSKAYA et al., 2005).
Estes achados indicam os beneficios do tratamento da SAHOS, principalmente na
diminuicéo do risco da DAC (KOBAYASHI et al., 2006).

No artigo de TAN et al. (2006) foi demonstrado aumento da disfun¢do do HDL
(lipoproteina de alta densidade), em individuos com SAHOS com consequente maior
oxidacdo do LDL (lipoproteina de baixa densidade) nestes individuos. Esses autores
evidenciaram ainda que o 1AH prediz 30% da variancia da disfungédo do HDL, ou seja os
episddios de hipdxia e reoxigenagdo estdo relacionados a disfungdo do HDL, contribuindo
para formagdo da placa de ateroma. A enzima paraoxonase-1(PON1) protege o HDL e
LDL da oxidacdo, e tem sido relatada como importante antioxidante na prevencdo das
doencas aterosclerdticas (AVIRAM et al., 2004; GRUPTA et al., 2009). LAVIE et al.
(2004) evidenciaram aumento dos niveis plasmaticos de TBARS e peroxidos em 114
individuos com SAHOS (com e sem DCV) quando comparados com 30 controles sem a

sindrome, e verificaram que a atividade da enzima antioxidante PON1 esta diminuida em
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individuos com a SAHOS e DCV. Em um modelo multivariado para predizer TBARS,
verificou-se que idade, sexo, IMC, predisseram 5,45% da variancia do TBARS, e o indice
de saturacédo explicou 19,6% da variancia do TBARS. Neste mesmo estudo foi verificado
que a atividade da enzima PONL1 ¢ explicada pelo indice de dessaturagdo, independente da
idade, sexo e IMC.

LAVIE et al (2004) compararam individuos com apnéia do sono portadores ou néo
de doenca cardiovascular com grupo controle sem apnéias e verificaram elevagdo de
TBARS e perdxidos nos pacientes com SAHOS. Porém ndo foi evidenciada diferenga nos
niveis de TBARS e peroxidos entre pacientes com e sem doenga cardiovascular.

A resisténcia a insulina é um fator de risco para aterosclerose (SEMENKOVICH ,
2006). A associacdo entre SAHOS e resisténcia a insulina tem sido demonstrada em obesos
e ndo obesos (IP et al., 2002). A sindrome plurimetabélica, que inclui hipertenséo,
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e dislipidemia, é mais prevalente em pacientes
com SAHOS (COUGHLIN et al., 2004).

Em um trabalho prospectivo conduzido por MILLERON et al. (2004), foram
incluidos 54 pacientes com doenga coronariana e SAHOS. Destes, 25 pacientes foram
tratados, 21 pacientes com CPAP e 4 pacientes com cirurgia em vias aéreas superiores.
Foram incluidos ainda 29 pacientes sem tratamento especifico para SAHOS. O desfecho,
que compreendia doenca cardiovascular, sindrome coronariana aguda, hospitalizagdo por
insuficiéncia cardiaca ou necessidade de revascularizacdo miocardica, ocorreu em 6 de 25
pacientes com tratamento (24%) e 17 dos 29 pacientes sem tratamento (58%).

Pacientes com SAHOS estéo mais predispostos a formacdo de placas e estenose de
vasos extra cranianos, quando comparados aos individuos sem a sindrome (SCHULZ et al.,

2005). O espessamento da intima da artéria carotidea apresenta correlagdo com a gravidade
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da SAHOS (SUZUKI et al., 2004). Da mesma forma quando se analisa a velocidade da
onda de pulso na artéria braquial, esta também se correlaciona com maior chance de
aterosclerose em pacientes com SAHOS (NAGAHAMA et al., 2004). Baseado nestes
estudos verificou-se que os DRS tém importante papel no desenvolvimento e progresséo da
aterosclerose, independente de outros fatores de risco conhecidos (DRAGER et al., 2005).
Os estudos apresentados indicam existir associagéo entre estresse oxidativo, DAC e
DRS. O estresse oxidativo parece ter papel de importancia na fisiopatogenia da DAC em
individuos com DRS, embora este mecanismo ndo esteja totalmente elucidado. Para
esclarecer aspectos destas associacdes, investigamos 0s possiveis marcadores de estresse
oxidativo que possam estar relacionados ao desenvolvimento de DAC em individuos com

DRS.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores de extresse oxidativo relacionados com DRS e DAC.

2.2 ESPECIFICOS:

Verificar a relagéo entre IAH e a presenca de DAC;

Verificar a associacdo entre IAH, DAC e a atividade das enzimas antioxidantes: SOD,
CAT e GPX, e antioxidantes ndo enzimaticos tais como, vitamina C e acido Urico;

Avaliar a relacdo entre IAH, DAC e produtos de danos oxidativos em lipidios e
proteinas;

Identificar entre 0os marcadores de estresse oxidativo, possiveis preditores para DAC.
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CARBONYL GROUPS: BRIDGING THE GAP BETWEEN SLEEP DISORDERED
BREATHING AND CORONARY ARTERY DISEASE

ABSTRACT

Sleep disordered breathing (SDB) is related to coronary artery disease (CAD), but the
mechanisms are uncertain. SDB is characterized by periods of intermittent hypoxia and
free radical formation. Excess of free radicals leads to protein carbonylation, which by its
turn, is linked to the etiology of CAD. We tested the hypothesis that carbonylation, a
marker of protein oxidation, can be the link between SDB and CAD. We included 14 cases
with CAD (> 50% narrowing of coronary lumen) and 30 controls with < 50% narrowing.
CAD cases have higher erythrocyte carbonyl levels than controls, respectively,
110+32pmol/gHb and 85+29pmol/gHb (p=0.012). Positive correlation was observed
between apnea-hypopnea index (AHI) and erythrocyte carbonyl concentration
(rho=0.310;p=0.027). To predict CAD, including as regressors: 1)AHI, 2) erythrocyte
carbonyl, 3) gender, 4) age, and 5) body mass index, the significant variables in the
Poisson multiple regression model were AHI and erythrocytes carbonyl. Increase of one
pmol/gHb in erythrocyte carbonyl levels, increases 1.8% the risk of CAD, and one unit of
AHI increase 3.8% the risk of CAD. Plasma carbonyl did not differ between CAD and
controls, but showed a negative correlation with vitamin C. The present findings represent

the first evidence in humans that SDB may cause CAD through protein carbonylation.
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INTRODUCTION

Studies suggest a link between sleep-disordered breathing (SDB) and coronary
artery disease (CAD) but the mechanisms are uncertain (3,11,17,26,36). SDB included
obstructive sleep apnea (OSA) and central sleep apnea. Repeated episodes of hypoxia and
reoxygenation experienced by individuals with sleep apnea lead to increased formation of
reactive oxygen species (10,25,40) with consequent oxidative damage of biomolecules
(7,15, 23,41). Oxidative damage is prevented by enzymatic antioxidants, such as
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) or non-
enzymatic endogen and dietary antioxidants, such as vitamin C (14).The imbalance
between oxidants and antioxidants triggers oxidative stress and, consequently, protein,
nucleic acids and lipid damage. Oxidative damage to proteins, DNA and to lipids can cause
alterations in cell membrane, enzymatic systems, and cell signaling, processes involved in
pathophysiology of CAD (8,15,34,39,40).

Carbonylation, both plasmatic and cellular, indicates oxidative damage in proteins
(9). Carbonyl groups (C=0) are formed through the oxidation of the lateral chains of
amino acids proline, lysine, arginine and treonine( 9), or they can be introduced in proteins
through the aldehyde groups reaction produced during lipid peroxidation or through end-
products from glucose oxidation reactions (6, 18,38). In the literature do not exist studies
quantifying carbonyl in hemolysate from patients with CAD or SDB. Increased
carbonylation of plasma proteins were observed in patients with CAD (28,35, 37). In
humans only one study was reported showing evidence of augmented carbonylation of

intercostal muscle proteins in OSA patients (1).
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The purpose of this study is to test the hypothesis that carbonyl formation in
erythrocytes and plasma, secondary to increases with the apnea-hypopnea index (AHI), can

leads to CAD development.
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MATERIALS AND METHODS
Patients

A cross-sectional study was conducted between March 2007 and February 2008,
screening consecutively patients between 35 and 65 years of age that were referred by their
physicians for diagnostic or therapeutic coronary angiography. The exclusion criteria were:
smoking in the previous six months; clinical diagnosis, dietary, or pharmacological
treatment for diabetes mellitus; anginous pain in the previous week; use of anxiolytic
medication; treatment for chronic pulmonary disease; use of vitamin supplement; body
mass index (BMI) > 40 kg/m?; any physical, psychological, or social issue encumbering
the attainment of the home polysomnographic test, and previous coronary intervention
(myocardial revascularization or angioplasty). A full medical history was taken from all
study participants. The project was approved by the institutional ethics committee and all

participants signed an informed consent form.

Laboratory measurements
Blood Collection

In the morning, 3 to 6 hours after wake up time, 20-mL arterial blood samples were
collected from each patient, fasted for at least 8 hours, at the site of femoral artery puncture
for catheterization. Blood was collected in three vials, containing: coagulation activator,
EDTA, and citrate. Immediately after the collection, the samples were refrigerated to 0°C,
centrifuged for 10 minutes in a 0°C-cooled centrifuge, aliquoted and stored at -80°C.
Hemolysates were prepared by lysing red blood cell (RBC) with ethanol 2% (ratio 1:10)

followed by centrifugation to obtain crude extracts. Glucose, high-sensitivity C-reactive
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protein, total proteins, lactate dehydrogenase were quantified in the routine clinical
analysis laboratory, and the additional tests at the research laboratory.
Protein carbonyl content

Plasma and hemolysates were used to determine protein carbonyl groups. Carbonyl
content was measured using the method described by Levine et al (24). Plasma protein
(0.025 mL) or RBC hemolysates (0.025 mL) were added with 0.2 mL of 10%
trichloroacetic acid. The samples were centrifuged (4,300g, 10 min) and 1 mL of either 2M
chloridric acid or 10mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) in 2M HCI were added to the
precipitates and incubated at 37°C for 90 min. After the samples were centrifuged (4,300g,
10 min) the DNPH excess was removed with ethanol-ethyl acetate 1:1. The samples were
centrifuged (4,300g, 10 min) and the protein was then dissolved with the addition of 6M
guanidine hydrochloride. The quantification was performed using a spectrophotometer at
370 nm absorbance. The carbonyl content was calculated using a molar absorption
coefficient of hydrazone (21.000 M~ cm™). Plasma carbonyl was normalized by total
proteins and erythrocyte carbonyl was normalized by hemoglobin content.
Superoxide dismutase

The SOD activity was measured in erythrocyte hemolysates using RanSOD®
(Randox) Kit. The assay principle is based on the reaction of xanthine-xanthine oxidase, to
form superoxide radical, which reacts with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (I.N.T) to form a red formazan dye. We measured the
inhibition degree of this reaction using a spectrophotometer. The results are given in SOD
units/g hemoglobin.

Glutathione Peroxidase
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To verify the enzymatic kinetic of GPx, one solution was prepared with buffer
phosphate 100mM, pH 7.4, 1 mM EDTA , 0.15mM NADPH , 1mM glutathione and 1U
glutathione reductase enzyme. The reaction was started with the addition 10uL of -BOOH
70%, and the GPx activity was measured by observation of the NADPH decrease with a
spectrophotometer at 340 nm (33). The results are given in units/g hemoglobin.
Catalase

The following was introduced into a quartz cuvette: 2.8mL phosphate buffer
100mM, pH 7.4, 100uL of 300mM H0,, the reaction was started with the addition of
hemolysates. The CAT activity was determined with a spectrophotometer, where we
monitored the disappearance of H,O, at 240 nm (21). The results are given in units/g
hemoglobin.

Vitamin C

Vitamin C was measured through high-performance liquid chromatography
(HPLC) (20).Nine hundred pL of 0.1M perchloric acid were added to a 100uL aliquot
portion of human plasma. The samples were centrifuged at 4,300g for 10 min and used for
HPLC analysis, LC-18 DB column. The mobile phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM
monobasic potassium phosphate (pH 3.6)-methanol, the flow rate was 1mL/min and the
chromatograms were monitored at 250 nm.

Sleep Study

The volunteers underwent portable polysomnography at home using a level 111
monitor (SomnoCheck, Weinmann, Germany), a procedure, validated by our group that
showed the same variability as two sequential full polysomnographies (29). Air flow and
snoring were measured through a nasal cannula connected to a pressure transducer. In

addition, inspiratory effort, pulse oximetry, heart rate, and sleep position were measured.



40

The records were made at the patient’s home, usually between 11 PM and 7 AM. The
polysomnography respiratory analyses were made by a board-certified sleep specialist in a
different location, blind to the other results.

Apneas were defined as the airflow reduction to 10% or less of the baseline value
for 10 seconds or more; hypopneas as airflow reduction of 50% or more, associated with
reduction of oxygen saturation of 3% or more. The AHI was calculated by dividing the
total apneas and hypopneas by the hours of recording without artifacts, and expressed as
apnea/hypopnea episodes per hour.

Coronary Angiography Study

All patients were assessed by quantitative angiography, using the same equipment
and projection, with the table and image intensifier kept at constant height. Image
quantification was carried out in all cases by the same investigator, who was blinded to
carbonyl levels. A magnification of seven inches was used for all images. Significant CAD
was defined as =50% luminal narrowing of at least 1 coronary segment. Controls were
patients with no lesion or with lesions <50% luminal narrowing.

Statistical analysis

Categorical variables are presented as absolute values and analyzed by chi-square
test. Variables with normal distribution are presented as mean = SD, means were compared
by Student’s t test. Variables with no normal distribution are presented as median
(minimum —maximum), median were compared by Mann Whitney test. Spearman
coefficient was employed to test correlation between variables with no normal distribution.
Regression model, mode Poisson was employed to predict CAD. The following regressors
were tested in the model: AHI, erythrocytes carbonyl, age, gender, and BMI. A p value <

0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Individuals attending the cardiac catheterization laboratory due to suspected
coronary artery disease were consecutively screened; 47 were included in the study.
Fourteen patients (group 1), had significant obstructive CAD (>50% luminal narrowing of
at least 1 major coronary or segment) and 33 patients served as controls (without lesion or
lesion less than <50% luminal narrowing; group 2). Table 1 shows the clinical and
anthropometric characteristics of the individuals of both groups. The AHI was significantly

higher in group 1 than that of individuals of group 2 (p<0.004).

Table 1- Clinical and anthropometric characteristics of included patients.

Groupl Group 2

CAD Controls p
Variables n=14 n=33
Male Gender (n) 9 (64) 15 (46) ns
Age (years) 54+6 52+7 ns
Body mass index (kg/m?) 28+4 28+4 ns
AHI (events/h) 23 (7-56) 10 (1-48) 0.004
Lowest O, saturation (%) 85+4 86+3 ns
Hypertension n(%) 11(78) 25(75) ns
Other diseases n(%) 2(14) 9(27) ns
Past smoking n(%) 8(64) 20(62) ns
Medication use
Statins n(%) 8(57) 9(27) 0.041
Antihipertensive n(%) 10(71) 22(67) ns
Acetylsalicylic acid n(%) 8(57) 11(33) ns
Antidepressants n(%) 2(14) 5(15) ns

Categorical data are presented as n (%), variables compared by X test. Variables with normal distribution are
presented as mean + SD, means were compared by Student’s t test. Variables with non normal distribution
are presented as median (minimum — maximum), medians were compared by Mann Whitney test. ns: p >
0.05. Body mass index: weight divided by the square of height (Kg/m?); other diseases: hypothyroidism,
depression, multiple sclerosis, aortic aneurism, heart valve disease, stroke; AHI: apnea-hypopnea index
(apnea-hypopnea/hour of sleep).

The number of patients taking medication in groups 1 and 2 differ in statin use
(respectively n=8/14 and n=9/53; p=0.041). Other treatments did not differ statistically and

include, respectively: antihypertensives, acetylsalicylic acid and antidepressants (table 1).
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The biochemical data from groups 1 and 2 are presented in Table 2. Plasma carbonyl

levels, SOD, CAT and GPx activities did not differ in the two groups (Table 2). Lower

levels of erythrocyte carbonyl were observed in Group 2 (85 +29 pmol/gHb) than in Group

1 (110 £32 pmol/gHb; p=0.012; table 2). In the same form the levels of high-density

lipoprotein are major in patients from group 2 (50 £12 mg/dL and 38+11 mg/dL; p=0.003),

and correlate inversely with the IAH (rho=-0.377; p=0.009). AHI no correlate with

enzymatic antioxidants activity, SOD, CAT and GPx.

Table 2— Biochemical data of patients from groups 1 and 2

Group 1 Group 2

CAD Controls p

n=14 n=33
Risk factors
Glucose (mg/dL) 104 +8 106 £13 ns
Low-density lipoprotein (mg/dL) 94 +40 110+ 35 ns
High-density lipoprotein (mg/dL) 38+ 11 50 +12 0.003
Triglycerides (mg/dL) 152(60-295) 93(20-640) ns
High-sensitivity C-Reactive protein (mg/L) 2.3(0.4-18.4) 1.9 (0.2-21.5) ns
Correction factors
Total protein (g/dL) 6.9+0.6 6.8+1 ns
Hemoglobin (g) 13+1.2 13+1.2 ns
Lactate dehydrogenase (mmol/L) 1.03+0.4 1.15+04 ns
Oxidative damage markers
Erythrocyte Carbonyl (pmol/gHb) 110 £32 85 +29 0.012
Plasmatic carbonyl (nmol/g total proteins) 0.012+0.004 0.012+0.003 ns
Antioxidants
SOD (U/gHb) 1893+ 242 1692 + 424 ns
CAT (U/gHb) 20706 + 4866 20144 +5676 ns
GPx (U/gHb) 200 £ 26 203+ 22 ns
Vitamin C (uM) 88 (5-178) 149(14-527) 0.029

Variables with normal distribution are presented as mean + SD, means were compared by Student’s t test.
Variables with no normal distribution are presented as median (minimum —maximum), median were
compared by Mann Whitney test. ns: P>0.05. SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; GPx : glutathione

peroxidase.

A positive correlation was observed between AHI and erythrocyte carbonyl (rho =

0.310; p=0.027), and AHI and age (rho=0.419; p=0.003). In the Poisson multiple

regression model, to predict CAD including as regressors, AHI, erythrocytes carbonyl,
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gender, age, and BMI, these variable entered in the model were AHI and erythrocytes

carbonyl. The model explain that one pmol/gHb of carbonyl increase 1.8% the risk to

development CAD, and one unit of AHI/hour increase 3.8% the risk to develop CAD

(Table 3). We did not observe any parametric or non-parametric correlation between

plasma carbonyl and CAD or AHI. Plasma carbonyl showed a negative correlation with

vitamin C (rho=-0.436; p=0.003), and vitamin C level is lower in group 1 than in group 2

(p=0.029; table 2).

Table 3 — Results from Poisson stepwise regression model to predict coronary artery

disease

Dependent variable

Obstructive Coronary Artery Disease

Regressor RR (CI)

AHI 1.038(1.003-1.075)
Erythrocyte Carbonyl 1.018(1.005-1.032)
Gender (male 1) 1.570(0.552-4.466)
Age 0.964(0.898-1.036)
Body mass index 0.981(0.831-1.157)

p
0.034

0.005
ns
ns
ns

ns: p>0.05. Body mass index (weight divided by the squares height; Kg/m?). AHI: apnea-hypopnea index

(apnea-hypopnea/hour of sleep).
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DISCUSSION

Growing evidence suggests that oxidative stress, specially oxidative damage, such
as lipid peroxidation, carbohydrate glycation, and protein oxidation are linked to
pathogenesis of CAD (23,37,19). Our study is the first to show that the carbonylation of
erythrocytic proteins associated to AHI is predictor of CAD, controlling for known
confounders such as age, gender, and obesity as well as excluding smoking and diabetes
from the roll of causes of oxidative stress.

This finding emphasizes the role of hypoxia-reoxygenation episodes seen in SDB
(32, 22) and formation of erythrocytes protein damage as a mechanism of CAD. Vitamin C
inversely correlating with plasma carbonyl indicates that this circulating antioxidant is a
possible protective factor, explaining the absence of differences of plasma proteins damage
in the two groups.

Hypoxia but not sleep deprivation (12) leads to ROS increase (10), which, in excess
or unbalanced with respect to antioxidants, promotes oxidative damage to biomolecules
(2,14). This suggests that it is the number of hypoxia-reoxygenation episodes that
determines the amount of damage and not the intensity of hypoxia. Several studies have
implicated the AHI in oxidative damage (3, 7, 1).

In the literature do not exist studies that quantify carbonyl in hemolysate from
patients with CAD or SDB. Our data agrees with Barreiro et al. (1) the only study in
patients with OSA , correlate carbonylation findings of further carbonylation in intercostal
muscle cells of 12 male individuals with severe OSA compared to 6 controls without OSA.
In relation CAD, only had been observed increase in carbonyl groups formation in the

plasma of patients with this disease (28, 37).
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AHI and CAD did not correlate with the intraerythrocyte antioxidant enzymes we
measured: SOD, CAT, and GPx. The literature on this topic is controversial (7, 25, 30,34)
The antioxidant enzymes act promptly on oxygen free radicals, preventing their linkage to
structural biomolecules and the consequent oxidative damage (14). In our study, arterial
blood was collected during cardiac catheterization, up to 3 hours after the exposure to
hypoxia episodes during sleep. Probably, at the time we collected blood, the antioxidant
enzymes were no longer reflecting AHI severity. But independent of the time, the
antioxidant enzymes were insufficient to inhibit the oxidative damage, reflecting in protein
damage. Mildly oxidized proteins are readily degraded (t¥2 human serum albumin
(HAS)=273%6.25/min; t% carbonylated HAS=150+5.09/min), whereas severe oxidation
stabilizes proteins due to aggregation, cross-linking, and/or decreased solubility, thus
increasing their half-lives (16-13). Thus, the fact still contain carbonylated proteins up to 3
hours after the exposure to hypoxia episodes, suggests that the protein oxidative damage is
severe.

We observed a negative correlation between plasma carbonyl and vitamin C, but
not between plasma carbonyl and AHI. Vitamin C is a powerful water-soluble antioxidant,
with plasmatic activity (31) that reacts with reactive oxygen species, forming the ascorbyl
radical, a less reactive compound (5). Ascorbate can also contribute as an antioxidant,
regenerating glutathione, b-carotene and alpha-tocopherol, inhibiting the lipid peroxidation
progress (14). The main mechanism through which ascorbate prevents protein oxidation
are the reduction of free radicals and the inhibition of oxidative damage propagation.
Plasma carbonyl and AHI might not have been correlated due to the vitamin C action,

protecting plasma proteins from carbonylation.
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Previous investigations, one by our group, showed increased circulating carbonyl in
individuals with sickle-cell anemia (27) and high erythrocyte fragility (4). Erythrocyte
fragility could have increased plasma carbonyl in the present study, due to outflow of
oxidative damage products to plasma. Ozturk et al (30), in a study enrolling 6 patients with
OSA and 10 controls, did not discern differences in erythrocyte fragility between the two
groups. In our study, erythrocyte fragility was not measured, but the integrity of the
erythrocyte membrane in individuals with sleep apnea is vouched by normal values of
lactate dehydrogenase in both groups.

The evidence here obtained supports our initial hypothesis that repeated episodes of
hypoxia encountered in sleep apnea increase the oxidative damage to erythrocyte proteins,
suggesting, therefore, involvement of sleep apnea in CAD pathogenesis through oxidative
stress mechanisms. Vitamin C may assist in preventing plasmatic protein damage in

patients with sleep apnea.
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ABREVIATIONS

AHI- apnea-hypopnea index

BMI- body mass index

CAD —coronary artery disease

CAT -catalase

DNPH -2,4-dinitrophenylhydrazine

GPx -glutathione peroxidase

HPLC- high-performance liquid chromatography
OSA- obstructive sleep apnea

RBC- red blood cell

SDB- Sleep disordered breathing

SOD- superoxide dismutase
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3.2 METODOS COMPLEMENTARES

3.2.1.Coleta de Dados

A indicacdo para realizacdo de cateterismo cardiaco com cinecoronariografia ficou
integralmente a critério do médico assistente do paciente, ndo havendo relagdo com o
estudo polissonogréafico. Os pacientes encaminhados para hemodindmica para realizago
cinecoronariografia foram individualmente triados, buscando verificar quais pacientes
preenchiam os critérios para participacdo do estudo. Os pacientes que preenchiam 0s
critérios de inclusdo, e que aceitaram participar do estudo, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1). Apds o aceite, 0s pacientes responderam
questdes referentes ao histdrico de salde e doenca (Apéndice 2), e subsequentemente foi
marcada data para a realizacdo da polissonografia portétil (PP). Ao término da realizagao
da PP o paciente preenchia um formulério, informando sobre a qualidade do seu sono na
vigente noite (Apéndice 3). O Apéndice 3 foi utilizado como auxiliar para a analise da PP.

A técnica de realizacdo do cateterismo cardiaco esquerdo seguiu o padrdo da
Unidade de Hemodindmica. Para realizagdo da cineangiocoronariografia, o médico
hemodinamicista puncionou a arterial femural direita, da qual foram coletados 20 mL de
sangue. As amostras foram armazenadas separadamente em seis frascos; trés tubos com
soro e gel, dois tubos com citrato 3,2% e um tubo com EDTA 5,0%. Apoés a coleta, as
amostras contidas em dois tubos com soro e gel e as amostras nos tubos com citrato foram
centrifugadas, aliquotadas e armazenadas & -80 °C. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratdrio de Estresse Oxidativo do Departamento de Biofisica da UFRGS. As amostras
contidas no tubo com EDTA e um tubo com amostra em soro/gel foram encaminhadas para

o laboratdrio de patologia do Hospital de clinicas de Porto Alegre para andlise bioquimica.
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A coronéria esquerda foi estudada em, pelo menos, quatro projecdes angiograficas
ortogonais distintas, enquanto a coronaria direita foi avaliada em duas ou mais proje¢des.
Apos o término do exame, as imagens digitais registradas foram arquivadas em CDs. As
imagens gravadas no CD foram examinadas por um hemodinamicista experiente, cego para
os resultados da polissonografia e medidas de estresse oxidativo. O hemodinamicista
avaliou as imagens digitais e apresentou um laudo individual por paciente, onde constava a
descrigdo do vaso acometido, e grau de estenose. Conceitualmente consideramos DAC
significativa como presenca de lesdo obstrutiva >50% de oclusdo em algumas das artérias
coronarias principais ou seus ramos (TURKOGLU et al., 2005). No grupo controle foram
considerados individuos sem obstru¢cdo ou obstrucdo menor de 50% de algumas das
artérias coronarias principais ou seus ramos.

No dia em que foi marcada a realizacdo da PP, o paciente ou um familiar
compareceu & Unidade de métodos ndo-invasivos para retirar o aparelho de PP. Nesta
ocasido foram feitas orientacdes para o uso da PP. A PP foi realizada no domicilio do
paciente e o monitor foi devolvido na manhé seguinte. Os tracados foram analisados por
um dos pesquisadores, certificado para andlise da PP, cego para o resultado da

cinecoronariografia.

3.2.2 Anélises laboratoriais

3.2.2.1 Avaliacéo de dano em lipidios

O malondialdeido (MDA) foi quantificado por HPLC segundo o método descrito
por KARATEPE (2004). Apds o plasma ter sido desproteinizado com &cido perclorico
0,1M, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 4.300g. O método analisa amostras

aquosas contendo MDA usando a coluna LC-18-DB com detecgdo espectrofotometrica a
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250 nm. A fase movel era composta por 82,5:17,5 (v/v) de fosfato de potassio monobasico
30 mm (ph 3,6) e metanol. O fluxo foi mantido a 1,0 ml/min e os cromatogramas foram
monitorados a 250 nm. A curva de calibracdo do MDA foi tracada a partir de uma solugéo
de 1 mL de 1,1,3,3 tetraidroxipropano e HCL 0,1 M. Os resultados foram apresentados
como pm.
3.2.2.2 Andlises bioquimicas

Foram dosados no laboratério de patologia clinica do HCPA os niveis de LDL-C,
HDL-C, triglicerideos, hemograma, proteina C-ultra-sensivel, proteinas totais, glicose,
gasometria, lactato desidrogenase e &cido urico.
3.2.2.3 Descarte de Reagentes

O descarte do material bioldgico foi realizado segundo resolugdo da diretoria
colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Variaveis continuas com distribuicdo normal foram comparadas pela teste t de
Student e apresentadas como média £DP. Correlacdo de Sperman para verificar correlagdo
entre variaveis continuas de distribuicdo assimétrica, resultados apresentados como
coeficiente de correlagcdo de Spearman (rho). Consideramos significativo um p <0,05. As
analises foram realizadas por meio do programa SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) for Windows, versédo 15.0.
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4. RESULTADOS COMPLEMENTARES

Triou-se consecutivamente 519 individuos que compareceram ao setor de
hemodinamica para realizar cateterismo cardiaco por suspeita de cardiopatia isquémica; 94
foram convidados para participar do estudo por preencherem critérios de inclusdo, 33 ndo
consentiram com o estudo, 10 apresentaram problemas durante a polissonografia, 4
apresentaram problemas durante a angiografia ou gravacdo de seus dados, 47 pacientes

foram incluidos no estudo (Figura 5).

TRIADOS 519 PACIENTES
(Marco 2007- fevereiro 2008)

PREENCHERAM CRITERIOS INCLUSAO
94

33 ndo consentiram participar estudo

10 problemas técnicos na realizacao da polissonografia

4 problemas durante angiografia ou gravacao dos dados

47 pacientes

Com DAC Sem DAC

14 pacientes: 33 pacientes:

Figura 5- Esquematizacédo da triagem de pacientes
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Néo foi verificada correlagdo entre IAH e os niveis de glicose (rho=0,232; p=0117),
triglicerideos (rho=0, 200; p= 0,178), LDL-C (rho=0,138; p=0,364), PCR-US (rho=0,115;
p=0,445).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os individuos com DAC e 0s
controles, considerando, respectivamente, os niveis de MDA (6,89+2,19; 7,21+2,21;
grafico 2) e &cido drico (6,04+1,2; 5,52+1,6; grafico 3). Da mesma forma, nao foi
verificada correlagdo entre os niveis de MDA e IAH (rho = -0,20; p=0.896) e acido Urico e

IAH (rho = 0,272; p=0,065).

10,0000

8,0000

5,0000

MDA pM

4,0000

2,0000

CONTROLE DAC

Gréfico 2 - Niveis de MDA nos individuos com DAC significativa, comparado aos controles. Resultados
apresentados como média + desvio padrdo. Teste t de Student. MDA = malondialdeido.
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8,00

6,00

4,00

AcIDO URICO mgldL

2,00+

CONTROLE DAC

Gréfico 3 - Niveis de acido urico nos individuos com DAC significativa, comparado aos controles.
Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Teste t de Student.
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5 DISCUSSAO

Evidéncias indicam a existéncia de relagdo entre DRS e DAC. Porém, a quantidade
e qualidade da literatura sobre a relac&o fisiopatoldgica dos DRS com coronariopatia ainda
séo inconclusivos e muitas questdes permanecem em aberto (SHAMSUZZAMAN et al.,
2003; LUTHJE et al, 2008, SOMERS et al., 2008; BUTT et al., 2009). Os mecanismos
fisiopatologicos que levam a esta associagdo ainda sdo baseados em estudos com
evidéncias fragmentadas e muitas vezes acompanhados de limitagdes técnicas. Verifica-se
dificuldade na analise dos dados, visto que muitos dos estudos existentes nao sdo
controlados para as comorbidades associadas, tanto aos DRS e a DAC, como IMC, idade e
Sexo.

Um dos melhores trabalhos disponiveis sobre a relacéo entre DAC e DRS analisou
pacientes com isquemia cardiaca, submetidos a cateterismo cardiaco. Neste trabalho os
pacientes foram classificados quanto & gravidade da lesdo aterosclerotica pela escala de
Gensini.  Verificou-se correlacdo positiva entre a gravidade da DAC e o indice de
dessaturacdo do oxigénio arterial. Porém, a avaliagdo foi realizada por oximetria, sem
registro polissonografico (HAYASHI et al., 2003).

Crescentes evidéncias sugerem que os DRS estdo relacionados a fisiopatologia da
DAC devido aos episddios de hipoxia e reoxigenacdo vivenciados durante os periodos de
apnéias e hipopnéias (LAVIE, 2003; BARCELO & BARBE, 2005; SVATIKOVA et al.,
2005; LAVIE & LAVIE, 2009). Hipoxia e reoxigenacdo levam & formacgdo de radicais
livres de oxigénio (PARK & SUZUKI, 2007; PRABHAKAR et al., 2009). O desequilibrio
entre as ERO e antioxidantes promove o estresse oxidativo, que consequentemente

promove peroxidacao lipidica, oxidacdo dos aminoacidos e acidos nucléicos, mecanismos
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estes relacionados a fisiopatogenia da DAC (TURKOGLU et al., 2005; UCHIDA, 2000,
FEARON & FAUX, 2009).

Muitos trabalhos que verificam relagdo entre estresse oxidativo e DAC o fazem
através da mensuracdo de produtos do dano oxidativo em lipideos e antioxidantes
(SHISHEHBOR et al., 2006; SERDAR et al., 2006, FLORES-MATEO et al., 2009). Na
literatura sdo poucos os trabalhos que investigam relagdo entre modificagfes oxidativas em
proteinas e DAC (KANEDA ET AL., 2002; UPSTON et al., 2002; TURKOGLU et al.,
2005, SERDAR et al., 2006). Reforca-se o papel da oxidagéo de proteinas na fisiopatologia
da DAC, uma vez que em humanos foi evidenciada presenca de produtos da oxidacéo de
proteinas em placas ateroscleréticas (UPSTON et al., 2002).

Nosso estudo foi o primeiro a evidenciar que a carbonilacdo de proteinas
eritrocitarias e IAH sdo preditores da DAC, controlando para idade, sexo e IMC (tabela 3,
artigo). Embora alguns artigos tenham evidenciado relacdo entre DAC e dano oxidativo em
proteinas plasmaticas (TURKOGLU et al., 2005; MOCATTA et al., 2007), no nosso
estudo ndo verificamos esta relacdo (tabela 2 artigo). Porém os niveis de carbonil no
plasma se relacionaram a vitamina C, e da mesma forma, os niveis de vitamina C foram
maiores nos individuos controles comparados aos com DAC significativa (pg. 43 e tabela 2
artigo). Baseados nestes resultados, nds consideramos que a vitamina C contribuiu para
evitar o dano oxidativo em proteinas plasméticas. A vitamina C é doador de elétrons,
portanto um agente redutor, prevenindo oxidacdo de biomoléculas, entre elas as proteinas
(PADAYATTY et al., 2003). Nossos resultados indicam que a vitamina C, devido a sua
capacidade antioxidante, possa ter contribuido para o controle da carbonilagcdo das
proteinas plasmaéticas, independente do provavel aumento de ERO nos individuos com

DRS, consequientemente ndo se associando a DAC.



62

Considerando a relacéo entre DRS e os produtos da oxidacdo de proteinas, somente
um estudo ndo controlado, conduzido por BARREIRO et al. (2007), até o momento,
mostrou evidéncias do aumento dos niveis de proteinas carboniladas no mdsculo
intercostal de individuos com AHOS. Porém nenhum estudo até o momento havia
evidenciado correlacdo positiva entre IAH e aumento de carbonilacdo de proteinas
eritrocitarias.

Diversos estudos evidenciam associacdo entre DRS e enzimas antioxidantes
(YAMAUCHI & KIMURA, 2008). Embora tenhamos verificado relagéo entre DAC e IAH
nos 47 individuos incluidos no nosso estudo, estes ainda apresentavam outras patologias e
uso de diversos farmacos (pagina 41 e tabela 1 artigo). Os medicamentos utilizados no
tratamento de DCV podem interferir no balango redox, tanto como antioxidantes ou como
prooxidantes (FLESCH et al., 1999; KOPFF et al., 2004). No nosso estudo, 0s pacientes
utilizavam medicamentos como, beta bloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio,
acido acetilsalicilico e estatinas. Evidéncias ainda controversas indicam que o &cido
acetilsalicilico, as estatinas e beta bloqueadores, tém efeitos antioxidantes. (FLESCH et al.,
1999; DELBOSC et al., 2002; KOPFF et al., 2004). Portanto, é possivel que estes fatores,
acrescidos dos descritos previamente na discussdo do artigo, possam ter interferido nos
resultados das enzimas antioxidantes, e prejudicado o aparecimento desta relagao.

Um dos principais fatores conhecidos como iniciadores da formacéo da placa de
atermoa é a hipercolesterolemia, associada com aumento da suscetibilidade de oxidagdo do
LDL-C (LUSIS, 2000). Considerando os lipideos analisados, verificamos que os niveis de
LDL-C ndo diferem entre os individuos com DAC significativa e controles (tabela 2
artigo), provavelmente a agdo das estatinas pode ter influenciado nestes resultados.

Considerando o uso de estatinas, verificamos que individuos com DAC faziam mais uso



63

deste medicamento que os individuos controle (pagina 40). Estatinas sdo hipolemiantes,
cuja acdo é devida a inibicdo da 3-hidroxi-3-methilglutaril coenzima A redutase (HMG-
CoA), que promove a diminui¢do do LDL-C através da inibicdo hepética da biossintese de
colesterol, aumentando os receptores de LDL e diminuindo os niveis de LDL-C
(DEEDWANIA et al., 2009). Sabe-se que além dos efeitos hipolemiantes, as estatinas
também tem efeito antinflamatério e aumentam os niveis de HDL-C. Os efeitos dos
inibidores da HMG-CoA no balango redox ainda sdo pouco conhecidos.

Estd bem estabelecido que diminuigdo dos niveis de LDL-C e niveis de HDL-C
acima de 40 mg/dL, protegem contra DCV (NCEP, 2002). No nosso estudo verificamos
que individuos com DAC apresentam significativa diminuicdo dos niveis de HDL-C
comparado aos controles. Da mesma forma verificamos correlagdo entre HDL-C e IAH
(pagina 42). Estudos prévios ndo mostraram relacdo entre IAH e HDL-C e LDL-C
(SHAMSUZZAMAN et al., 2002; TAN et.al, 2006). Porém no mesmo estudo em que
TAN et al.(2006) verificaram inexisténcia de relacéo entre IAH e HDL-C e LDL-C, foi
verificada a relagdo entre o IAH com o aumento do LDL-oxidado e a diminui¢do da
capacidade antioxidante do HDL em individuos com SAHOS. As propriedades anti-
aterogénicas do HDL-C, incluindo capacidade antioxidante, anti-inflamatdria, anti-
apoptotica, anti-trombdtica e propriedades vasodilatadoras  sdo bem conhecidas
(DEEDWANIA et al., 2009; RADER, 2006).

Muitos autores relacionam DAC e DRS com aumento do dano oxidativo em
lipideos (BARCELO et al., 2000; TAN et al., 2006; COFTA et al., 2008). Diferente da
maioria dos estudos que evidenciaram aumento dos produtos da peroxidacao lipidica, nds
ndo verificamos relacdo entre MDA e DAC ou MDA e IAH (gréfico 2 e pagina 57). Os

radicais livres liberados em reagdes oxidativas durante a peroxidagdo lipidica levam a
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formacdo de hidroperoxidos lipidicos que se decompdem em diversos produtos
secundarios, tais como: aldeidos, cetonas, entre outros. Dentre os aldeidos que podem ser
formados esta 0 MDA, cuja quantificacéo foi realizada no presente estudo.

Os niveis de MDA verificados nos individuos do presente estudo, podem ter tido
interferéncia dos efeitos das estatinas. Baseado nas evidéncias de que as estatinas
diminuem a oferta de LDL-C, menor serd a oferta de LDL a ser oxidada. Estudo conduzido
por YILMAZ et al. (2004) mostrou que individuos tratados com estatinas apresentaram
diminuicéo dos niveis de LDL-C e diminuigdo dos niveis de TBARS. TANI et al. (2005)
relataram a diminuicdo dos niveis de MDA-LDL em individuos que fizeram uso de
estatinas, e os niveis de MDA-LDL foram evidenciados como preditores na regressao da
placa de ateroma. O uso de estatinas é indicado como profilatico em individuos com LDL
elevado (NCEP, 2002), portanto provavelmente os individuos de maior risco para DAC ja
estavam fazendo uso das estatinas.

Nas nossas analises ndo foi verificada correlacdo entre IAH e 4cido Urico (pagina
57), e da mesma forma ndo se evidenciou diferenga nos niveis de &cido Urico nos
individuos com DAC significativa comparados aos controles (grafico 3). Os resultados de
estudos prévios sobre a relacdo entre DRS e o0s niveis de éacido Urico ainda sdo
controversos (SAHEBJANI, 1998; GARCIA et al., 2006; STEIROPOULOS et al., 2009).
Doengas como DAC, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal estdo associadas a
aumento dos niveis de &cido urico (MADSEN et al., 2005, REYES, 2003). O uso de
medicamentos como diuréticos, betabloqueadores, &cido acetil salicilico, inibidores da
enzima conversora do angiotensina, utilizados nos individuos incluidos no presente estudo,
interferem nos niveis de &cido Urico (REYS, 2003). Também néo controlamos a dieta dos

individuos incluidos no estudo; sabe-se que a quantidade de purinas ingeridas interfere
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aumentando os niveis de 4cido Urico (JOHNSON & RIDEOUT, 2004). Da mesma forma
dietas ricas em sodio aumentam os niveis de acido drico (REYS, 2003). A soma dos
fatores que interferem nos niveis de acido Grico pode ter interferido na real relacéo entre
niveis de acido urico, IAH e DAC, porém sdo necessarios mais estudo para confirmar esta
hipotese.

Com base nas evidéncias do presente estudo ndo foram verificadas diferengas nos
niveis de proteina C reativa ultra sensivel (PCR-US), entre individuos com DAC
significativa e controles (tabela 2 artigo). Da mesma forma ndo houve correlacdo entre
PCR-US e IAH (pégina 57). Conforme a American Heart Association e Centers for
Disease Control and Prevention (PEARSON et al., 2003) a PCR-US ¢ indicada como
marcador inflamatorio para predizer risco de DCV. Niveis de PCR-US menores que 1mg/L
sdo considerados de baixo risco para desenvolvimento de DCV, niveis PCR-US entre 1 e 3
mg/L, médio risco, e niveis superiores & 3mg/L representam alto risco para DCV.
Individuos com valores de PCR-US maiores de 10mg/L, apresentam infeccdo ou
inflamacdo aguda; nestes casos ndo é indicado o uso da proteina C como marcador de risco
para DCV. Sete dos individuos incluidos no nosso estudo apresentaram PCR-US acima de
10 mg/L. Outros fatores também podem ter interferido nestes resultados como o uso de
estatinas e o0 4cido acetil salicilico, inibidores da enzima conversora do
angiotensionogénio, betabloqueadores que tém entre os seus efeitos diminuir os niveis de
PCR-US (PRASAD, 2006).

A relacdo entre PCR-US com DRS é controversa (PUNJABI & BEAMER, 2007,
TAHERI et al., 2007, RYAN et al., 2007). Estas controvérsias sao devidas principalmente
ao fato de que os niveis de PCR-US correlacionam-se positivamente com a obesidade

(KAO et al., 2009). Da mesma forma os DRS também s&o mais freqlientes em obesos



66

(LEINUM et al., 2009). Além dos individuos incluidos no nosso estudo ndo diferirem
quanto ao IMC, verificamos que os individuos com DAC significativa faziam mais uso de
estatinas, medicamento este relacionado a diminuicdo dos niveis de PCR-US
(MCMURRAY et al., 2009).

Baseado nos resultados deste estudo reforca-se a necessidade de diagndstico
precoce dos DRS, visto que o aumento da carbonilacdo de proteinas e o IAH estdo
relacionados ao aumento do risco para desenvolvimento de DAC. A DAC é uma doenga
aterosclerotica, e a aterosclerose ocorre de forma sistémica. Provavelmente o aumento da
carbonilagdo de proteinas seja secundario ao aumento do IAH e desta forma pode estar
envolvido na fisiopatologia de outras doencas aterosclerdticas. Reforga-se a necessidade de
novos estudos buscando elucidar a relacdo entre DRS, doencas ateroscleroticas e

carbonilacdo de proteinas eritrocitarias.
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6. PERSPECTIVAS

e Aumentar o nimero de individuos no estudo.
e Quantificar os niveis de MDA nos eritrdcitos.
o Medir niveis de vitamina E no soro.

e Quantificar os niveis de dano em DNA.

o Correlacionar marcadores de estresse oxidativo com gravidade da DAC.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO

Associagao entre extensao da doenca aterosclerdtica coronariana, estresse
oxidativo e apnéias do sono

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACAO: O estudo “Associacio entre extensdo da doenca
aterosclerdtica coronariana, estresse oxidativo e apnéias do sono” vai estudar a
influéncia de disturbios respiratorios do sono na producéo de radicais livres e seus efeitos
sobre as coronarias. Radicais livres sdo substancias formadas apartir do oxigénio que
podem fazer mal para o organismo. Os transtornos respiratdrios do sono mais comuns sao
0 ronco e as paradas respiratorias - ou apnéias - durante o sono. Eles fazem aumentar a
producéo de radicais livres, o coragdo acelerar e a pressdo subir. Isso pode causar
problemas nas corondrias. Nosso projeto pretende medir a relacdo das apnéias do sono e da
doenca coronaria com exames de sangue que iremos realizar se o(a) senhor(a) consentir.
Ser&o utilizados os dados obtidos no cateterismo com cineangiocoronariografia que o(a)
senhor(a) fard a pedido do seu clinico e da polissonografia portétil que o(a) senhor(a) fara
como voluntario(a). Além desses, se acrescentardo os exames de sangue, exames esses que
ndo sdo realizados rotineiramente na avaliacdo cardioldgica. Os exames de sangue
procuram sinais de estresse oxidativo, um problema que surge quando o oxigénio diminui
por algum tempo e depois volta, produzindo reac¢des quimicas que causariam problemas no
coracdo. Se o(a) senhor(a) for voluntéario(a), fara o exame de polissonografia portétil,
exame esse que ndo é realizado rotineiramente na avaliacdo cardioldgica e que consiste em
usar durante a noite um pequeno aparelho que registra a respiracdo durante o sono e que
permite verificar se ocorre roncar e paradas respiratorias.

RISCOS E DESCONFORTOS: Os exames de sangue ndo acarretam riscos
adicionais na avaliacdo e no tratamento habitual dos distirbios do coragéo. Néo existird
qualquer desconforto para colher o sangue para 0 exame, pois no cateterismo, ja existe uma
agulha na artéria e outra na veia, por onde serdo retirados 20 ml de sangue (um doador de
sangue doa até 500 ml). A qualquer momento o voluntario podera sair do estudo. A
polissonografia portétil ndo acarreta riscos adicionais na avaliacéo e no tratamento habitual
dos disturbios do coragdo. Existira apenas pequeno desconforto na noite do exame do sono,
relacionado ao uso de uma cénula em frente ao nariz e um oximetro no dedo ambos sem
causar dor. Se as sondas sairem do lugar, o aparelho tocard um alarme que ir& acorda-lo(a)
para que coloque de volta os sensores. A qualquer momento o voluntério poderé encerrar o
teste retirando o aparelho e devolvendo-o ao Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

BENEFICIOS: Conhecer melhor as possiveis relagdes entre geracio de radicais
livres os transtornos do sono e a doencas do coracdo resultard em melhores critérios para o
diagndstico médico. A doenca das coronérias € comum. Com a sua colaboragdo, ndo s6 0s
cardiacos a serem examinados no futuro, mas também os voluntérios que participarem do
estudo e seus familiares poderéo ser beneficiados com as descobertas.

CONFIDENCIALIDADE: Os pesquisadores comprometem-se a zelar pelo sigilo
e anonimato das informacdes contidas em prontudrios e bancos de dados pesquisados e
também a zelar pela fidedignidade dos resultados obtidos das anélises.
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CONTATO: Quaisquer duvidas ou descontentamentos com relacdo a participacdo
no estudo podem ser resolvidos diretamente com a Dr. Denis Martinez pelo telefone n°
8402-7273

VOLUNTARIEDADE E POSSIBILIDADE DE ABANDONO: A participagao
no estudo ocorre de forma voluntéria. N&o existe qualquer imposicdo para que o(a)
senhor(a) seja incluido. Mesmo quem néo desejar participar do estudo ter4 assegurado o
mesmo atendimento, sem quaisquer restricbes. Além disso, todo o participante pode em
qualquer fase da pesquisa abandonar o estudo e vetar a utilizacéo de seus dados.

CUSTOS ADICIONAIS: A participacdo no estudo ndo acarretard énus adicionais
ao voluntério ou ao seu plano de salde.

NOVAS INFORMAGCOES: Fica assegurado aos participantes o fornecimento das
novas informacdes geradas ao longo do estudo.

ACEITACAO:

() CONCORDO em participar do estudo “Associagao entre estresse oxidativo,
extensdo da doenca aterosclerotica coronariana e apneéias do sono” e declaro que recebi
uma via do presente termo.

Nome: Data: / /
Assinatura:

Dr Denis Martinez - Pesquisador responsavel
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APENDICE 2 - FICHA DE COLETA DE DADOS

Nome: Identificacao
Endereco: Cidade
Telefone residencial: Celular: Recado:
1Data de nascimento: 2Pressdo arterial:

3Sexo: 1( )masculino 2( )feminino

4Estado civil: 1( ) casado  2( ) solteiro  3( ) separado 4 () vitvo

5Cor da pele: 1 ( ) branca

6Profissao:

2 ( ) negra 3( ) parda 4( )amarela ou indigena

7Anos de estudo:

8n° de individuos na sua casa:

9Renda familiar bruta:

10 Moléstias e Outras doencas graves ou cronicas?1 ( )Sim 2()Nao 11Qual(ais)?

11MedicagBes em uso (quais? / freqliéncia?)

12 Peso atual:

16 Toma bebida alcodlica? 1( ) sim
18 J& fumou fumou? 1( ) Sim 2( ) Néo.

Atividade Fisica

20 Pratica algum tipo de atividade fisica? 1( )

21Qual?

13 Altura:

14 IMC:

17 Com que freqiiéncia?

15 Peso usual:

2( )ndo.

19Parou a quanto tempo(meses)?

2( )ndo

22 Freqliéncia?

X por semana




APENDICE 3 - FORMULARIO PREENCHIDO PELO PACIENTE APOS
REALIZACAO DA POLISSONOGRAFIA PORTATIL
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Ontem a noite vocé bebeu alcool antes de dormir?

Ontem a noite vocé tomou remédio calmante antes de dormir?

A que horas vocé deitou?

A que horas vocé apagou a luz e fechou os olhos para dormir?

Quanto tempo acha que levou para adormecer?

Quantas vezes vocé acordou esta noite?

Como foi esta noite em relagdo a maioria de suas noites?

Igual, melhor ou pior?

Quantas horas acha que dormiu esta noite?

A que horas vocé saiu da cama pela manh&?

A que horas vocé acordou e ndo dormiu mais pela manha?

Quantas vezes vocé saiu da cama e voltou a dormir esta noite?
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APENDICE 4 - CURRICULUM VITAE

Klein, C

1 DADOS PESSOAIS

Nome: Cristini Klein

Nascimento: 24/09/1981, 28 anos

Local: Ivoti/RS/ Brasil

Endereco profissional: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Centro de Terapia Intensiva - Adulto
Rua Ramiro Barcelos, 2350
Bairro Rio Branco
Porto Alegre, RS - Brasil
Telefone: (51) 3059-8000
E-mail: ckklein@hcpa.ufrgs.br

2 FORMACAO

1997-1999  Curso Técnico enfermagem

Escola Santa Catarina, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul Brasil
1999-2004  Graduagio em Enfermagem — Enfase em Terapia Intensiva

Centro Universitario FEEVALE, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul,
Brasil.
2005-2006  Curso de Pds Graduagdo Lato Sensu Enfermagem em Cardiologia

Instituto de Cardiologia Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.

2008 (em curso) Curso de Pds Graduagdo Stricto Senso em Biologia Celular e Molecular
UFRGS, Porto Alegre, Brasil.

3 PREMIOS E DISTINCOES

Klein C, Souza EM, Goldmeier S, Rabelo ER. Congresso Gaucho de Cardiologia, Junho de
2007. Terceiro lugar categoria poster. Qualificacdo da assisténcia de Enfermagem no
Contexto da Insuficiéncia cardiaca: Validacdo de um questionario de Conhecimento para
enfermeiros.

4 EXPERIENCIA PROFISSIONAL

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Funcdo: Enfermeira Assistencial

Area de Atuagdo: Centro de Terapia Intensiva Adulto
Admissao: setembro de 2008 até o presente
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Hospital Moinhos de Vento

Funcdo: Enfermeira Assistencial

Area de Atuagdo: Centro de Tratamento Intensiva Adulto.
Admisséo: junho de 2006

Saida: setembro de 2008

Escola Sinodal de Educacgéo Profissional

Funcdo: Professora

Area de atuacdo: Disciplina de Educacio para sadde e supervisora de estagio no Hospital
Centenario (Sao Leopoldo)

Admisséo: junho 2006

Saida: janeiro de 2007

Hospital Regina

Funcdo: Enfermeira assistencial

Area de atuacio:Ambulatério adulto e Prontocérdio (emergéncias cardioldgicas)

Unidade de internagéo clinica, cirargica e transplante de medula 6ssea, Unidade de Terapia
Intensiva adulto.

Admisséo: 1 de janeiro de 2005

Saida: julho de 2006

Hospital Regina

Funcdo: Académica de Enfermagem

Area de atuacio: Unidade de Terapia Intensiva adulto e neonatal , Unidades Clinicas e
cirdrgicas, ambulatério adulto e pediatrico e unidade pediéatrica.

Admisséo: Novembro de 2004.

Término do estégio e efetivagdo: 31 de dezembro de 2004.

Centro Universitario FEEVALE
Funcéo: Técnico de Enfermagem
Area de Atuagio: Ambulatorio
Admisséo: Maio de 2003

Saida: dezembro de 2004

Hospital Regina

Funcéo: Técnica em Enfermagem.

Area de atuacio: Unidade de Terapia Intensiva adulto
Admisséo: marco de 2000.

Saida: maio de 2003.

Prefeitura Municipal de Ivoti

FUNCAO: Monitora.

Area de atuacio: Coordenacio de grupo de orientagio em satide para 3°. Idade.
Admisséo: janeiro, 2002.

Saida: janeiro de 2003.

Prefeitura Municipal de Ivoti — Estagio extracurricular
Funcéo: estagiaria de enfermagem (graduacéo).
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Area de atuagio: Secretaria de Sade.
Admisséo: agosto, 1999.
Saida: Marco, 2000.

5 RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

Klein C, Martinez D, Hackenhaar FS, Silveira FS, Medeiros TM, Wainstein M, Gongalves
SC, Benfato MS. Evidence for Carbonylation in Sleep Apnea. Sleep Medicine 10: S13,
2009. Apresentagdo oral

Klein C, Hackenhaar FS, Silveira FS, Medeiros TM, Benfato MS, Massierer D, Wainstein
M, Gongalves SC, Martinez D. The Relationship Between Sleep Apnea and Coronary
Artery Disease Risk Factors . Sleep Medicine 10: S70, 2009. Apresentacéo oral

Masierer D, Klein C, Wainstein M, Fucks FD, Fuchs SC, Gongalves SC, Martinez D,
Benfato MS. A Questionnaire to Examine Coronary Artery Disease and High Risk for
Sleep Apnea in Berlin. Sleep Medicine 10: S72, 2009. poster

Cassol C,Fiori C, Klein C, Massierer |, Pires GNS, Rahmeier L, Lenz MC, Martinez D.
Seasonal Variation of Sleep Disordered-Breathing events: Events from more than ten
thousand polysomnographies. Sleep Medicine 10: S66, 2009. Poster

Sabbadini L, Kochenborguer D, Fischer M, Fiori C, Klein C, Cassol C, Massierer I,
Barbosa I, Mallmann C, Pacheco R., Rahmeier L, Kaminski R, Martinez D. Locus of
Control and Knowledge About Sleep Disordered Breathing by Dental surgeons in Brazil.
Sleep Medicine 10: S77, 2009. Poster

Klein C, Hackenhaar FS, Suris FM, Medeiros TM, Martinez D, Benfato MS. Carbonyl
Level in Patients with Coronaty Artery Disease. VI Metting Of SFRBM South American
Group. Congress Book, pag 138 setembro, 2009.

Hackenhaar FS, Klein C, Suris FM, Medeiros TM, Martinez D, Benfato MS.Enzymatic
Antioxidant Defences in the Association of Coronary Artery Disease and Obstructive
Sleep Apnea Syndrome. VI Metting Of SFRBM South American Group. Congress Book,
pag 136 setembro, 2009.

Medeiros TM, Klein C, Hackenhaar FS, Suris FM, Alabarse PVG, Salomon TB, Martinez
D, Benfato MS.Prohepcidin in Obstructive Sleep Apnea Syndrome. VI Metting Of
SFRBM South American Group. Congress Book, pag 137 setembro, 2009.

Schuller AK, Klein C, Hackenhaar FS, PVG Alabarse, Suris FM, Medeiros TM, Martinez
D, Benfato MS.Malondialdehyde and Vitamin C Levels in Non-Smokers With Coronary
Artery Disease . VI Metting Of SFRBM South American Group. Congress Book, pag 161
setembro, 2009.

Araujo GN, Klein C, Fischer MK, Kaminski RS, Fiori CZ, Cassol C, Massierer D,
Rahmeier L, Medeios TM, Hackenhaar F, Benfato MS, Martinez D. 292 Semana
Cientifica — HCPA, outubro 2009. Pdster
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Medeiros TM, Klein C, Martinez D, Suris F, Hackenhaar FS, Alabarse PVG, Salomon TB,
Benfato MS. Pro-Hepcidina na Sindrome da apnéia obstrutiva do sono. XXI Saldo de
Iniciacdo Cientifica — UFRGS. Outubro 2009. Apresentacdo oral

Klein C. Participacdo como palestrante da Atividade Monitorizagdo neurointensivismo
com o tema: Monitorizagdo Hidrica eletrolitica. Congresso Sulbrasileiro de Medicina
Intensiva. Porto Alegre, maio 2009.

Marcolin ML, Klein C, Wainstein M, Wainstein R, Ribeiro JP, Fucks FD, Martinez D,
Benfato MS. Relagdo dos niveis de MDA e vitamina C na doenca arterial Coronariana. XX
Saldo de Inicia¢do Cientifica — UFRGS. Outubro 2008. Apresentacéo oral

Hackenhaar FS, Klein C, Wainstein M, Wainstein R, Ribeiro JP, Fucks FD, Martinez D,
Benfato MS. Atividade das enzimas antioxidantes glutationa Peroxidase-1 e Catalase em
pacientes com Doenca aterosclerética Coronariana. XX Saldo de Iniciacdo Cientifica —
UFRGS. Outubro 2008. Apresentagéo oral

Medeiros TM, Klein C, Wainstein M, Wainstein R, Ribeiro JP, Fucks FD, Martinez D,
Benfato MS. Associacdo entre Doenga aterial Coronariana e Pro-Hepcidina. XX Saldo de
Iniciacdo Cientifica — UFRGS. Outubro 2008. Apresenagéo oral

Viscainchipy C, Klein C. Prevaléncia de ventriculites associadas ao uso de derivagédo
ventricular externa: Proposta de um protocolo de cuidados. Congresso Americano de
Terapia Intensiva, Uruguai, novembro 2007. Poster

Klein C, Raup H, Martins M | M. Maes Fumantes versus RN de Baixo Peso. Anais Il
Semana de Enfermagem Centro Universitario FEEVALE, 2001. Pdster

Klein, C Maestri R. Estratificacdo de Risco para Doenca arterial Coronariana nos
Colaboradores de uma Instituicdo de Ensino. XVII Congresso de Cardiologia do Rio
Grande do Sul, junho 2007. Poster

Klein C, Souza EM, Goldmeier S, Rabelo ER. Conhecimento dos enfermeiros referentes
aos cuidados e manejo da Insuficiéncia Cardiaca. Congresso de Cardiologia do Rio
Grande do Sul, junho 2007. Poster

Klein C. Asssiténcia de Enfermagem ao paciente tetraplégico. Simpdsio de Nutrigéo,
Hospital Moinhos de Vento, agosto 2007. Participagdo mesa redonda.

Cristini K, Viscainchipy C. Salinizacdo de cateter venoso periférico. Semana de
Enfermagem do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, maio 2007. Pdster

Gobeti, M K, Vargas M A O, Klein C. Quando a morte torna-se um presente para vida:
Um estudo de Caso. 27 Semana cientifica do Hospital de Clinicas Porto Alegre. Poster

Klein C, Souza EM, Goldmeier S, Rabelo ER. Qualificacdo da assisténcia de Enfermagem
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no Contexto da Insuficiéncia cardiaca: Validacdo de um questionario de Conhecimento
para enfermeiros. Congresso Brasileiro de Cardiologia, setembro 2007. Apresentagéo Oral

ORIENTACOES CONCLUIDAS

Franciele Aparecida Gutierres. Titulo: Aplicabilidade de um Protocolo de Enfermagem
para Tratamento da Syndrome de Lyell. Novembro, 2009. Curso de Pds Graduagdo Lato
Sensu em Enfermagem em Terapia Intensiva — Instituto de Educagdo e Pesquisa da
Associagdo Hospitalar Moinhos de Vento.

Régis Chiarelli da Silva. Titulo: Nivel de Ruido no Centro de Terapia Intensiva.
Novembro, 2009. Curso de Pds Graduagdo Lato Sensu em Enfermagem em Terapia
Intensiva — Instituto de Educag&o e Pesquisa da Associacdo Hospitalar Moinhos de Vento.

PRODUCAO ARTISTICA/ CULTURAL
Entrevista TV UFRGS - Relacéo entre Estresse Oxidativo, apnéia do Sono e Doenga
arterial Coronariana, agosto 2007
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