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HIPNOS

“Na mitologia grega, Hipnos é filho da Noite e da Escuriddo. Seu irmdo é a Morte.
Rumores indicam que Hipnos vive em uma grande caverna, de onde o rio Esquecimento
vem e onde a noite e o dia se encontram. Sua cama € feita de ébano,

na entrada da caverna cresce uma série de papoulas e outras plantas hipnéticas.
Nenhuma luz e nenhum som entra em sua gruta. Ele vive na sua prépria ilha

dos sonhos. Seus filhos sdo os deuses do sonho, Morpheus (Forma), Phobetor

(Medo) e Phantasos (Imaginagdo). Hipnos é dito ser um deus calmo

e gentil, como ele ajuda os seres humanos necessitados e,

devido ao sono deles, possui a metade de suas vidas.”'?

1 Wilhelm Vollmer: Woérterbuch der Mythologie aller Volker. Reprint-Verlag, Leipzig 2003, page 263 & Littleton C. Scott,
Gods, Goddesses, and Mythology. Marshall Cavendish: New York (US) 2005. In: Wikipedia. Hypnos. Disponivel:
https://en.wikipedia.org/wiki/Hypnos. Acesso: setembro, 2018.
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RESUMO

Introdugdo: A apneia obstrutiva do sono (apneia) é causa comum de hipertensdo, tendo alta
prevaléncia entre individuos com hipertensao resistente aos anti-hipertensivos. Ambas condi¢des
afetam a atividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA). Diversas evidéncias indicam
alteracoes dos hormonios esteroides associados a atividade aumentada do eixo HPA em resposta
a hipdxia intermitente. A pregnenolona € o primeiro esteroide sintetizado a partir do colesterol,
sendo o hormdnio precursor dos demais esteroides. Estudos em animais indicam que os niveis
de pregnenolona podem ser afetados pela atividade da HPA. Seus niveis alterados sao associados
a condi¢des de satide também identificadas na apneia, por exemplo, sintomas neuropsiquiatricos,
prejuizo cognitivo, disfungao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), altera¢des do sono e
do metabolismo lipidico. Tais manifestacdes clinicas permitem supor potencial relacdo entre
apneia e pregnenolona, no entanto essa suposi¢ao ainda nao foi testada. O objetivo desta pesquisa
sera avaliar potencial associacdo entre a apneia e os niveis séricos de pregnenolona. A presente

tese tem como finalidade a titulagao e conclusao do curso de doutorado.

Métodos: O delineamento transversal foi escolhido para testar a hipotese de potencial associagao
entre apneia e pregnenolona. A amostra foi selecionada consecutivamente a partir da populagao
de individuos atendidos em clinica do sono com suspeita de apneia moderada a grave e pressao
arterial sistdlica e/fou diastélica acima de 139/89 mm Hg. Os critérios de inclusdo para os
homens/mulheres foram, respectivamente, idade minima de 35/50 anos até o limite de 65 anos
com indice de massa corporal (IMC) <40kg/m?. Amostras de sangue foram coletados entre as 7 e
as 10 da manha e analisados por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Poligrafia
portatil e monitorizagdo ambulatorial da pressao arterial (MAPA) foram realizadas para
confirmacao dos critérios de elegibilidade. A apneia moderada/severa foi considerada pelo indice

de apneia-hipopneia (IAH) maior do que 14/30 eventos por hora de sono respectivamente.

Resultados e Interpretacdes: Resultados e consideragdes finais estarao disponiveis apds

publicagdo em periddico cientifico indexado a base de dados online.

Palavras-chave: Apneia-Hipopneia Obstrutiva do Sono - Hipertensao - Esteroides - Pregnenolona



ABSTRACT

Background: Obstructive sleep apnea (OSA) and hypertension affect hypothalamic—pituitary—
adrenal (HPA) axis activity. OSA is linked to changes in steroids which are synthesized from
pregnenolone, the first hormone produced from cholesterol. HPA activity affects pregnenolone

levels. We aim to evaluate this potential OSA-Pregnenolone association.

Methods: This cross-sectional study compares pregnenolone levels through severity OSA-groups
with uncontrolled hypertension. Inclusion criteria for both men/women were ages, respectively,
from 35/50 to 65 years old, with body mass index (BMI)<40kg/m?. Blood was collected among 7-
10 a.m. and was analyzed by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Home portable
polygraphy and ambulatory blood pressure monitoring were performed. Respectively, apnea-

hypopnea indexes of (AHI)>15/AHI>30 were considered moderate/severe OSA.

Findings and Interpretation: Results and final considerations available in a scientific journal

indexed to an online database after publication.

Keywords: Obstructive Sleep Apnea— OSA - Hypertension — Steroids — Pregnenolone
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INTRODUCAO

Globalmente, a prevaléncia da apneia obstrutiva do sono (apneia) varia
conforme a idade, em maiores de 18 anos ¢ em média de 24%, na faixa etaria de 60
e 85 anos atinge 84%, 90% em homens e 78% em mulheres.! No Brasil é estimado
cerca de 33% da populagao geral tenha indices de apneia-hipopneia (IAH) maiores
de cinco eventos por hora durante o sono. Na faixa etdria acima de 70 anos essa
prevaléncia aumenta atingindo cera de 95% dos individuos.? Caracteristicas como
idade avancada, sexo masculino e indice de massa corporal elevada contribuem
para maior ocorréncia da apneia.! A doenca € responsavel por sequelas
neurocognitivas e cardiovasculares,®*>¢ além de alterar padrdes de secrecao
hormonal.”#® Essas consequéncias sao relacionadas a fragmentacao do sono e a
hipdxia intermitente induzida pelas apneias/hipopneias.”!’ A hipdxia na apneia leva
a desregulacao do sistema hipotalamo-pituitdria-adrenal (HPA) demonstrada em
estudos humanos!! e animais,'? interferindo na liberacao de diversos hormonios.”%13

Hormonios esteroides sao originados em diferentes glandulas e tecidos
celulares esteroidogénicos, inclusive no sistema nervoso a partir do substrato
colesterol.'#151617 Tais hormonios, quando exercem efeitos no sistema nervoso sao
chamados neuroesteroides, por exemplo a pregnenolona.? A medida que aumenta
a idade, além da maior prevaléncia de apneia? ocorre comumente a diminuigao de
diversos hormonios, incluindo a pregnenolona.’®2 A diminui¢ao dos niveis de

pregnenolona impacta na capacidade de renovacdo e reparo celular,?'?> além de
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influenciar a producao e metabolizacao de seus derivados e metabolomas.? Por
outro lado, seu aumento tem demonstrado associagao a cogni¢ao, memoria, niveis
beta-amiloide, colesterol elevado e transtornos afetivos.??* Esteroides apresentam
niveis alterados em decorréncia de alteragao na fungao do eixo HPA.?* Tal disfungao
¢ identificada em muitas doengas inclusive na apneia em homens e mulheres."
Apesar da plausibilidade biologica, nenhum trabalho até o momento avaliou
a associagao entre a apneia e a pregnenolona. Essa lacuna do conhecimento, permite
considerar a hipotese de que os niveis séricos de pregnenolona podem estar
alterados em pacientes com apneia. Tal hipotese justifica a conducdo deste estudo,
visto que a investigacao das diferentes manifestacdes da apneia é relevante para a

medicina do sono.

REVISAO DE LITERATURA
SONO

A definigao de sono envolve a suspensao periddica natural da consciéncia
durante a qual ocorrem os processos de restaura¢do. A reparacao e regeneracao
cognitiva ocasionada pelo sono parecem ser essenciais para a manutengao da satde
e da homeostase.?> Nos mamiferos e nas aves a estrutura do sono ¢ caracterizada
por duas fases fisiologicas distintas como a fase de sono com movimentos rdpidos dos
olhos e a fase de sono sem movimentos ripidos dos olhos. Respectivamente, ambas as

fases de sono sao conhecidas pelas siglas REM e NREM do inglés rapid eyes movement
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e non-rapid eyes movement. O sono REM € o estado fisioldgico que inclui movimentos
rapidos dos olhos e atonia muscular. Na fase de sono NREM o tonus muscular é
presente e dividido em dois estados, sono leve e sono profundo chamado de ondas
lentas.?*?” O estado de sono leve tem duas fases a NREM 1 e a NREM 2 ou N1 e N2.
O estado de sono profundo ou sono de ondas lentas, também contempla duas fases
a NREM3 e a NREM 4 ou N3 e N4 e é caracterizado por grandes ondas delta.?”? Em
2007, a American Academy of Sleep Medicine (AASM)? desenvolveu um manual
para a classificacdo do sono e eventos associados. Uma das principais mudangas
ocorreram na classificagao dos estdgios de sono. Os estdgios S1 a S4 passam a ser
referidos como N1, N2 e N3, com N3 refletindo o sono de onda lenta englobando os
estagios S3 + 54. O estagio REM é referido como o estagio R.

A mudanca no ciclo sono-vigilia e entre os diferentes estagios do sono nao é
unidirecional, oscila entre 0 REM-NREM e vice-versa, acompanhada de mudancas
rapidas nas ondas cerebrais e despertares.’® Em todas as espécies NREM e REM
alternam de forma ciclica, com NREM sempre precedendo REM. Os estagios do
sono NREM compreendem 75% e o REM 25% do tempo de sono. Mudangcas
abruptas no ciclo sono-vigilia ocasionadas pelas atividades sociais como trabalho
em turnos, podem afetar a qualidade de vida dependendo do ritmo biologico de
cada um.??® A eletroencefalografia permite identificar os tragados tipicos de cada
fase do ciclo do sono representados no hipnograma da Figura 1 com uma

distribuicao das fases durante oito horas de sono noiturno.?”? Logo no inicio da
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noite, os primeiros ciclos NREM-REM sao dominados pelo sono de ondas lentas,
enquanto que os ciclos posteriores contém mais a fase REM. O sono de ondas lentas
e o0 REM apesar de maior parte da atengao nas pesquisas, € o sono leve (N2) que

compreende mais de 50% do periodo de sono.??

Figura 1 - Eletroencefalografia e os tracados tipicos de cada fase do ciclo do sono
com hipnograma e a distribuicao das fases durante um episddio oito horas de

sono.

Tracados do
eletroencefalograma Hipnograma

Vigilia A/ pmmg MW
REM AN/ Wi

PVVMM

Sono
leve

Sono -— 3 "J\,N\)vw/\/'\m/v«
profundo L 4W

NREM
f

0 8(h)

Tradugao e Adaptagao: Genzel L. Trends in Neurosciences. 2013.%

Na especial data, dois de outubro do ano de 2017, o prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina foi conquistado por trés investigadores ao descobrirem os
mecanismos moleculares de controle do ritmo bioldgico.*> A Figura 2 ilustra o ritmo

circadiano e as fungdes corporais por ele reguladas.?
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Figura 2 - Ritmo circadiano e a fisiologia humana nas diferentes fases do dia.

Estado de alerta elevado

Melhor coordenacgao

- - Tempo de reagao rapido
Rapido aumento da pressao arterial

Maior temperatura corporal
Liberacao de cortisol

Maior pressao arterial
Menor temperatura corporal

Sono profundo Secreciao de melatonina

Tradugao e Adaptagao: Nobel Prize Laureate 2017.%

Pode-se identificar na Figura 2 o ritmo bioldgico e sua influéncia em fungdes
como atividades comportamentais, niveis hormonais, sono, temperatura corporal e
metabolismo. Esse ritmo bioldgico ou “reldgio interno” foi estudado, incialmente,
no século 18 por meio da planta Mimosa pelo astronomo Jean Jacques d’Ortous de
Marian. O astronomo identificou a abertura e fechamento das folhas da planta,
conforme a presenga ou nao de luz solar. Ele experimentou colocar a planta na
escuridao e ela continuou com seu proprio ritmo de abertura e fechamento das
folhas. Tal observacao dava origem ao termo reldgio bioldgico.®

As alteragoes no padrao do sono com o avangar da idade sao consideradas
normais, no entanto, podem afetar a satide e a qualidade de vida. Alteragdes no
padrdao do sono englobam diferentes tipos de transtornos do sono ligados ao

aumento das taxas de morbimortalidade.® Os distarbios do sono estao agrupados
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em oito amplas categorias: 1) insonia, 2) hipersonias de origem central, 3)
parassonias, 4) transtornos relacionados ao ritmo circadiano, 5) transtorno de
movimento, 6) transtornos respiratorios, 7)sintomas isolados e variantes normais e,
8) outros transtornos.?3

A interagao bidirecional entre o eletroencefalograma (EEG) do sono e a
atividade endécrina em humanos e em varias espécies tem sido investigada.’®
Hormonios como peptideos e esteroides participam na regulacdo do sono por meio
da interagao entre hormoénio promotores do sono e dos prejudicais ao sono. Os
hormonios liberadores do hormodnio do crescimento sao os promotores do sono e os
hormonios liberadores de corticotrofina sao os prejudiciais ao sono.?* Alteragdes no
equilibrio da relagdao entre hormonios promotores e prejudiciais ao sono resultam
em modificacOes da atividade sono-enddcrina. Se as mudancas forem favoraveis aos
hormonios liberadores de corticotrofina ocorrem alteracoes do sono relacionadas ao
envelhecimento e a depressdao. O hormonio liberador de hormoénio do crescimento
€ responsavel por promover a fase do sono de ondas lentas. Ha controvérsias sobre
o efeito da corticotrofina na promocao da fase REM do sono.® A terapia com
antagonista de receptores-1 de corticotrofina tem aplicagdes clinicas benéficas
identificadas na depressao na pesquisa basica.*

Perturbacdes do ciclo sono-vigilia sdo comuns na depressao. Também,
servem como marcador bioldgico sensivel da funcao cerebral e como preditores de

resposta ao tratamento e recidiva da depressao.* Insonia e hipersonia sdo, além de
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sintomas sao critérios diagnosticos de depressao.’® Na depressao as mudangas mais
comuns na arquitetura do sono sao o aumento na densidade do sono REM e a
diminuigdo no sono de ondas lentas.®® A farmacoterapia para depressao e para
insonia pode piorar a qualidade do sono, além de causar ou agravar a apneia,
sindrome das pernas inquietas e distarbio comportamental de sono REM.%*

Fisiologia, habitos e modifica¢gdes no sono ocorrem concomitante ao avangar
da idade.”” No envelhecimento, porém, a necessidade reduzida e a diminuicao da
capacidade restaurativa do sono ainda € debatido.” Além da necessidade de melhor
entendimento das alteragdes do sono relacionadas a idade, também permanecem
necessarios estudos que investiguem se caracteristicas estruturais e funcionais do
cérebro influenciam o sono ou se sao provocadas pelo sono.”

Revisao publicada em 2017%” demonstrou o afinamento cortical em regides
frontais relacionado a menor qualidade do sono, a hipdxia noturna e ao tempo de
sono reduzida em adultos. Essas regioes frontais estao envolvidas na geracao de
ondas lentas nas redes frontoparietais, implicadas no controle cognitivo e na
consolidagdo de memoria em regides do hipocampo. Adicionalmente, a ma
qualidade do sono esta associada a altos niveis de beta-amiloide e a reduzida
conectividade na rede de modo padrao, rede interrompida no caminho para a
doenca de Alzheimer (DA).

O alcance de uma melhor consolidacao do sono demonstrou atenuar o alelo

Apolipoproteina-E, genotipo associado a diminui¢do de roncos e da apneia em
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adultos mais velhos sem deméncia, declinio cognitivo e emaranhados
neurofibrilares bem como ao desenvolvimento da DA 3340

Perturbagdes do sono e do ritmo circadiano sao condigdes para o prejuizo da
aprendizagem e da memoria, ambos dependentes do hipocampo.* Tais
perturbacdes ocorrem precocemente na progressio da deméncia, precedendo o
comprometimento  cognitivo.# O desafio no tratamento da doenga
neurodegenerativa € a identificagao de estratégias para preveni-las ou retarda-las,
porque o diagnostico geralmente ocorre em estdgio avancado.* As manifestagoes
prodromicas do sono nas doengas neurodegenerativas sao fatores que contribuem
para deteccao precoce e, provavelmente, para terapéutica mais efetiva.®

Restri¢ao e desorganizagao do sono por mais de um dia pode exercer efeitos
especificos na cognicao.* Tais efeitos ocorrem devido a supressao da neurogénese
no hipocampo por meio da agao dos glicocorticoides e das citocinas inflamatorias.*

O aumento da sonoléncia diurna esta correlacionado com comprometimento
funcional®? e é fator de risco independente para deméncia mesmo controlando para
a idade.®** O rastreamento de altera¢des do sono e do ritmo circadiano se tornara,
progressivamente, necessdrio nas estratégias de prevencao e redugao do prejuizo
neurocognitivo, similarmente a pratica ja estabelecida em doencas como diabetes,

hipertensao ou hiperlipidemia com seus exames de rotina.*
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APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO (APNEIA)

Os transtornos respiratorios do sono interferem no bem-estar, na autoestima
e na qualidade de vida dos individuos.* Sao considerados como qualquer alteragao
respiratoria durante o sono. Tais alteracdes podem ter origem central quando a
causa € relacionada ao sistema nervoso central e origem obstrutiva quando envolve
alteracdes no nivel da faringe.>

Entre os transtornos respiratdrios do sono estd a sindrome da
apneia/hipopneia obstrutiva do sono (apneia). Devido a elevada prevaléncia e
grave repercussao sistémica, a apneia € reconhecida como um grave problema de
satude publica apesar de subdiagnosticada e pouco reconhecida.?3*

A apneia é definida pela interrup¢ao completa do fluxo de ar por no minimo
10 segundos e a hipopneia pela redugao parcial de 50% do fluxo acompanhada de
dessaturagao da hemoglobina maior que 3% e/ou de evidéncia de despertares no
eletroencefalograma.*#4 Apneias e hipopneias sao diferentes em grau de
obstrucao da faringe, mas apresentam a fisiopatologia e o impacto clinico de forma
semelhante.?46

Globalmente, a prevaléncia geral da apneia em ¢ alta, segundo resultados de
meta-analise com base em 24 estudos. Para o indice de apneia/hipopneia (IAH)
maior do que cinco eventos por hora, a prevaléncia geral na populagao maior de 18
anos de idade varia cerca de 9% a 38%, sendo maior nos homens. Grupos com idade

entre 60 e 85 anos, a prevaléncia geral atinge 84%, sendo 90% em homens e 78% em
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mulheres. Considerando IAH>15, a prevaléncia na populacao geral varia entre 6%
a 17%, sendo de 36% em grupos de idade mais avangadas.!

A prevaléncia da apneia € mais elevada nas mulheres com obesidade quando
comparadas as nao obesas. Maiores proporc¢oes de apneia leve sao identificadas no
sexo feminino, enquanto, o grau moderado/grave predomina em homens. No
entanto, em ambos os sexos a prevaléncia de apneia moderada/grave é mais elevada
na obesidade do que nos casos de sobrepeso unicamente. Em sintese, caracteristicas
como idade avangada, sexo masculino e indice de massa corporal aumentado
contribuem para maiores propor¢des da apneia na populacao.!

No Brasil 33% da populagao geral e 95% de individuos com mais de 70 anos
tem JAH>52 A doenca ¢ responsavel por sequelas neurocognitivas e
cardiovasculares.>*>¢ A apneia altera padrdoes de secrecio hormonal e
comportamento sexual.”®? Alteragdes hormonais sao relacionadas a fragmentacao
do sono e a hipdxia intermitente induzida pelas apneias/hipopneias.”!* Estes
episodios repetidos de hipoxia na apneia podem ocasionar a desregulagao do
sistema hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).!"'? Tal desregulacao do eixo HPA
interfere na liberagao de diversos hormonios, incluindo os niveis plasmaticos dos
metabdlitos de pregnenolona.’?

Além da alta prevaléncia a apneia € um relevante problema de satde ptiblica
devido as sequelas neurocognitivas e cardiovasculares. Anormalidades na

anatomia da faringe, na fisiologia do musculo dilatador das vias aéreas superiores
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e na estabilidade do controle ventilatério sao causas importantes de colapso
repetitivo da faringe durante o sono. Esse colapso frequente na faringe provoca
despertares recorrentes durante o sono, levando a sonoléncia e aumento do risco de
acidentes automobilisticos e ocupacionais. A hipoxemia, hipercapnia e a liberacao
de catecolaminas condicionadas por essa desordem sao fatores potenciais para o
desenvolvimento da hipertensao arterial sistémica (hipertensao).>

A obstrugao ou resisténcia nas vias aéreas superiores ocorrem devido a perda
do tono muscular faringeo durante sono. Adicionalmente, a obstrugao total e parcial
conduz aos despertares relacionados ao esforco respiratério. Os despertares
relacionados ao esforgo respiratorio durante o sono é chamado de RERA, do inglés
“Respiratory Effort-Related Arousals”. O RERA é considerado um estdgio inicial
podendo evoluir para a apneia. No entanto, mesmo nesse primeiro estagio causa a
fragmentacgao do sono e alteragdes nos niveis da pressao arterial (PA).2845051

A Figura 3, ilustra as estruturas anatomicas envolvidas na obstrucao parcial
e completa das vias aéreas, respectivamente, resultando em apneia e hipopneia.*Os
eventos de perturbagao respiratdria sao interrompidos pelo despertar, permitindo

o retorno da ventilagao e a normaliza¢ao da oxigenacao arterial.*?
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Figura 3 - Estruturas anatomicas envolvidas na obstrucao parcial e completa das

vias aéreas.
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Tradugao e Adaptagao: Somers VK et al. JACC. 2008.

A abertura das vias aéreas superiores ¢ determinada pelo balango entre a
atividade dos mussculos dilatadores e a pressdao de succao intraluminal negativa da
faringe durante a inspiracdo.”> A pressao critica de colapso € a pressao negativa
necessaria para provocar o fechamento da via aérea. A média e o desvio padrao da
pressao critica de colapso estao representados abaixo (Figura 4) para cada individuo
pertencentes aos grupos sem transtorno respiratdrio, roncadores e com

hipopneia/apneia.>
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Figura 4 - Média e o desvio padrio da pressao critica de colapso estiao
representados em grupos sem transtorno respiratdrio, roncadores e com
hipopneia e apneia.
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Adaptacao: Tufik, S. Medicina e biologia do sono. 2008.%

Nos individuos sem o transtorno, a faringe € pérvia com pressao intraluminal
ao nivel atmosférico. O seu fechamento ocorre apenas em valores negativos
acentuados, abaixo de -10 cm H20. Nos pacientes com apneia o colapso da faringe
ocorre mesmo quando a pressao intraluminal € acima da atmosférica.?2

Embora a maioria dos mamiferos tenha suporte esquelético rigido na via
aérea superior, a regiao atrds da lingua e do palato mole ndo tem muito suporte
0sseo. Sem esse suporte rigido a via aérea superior nos humanos é mantida
principalmente pela atividade muscular e pela estrutura dos tecidos moles.>3% Os

tecidos moles e 0os musculos dessa regido sao importantes para a motilidade da
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laringe, deixando o osso hioide sem suporte rigido. Tais condi¢Oes estruturais
favorecem a vulnerabilidade da via aérea.>*

Ao iniciar o sono ha mudanga na atividade dos musculos dilatadores da
faringe propiciando o episddio seminal para o colapso da faringe em individuos
suscetiveis.®® Esse colapso da via aérea leva aos despertares recorrentes para
restauracao da permeabilidade da faringe.%% Tais despertares frequentes
favorecem a ativagao do sistema nervoso simpatico e a fragmentagao do sono.?5%
Na Figura 5 os mecanismos envolvidos na promocao do colapso da faringe e os
relacionados a manutengao de sua permeabilidade sao apresentados.>? Apesar da
atividade muscular dilatadora aumentar a medida que a apneia progride, esse
aumento, geralmente ¢ insuficiente para restabelecer a permeabilidade da
faringe.®*! A permeabilidade ndo restaurada impede o fluxo normal respiratério e
o paciente desperta durante a noite repetidamente. O estimulo preciso para causar
o despertar é questionado. Grande parte dos pesquisadores sugere a combinacao

do aumento do esforgo respiratdrio em associacdo com hipdxia ou hipercapnia.?!
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Figura 5 - Mecanismos envolvidos na promoc¢ao do colapso e na manutencao da

permeabilidade da faringe.
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Tradugao e Adaptagao: Malhotra A & White DP. Lancet. 2002.3

A sindrome da apneia-hipopneia obstrutiva do sono é definida pelo achado
de mais de cinco apneias ou hipopneias por hora com sintomas de sono
perturbado.? Sua gravidade é classificada de acordo com o indice de apneia e
hipopneia (IAH) determinado pela divisao do numero total de episddios de apneia
e hipopneia pelo nimero de horas de sono. Classificacdes da gravidade da apneia

podem ser visualizadas abaixo (Tabela 1).2834

Tabela 1 - Classificacdes da gravidade de indice de apneias e hipopneias (IAH)

Normal Atéb

Leve Entre 5 - 15
Moderada 16-30
Grave >30

Adaptacao e Tradugao: American Academy of Sleep Medicine - AASM:
International classification of sleep disorders. 2005.3
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Entre os sinais e sintomas sugestivos de apneia sao o ronco, as apneias
testemunhadas ou observadas, paciente ofegante, obesidade (especialmente a
circunferéncia do pescogo), hipertensdo, sonoléncia excessiva diurna, histdria
familiar, amigdalectomia prévia e sono nao restaurador.>® Os fatores de risco e
mecanismos predisponentes para a apneia podem ser visualizados abaixo (Tabela
2). A obesidade predispoe o risco para apneia, provavelmente pela diminuicao do

tamanho da via aérea faringea ocasionada pelo aumento do peso. 3%

Tabela 2 - Fatores de risco e mecanismos predisponentes a apneia.

Fatores de risco Possiveis mecanismos

Sexo masculino Anatomia, controle ventilatorio
Envelhecimento Anatomia, prejuizo do reflexo neural
Obesidade Anatomia, estabilidade do controle ventilatorio
Menopausa Desconhecido, possivel anatomia

Raga negra Desconhecido, possivel anatomia

Alcool Atividade do musculo dilatador prejudicada
Tabagismo Inflamacao das vias aéreas, edema ou ambos

Malhotra A, White DP. Lancet, 2002.3

O auge de prevaléncia da apneia estd na faixa etaria dos 50 aos 60 anos,
podendo ocorrer em qualquer idade. A Figura 6 facilita a visualizagdo da

transcendéncia e da magnitude da apneia.?$2
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Figura 6 — Prevaléncia (%) de individuos com indice de apneia-hipopneia

do sono maior do que 5 eventos por hora (IAH >5).
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Adaptagao e Tradugao: Tufik S & Bittencourt LRA. Sleep Medicine. 2010.52

Os homens sao acometidos cerca de duas vezes mais que as mulheres na
faixa dos 40 anos.?®¢> As mulheres apresentam mais essa condi¢ao no periodo pos-
menopausa.®® No periodo senil, a prevaléncia se iguala para ambos os sexos (Figura
6).

Apesar da alta prevaléncia de apneia, sua propor¢ao pode ocorrer
diferentemente em homens e mulheres.®%%¢ Suas manifestagdes clinicas podem se
diferenciar, também, devido a sua fisiopatologia, sinais, sintomas e gravidade da
doenca.”*®” Por exemplo, a prevaléncia de ronco em mulheres aumenta mais

tardiamente ao serem comparadas aos homens, apds a menopausa.®
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Tais diferencas de sexo na apneia, apesar de pouco investigadas, sao
frequentemente atribuidas aos efeitos hormonais, diferencas anatomicas e
fisiolégicas da via aérea superior, diferentes mecanismos respiratorios e
distribuicdo corporea de gordura.®®®¢.70 Adicionalmente, o sexo feminino pode
apresentar menor frequéncia de roncos comparadas aos homens, devido ao estigma
social associado ao sintoma, desconstruindo determinado esteredtipo feminino
tipico ou, considerando o ronco com maior gravidade nos homens.*#¢ Esse cendrio
das diferentes manifesta¢des da apneia entre sexos podem levar ao subdiagnostico,
ao diagnostico de outras doengas e a inadequada conducao da avaliagdo para apneia
em mulheres.”

A ruptura no padrao de sono pode alterar os ritmos circadianos hormonais”
e o comportamento sexual.” Estudo em roedores do sexo masculino submetidos a
privagao do sono demonstrou niveis mais baixos de testosterona e pior viabilidade
de esperma ao comparar com grupo controle.””?

Em mulheres com disturbios do sono tiveram, significativamente, maior
prevaléncia de disfungao sexual.””* A duragao e a qualidade do sono noturno,
também foram associadas a fungao sexual feminina.”” Na apneia grave, mulheres
tanto no periodo da pré-menopausa quanto da pos-menopausa foi associada a
disfungao sexual e aos menores niveis hormonais de progesterona e estradiol.” A
terapia com aparelho de CPAP para ambos os sexos, no entanto, ndao alterou o

estado hormonal no longo e no curto prazo.”””
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Niveis de progesterona em mulheres na pré-menopausa podem favorecer a
associagao entre apneia e disfuncdo sexual.”® Tanto os estrdgenos, quanto os
progestagenos foram caracterizados, geralmente, como protetores contra o
desenvolvimento da apneia em mulheres, no entanto ambos hormonios estdo
diminuidos nessa sindrome.” A progesterona estimula, diretamente, a pulsacdo
respiratoria através do aumento da resposta ventilatoria tanto a hipercapnia quanto
a hipoxia.” A progesterona pode melhorar a atividade do musculo dilatador das
vias aéreas superiores® e reduzir a resisténcia das vias aéreas.” O aumento esperado
da progesterona com a gravidez parece atenuar a gravidade da apneia
preexistente.®!

O sono ¢é essencial para a reproduc¢ao humana e para a vida sexual. Quando
nao reparador parece reduzir o desejo sexual nas mulheres.” Embora a apneia e a
homeostase hormonal nas mulheres tenham sido negligenciados, a apneia
influencia negativamente a fun¢ao sexual, bem como os niveis de progesterona e
estradiol.” Na sindrome do ovario policistico a incidéncia de apneia parece
aumentada, assim como suas consequéncias no longo prazo: resisténcia a insulina,
doencas cardiovasculares e depressdo.” Estudos recentes sugerem que doengas do
sono como a apneia podem estar relacionadas aos abortos espontaneos devido a sua
coexisténcia com sindrome de ovario policistico e excesso de peso. Os divergentes
resultados sobre os efeitos da apneia nos hormonios sexuais apontam para a

necessidade de estudos adicionais.”82
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A privacao do sono nos disturbios associados a sonoléncia diurna excessiva,
como apneia, narcolepsia e hipersonia idiopatica, elevam as citocinas pro-
inflamatorias interleucina (IL)-6 e o fator de necrose tumoral (TNF). Porém, o
cochilo diurno ap6s uma noite de perda total do sono parece ser benéfica tanto para
a supressao da secrecao de IL-6 quanto para a melhora do estado de alerta.” Tais
resultados indicam o efeito de mediacao da IL-6 e do TNF na sonoléncia diurna
excessiva em humanos e o papel do eixo HPA na estimulacao do despertar.”#

Transtornos obstrutivos do sono, além de causar aumento do trabalho
respiratorio, levam a fragmentagao do sono. Sono fragmentado ocasiona sensagao
de sonoléncia diurna, fadiga, diminuicdo da libido, cefaleia e alteracdo de
humor/ansiedade, déficit de concentracao, irritabilidade e apatia.?® Na Figura 7 é

demonstrada a relacao entre tempo de sono em horas e razdo de mortalidade.

Figura 7 — Grafico demonstrativo da relacao entre tempo de sono e razio
de mortalidade.
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Tradugao e Adaptagao: Youngstedt SD & Kripke DF. Sleep Medicine Review, 2004.4°
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O tempo de sono em média de 7 horas ao dia indica a menor razao de
mortalidade, tanto em homens quanto em mulheres (Figura 7).2 Tempo de sono
reduzido ou aumentado se associou ao maior risco de mortalidade, entre 30% e

40%.25%

Apneia e as Consequéncias Cardiovasculares

Os transtornos respiratérios do sono também podem explicar muitas
alteragdes bioquimicas, hematoldgicas e fisioldgicas da hipertensao.?® Sao
considerados fatores de risco para desenvolvimento da hipertensao e de desfechos
cardiovasculares desfavoraveis os transtornos do sono?%% devido ao esforco
respiratorio,” hipoxemia e aumento da atividade simpdtica.4%8 A Figura 8
demonstra o registro da atividade neuro-simpatica, respiratdria e da PA durante
trés minutos do estagio II do sono. Os tragados da PA e da atividade simpatica
apresentam oscilagdes caracteristicas de resposta as apneias repetitivas. Estas
oscilagdes ocorrem continuamente em todos os estagios do sono. 2%

Os barorreceptores carotideos sao estimulados pelas variagoes de PA nos
episodios de apneias, diminuindo a sensibilidade do estimulo barorreflexo e,
consequentemente elevando a atividade simpatica. Possivel mecanismo do

desenvolvimento da hipertensdo em pacientes com apneia.?
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Traducao e Adaptacao: Somers VK, et al. ] Clin Invest, 1995.

Individuos com apneia apresentam em cada episoddio elevagao da PA%
devido a descarga simpatica ocasionada pelo despertar e pela hipoxia.?® A atividade
simpatica alterada durante o sono se prolonga na vigilia, justificando possivel
manutengao da hipertensdao durante o dia.*

Altos niveis de atividade nervo simpatica sao apresentados pelos pacientes
com apneia. A Figura 9 ilustrado a atividade neuro-simpatica durante a vigilia em
pacientes com apneia obstrutiva do sono e em controles pareados.?s% Apos anos de
estudos e associagOes entre hipertensao e apneia, a apneia obstrutiva do sono foi
incluida como causa identificavel de hipertensao no Joint National Committee
Seven Report.2#%% No entanto, a relacao fisiopatoldgica entre a hipertensao e a

apneia nao esta elucidada totalmente.?
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FIGURA9
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Traducao e Adaptacgao: Somers VK, et al. ] Clin Invest, 1995.

Apneias simuladas foram analisadas em caes submetidos a oclusao da
traqueostomia durante a noite por trés meses. Quando a hipodxia se instalava, os
animais acordavam e, a valvula se abria imediatamente. Tal intervencao resultou
no desenvolvimento de hipertensao diurna e noturna. Para confirmar se a origem
da hipertensao ocorreu em fungao das apneias ou dos repetidos despertares, seis
meses depois, o grupo de caes foi submetido a despertares provocados por ruido.
Somente o despertar foi suficiente para o desenvolvimento da hipertensao

noturna.?



34

Apneias relacionadas ao sono REM sdo tipicamente longas, com elevado tono
simpatico e associadas a dessaturac¢des intensas de oxihemoglobina. Apneias na fase
de sono REM sao associadas a hipertensao incidente ou de inicio recente.?'%2

A associacdo da apneia aos desfechos cardiovasculares desfavoraveis é
passivel de interpretagao cautelosa frente aos diferentes achados. Tal associagao tem
sido confirmada em estudos observacionais ha aproximadamente trés décadas com
populacdo geral e de clinicas do sono.” Estudos em animais e humanos sugerem
que os mecanismos fisioldgicos na relagao da apneia e as doencas cardiovasculares
sao a hipoxemia e hipercapnia intermitente e os despertares recorrentes durante o
sono.” O aumento da atividade nervosa simpatica parece ser o mecanismo mais
fortemente implicado nos efeitos da apneia com boa evidéncia no prejuizo da
homeostase da glicose, inflamagao vascular e no estresse oxidativo. *>%

Modestas redugoes clinicamente significativas na PA com o tratamento da
apneia sao identificadas durante o sono.”>?*" Tal efeito pode resultar na reducao do
risco de infarto do miocardio e acidentes vasculares cerebrais. No entanto ECR
permanecem necessarios para confirmar a redugao do risco cardiovascular.

Estudos metanalise”® e ECR*” demonstram resultados negativos do efeito do
tratamento da apneia com CPAP na redugao de desfechos cardiovasculares. Por
outro lado, ao analisar tais evidéncias com cautela ha possibilidades de substancial
importancia clinica caso a redugao de risco seja real ao alcangar uma adesao

suficiente ao tratamento e ao analisar pacientes com alto risco para apneia
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obstrutiva do sono. Achados atuais na literatura apontam racional forte para ECR
adicionais, participantes cegados, com alto rico para apneia e adesao adequada ao
CPAP.” A principal indicacdo para o tratamento da apneia até 0 momento ¢ para o
controle de sintomas como sonoléncia, qualidade de vida, ansiedade e
depressao!®

Individuos com hipertensiao arterial resistente tém maior risco
cardiovascular. Costumeiramente, aos pacientes que nao respondem ao tratamento
anti-hipertensivo se atribui a insuficiente adesao a terapéutica. Ha evidéncias, no
entanto, para considerar a existéncia de apneia do sono quando a PA for de dificil
controle. A apneia pode causar um efeito contrario a eficicia do tratamento anti-
hipertensivo.?$1!

Elevada prevaléncia de apneia é identificada entre pacientes com hipertensao
resistente. Resultados da avaliagcio de 1485 pacientes com apneia do sono
submetidos a polissonografia indicam que individuos com PA ndo controlada tem
significativamente apneia mais grave comparados aos pacientes com bom controle
pressorico, considerando fatores de confusdo.'? A maior prevaléncia de apneia é
identificada nos pacientes com hipertensao resistente (78%) comparados aqueles
com pressao controlada (48%).21%

A prevaléncia da apneia (IAH>10 eventos por hora) entre os hipertensos
resistentes tem sido identificada entre 71%'% e 83%!%. Nos pacientes com

hipertensdo controlada a prevaléncia foi de 38%." Na populacao de hipertensos
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atendidos em ambulatorios especializados a prevaléncia foi identificada em 78%.1%
A cada episddio adicional de apneia/hipopneia por hora de sono é estimado um
aumento de 4% no risco da ocorréncia de hipertensao'® e a cada 10 pontos no IAH,
um risco adicional de 11%.%517 A curva de dose-resposta entre o IAH e a prevaléncia

de hipertensao resistente ¢ ilustrada na Figura 10. 23104

FIGURA 10
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Tradugao e Adaptacao: Gongalves SC, et al. Chest, 2007.

Hiestand e colaboradores identificaram, em 1506 individuos, alto risco de
apneia do sono em 31% dos homens e 21% das mulheres.® A apneia do sono esta
associada independentemente a lesdes em O&rgaos-alvos dos pacientes com

hipertensao, no entanto, ainda subdiagnosticada e subtratada. 21
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A hipertensdao arterial pode ser a base para as demais consequéncias
cardiovasculares da apneia e estd comprovadamente relacionada a hipoxia
intermitente.® Entre as consequéncias da apneia do sono, além da hipertensao, estao
a insuficiéncia cardiaca congestiva, a cardiopatia isquémica, a hipertensao arterial
pulmonar'®e as arritmias.®!° O comité do National Heart, Lung, and Blood
Institute sugere que a correcao dos déficits de conhecimento dos profissionais da
saude sobre as consequéncias dos transtornos do sono nas cardiopatias pode trazer
beneficios aos individuos para ambas as condigoes. !

Estudo realizado durante 15 anos acompanhou, em média 5.3 anos, 10.701
adultos com apneia do sono diagnosticada por polissonografia. Seus achados
apontam a apneia como uma condigao prevalente e como um fator de risco para a
morte cardiaca stubita. A presenca dessa condi¢ao prediz a incidéncia de morte
cardiaca subita. A magnitude desse risco € prenunciada por multiplos parametros
que caracterizam a gravidade da apneia.?!1

Os fatores preditores da morte cardiaca subita sao a idade maior do que 60
anos (Razdo de risco: 5.53), o indice de apneia-hipopneia maior do que 20 (razao de
risco: 1.60), a média de saturacao de oxigénio noturna menor do que 93% (Razao de
risco: 2.93) e a saturagao de oxigénio noturna menor do que 78% (Razao de risco:
2.60). Hipoxemia noturna € uma caracteristica importante da apneia e fortemente
prediz a morte cardiaca subita independente dos fatores de risco bem estabelecidos

como idade, hipertensao, doenca arterial coronariana ou insuficiéncia cardiaca,
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taquicardia ventricular ndo sustentada ou ectopia ventricular e menor saturacao de

oxigénio noturna.?®12

Apneia e o Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

A disfuncao do eixo HPA pode ser secunddria aos transtornos do sono como
a apneia, levando a complicagdes'® como alteragoes hormonais. Por exemplo,
progestagenos como pregnenolona e glicocorticoides enddgenos estao alterados
pela disfunc¢do do eixo,? apesar de seus conhecidos efeitos de inibigao da secregao
de TNF-alfa.4

A apneia afeta estruturas reguladoras do eixo HPA como hipocampo e
amigdala'’® levando a hiperativacao do eixo HPA! e a ma adaptagao do sistema
neuroenddcrino.!’® Alteragdes no hipocampo contribuem para o desenvolvimento
da depressao, ansiedade e prejuizo cognitivo em pacientes com apneia em
comparagao ao grupo controle sem a sindrome.!"”

A hiperatividade do eixo HPA contribui para a expressao de algumas das
manifestag¢Oes clinicas da apneia como a sindrome metabdlica, insonia e depressao.
Estudos adicionais sao necessarios para explorar o papel do eixo HPA na etiologia
ou nas manifestagoes clinicas."'® Existem altera¢des no eixo HPA, na regulacao de
feedback e no hormodnio do crescimento em pacientes com apneia quando
comparados ao grupo de pacientes obesos sem apneia. Essas anormalidades estao

relacionadas a variagao da estrutura do sono e a hipoxia noturna.!*®
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H4 consisténcia entre estudos ao apontar modificagdes nos niveis séricos e
nos padroes de secrecao de varios hormodnios devido a fragmentagao do sono e aos
frequentes despertares promovidos pela apneia.” Despertares noturnos estao
associados a ativacao do eixo HPA e ativagao simpatica.!”? O efeito da hipdxia ocorre
sobre os neurotransmissores centrais que alteram o eixo HPA aumentando os
hormonios do estresse,” além do efeito sobre a secregao nas glandulas endocrinas
periféricas.!’® Entre os efeitos relacionados a hipercapnia estd o aumento dos
hormonios adrenocorticotroficos e adrenais. 312!

Os achados sobre a influéncia da apneia na atividade do eixo HPA sao
conflitantes em homens adultos obesos.'”? Apesar dessa inconsisténcia nos
resultados sobre a associagao!122123124125126127 oy ndo associagao'?!?’ da apneia e o
eixo HPA parece haver uma tendéncia na dire¢do da evidéncia favorecendo essa
relacdo. A direcao da evidéncia é observada mesmo com diferentes delineamentos,
tamanhos amostrais e diferentes métodos de avaliacao do eixo HPA. Tal observacao
favorece a associagao da apneia com a disfuncao do eixo HPA. O reconhecimento e
a compreensao das interagdes entre a disfungao local das vias aéreas superiores e
suas consequéncias enddcrinas sao vitais.”

Individuos com  apneia  apresentam  hiperresponsividade da
adrenocorticotrofina (ACTH) em resposta a corticotrofina (CRH) devido a hipdxia
intermitente e a alteragao no controle neural da fungao corticotrofica induzidas pelo

sono.?* A privagao do sono esta associada a ativacao do eixo HPA,* bem como
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episddios repetidos de hipdxia na apneia podem ocasionar a desregulagao no eixo
HPA.2 O eixo HPA hiperativado contribui para doencas secundarias como
hipertensao, depressao, insonia e resisténcia a insulina.!’

O eixo HPA ativado estimula o sistema nervoso simpatico na secregao de
catecolaminas enddgenas. As catecolaminas levam a hipertensao e estao associadas
a fatores de risco cardiovascular.’® Esse processo também explica a relacao entre a
depressao e as doengas cardiovasculares.’®1%? Disfun¢des neuroenddcrinas na
depressao sao relacionadas a alta atividade do eixo HPA a ao aumento da atividade
simpatica. A depressao € fator de risco independente para mortalidade
cardiovascular.!® Proporcao significativa de pacientes com distirbio depressivo
maior também manifesta desregulacao do eixo HPA.133134135136

Fatores de risco cardiovascular como colesterol e indice de massa corporal
estdao associados a trés componentes do eixo HPA em populacao de 1134
adolescentes de 17 anos: 1) cortisol plasmatico total, 2) adrenocorticotrofina
plasmatica e 3) globulina de ligacdo aos corticosteroides.' A associacdo do risco
cardiovascular ao eixo HPA permanece significante mesmo apds ajuste para fatores
de confusao potenciais como peso ao nascer, idade gestacional, IMC, sexo, uso de
contraceptivos orais, tabagismo, consumo de alcool, padrdes alimentares, atividade
fisica e renda familiar.'>”

O cortisol plasmatico total se associa aos fatores de risco: PA sistdlica,

proteina C reativa de alta sensibilidade, colesterol total, HDL e triglicerideos. O
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ACTH plasmatico apresentou associagao aos niveis de proteina C reativa de alta
sensibilidade. A globulina de ligacao aos corticosteroides se associou ao marcador
inflamatdrio proteina C reativa de alta sensibilidade, ao HDL, LDL e ao colesterol
total. Nenhum dos trés parametros do eixo HPA se associaram ao IMC ou a
resisténcia insulina.'¥’

Os trés parametros foram medidos as 10 horas da manha apds periodo de
jejum. Tais achados, na populacao de adolescentes, sustentam a hipdtese de que a
ativacao do eixo HPA pode afetar o sistema cardiovascular. O efeito do eixo HPA
no sistema cardiovascular ocorre devido a alteracdo na funcao endotelial via
elevacao da PA, altos niveis de proteina C reativa de alta sensibilidade e a acao dos
glicocorticoides nos lipideos circulantes. Portanto a hiperativagao do eixo,
provavelmente, nao ocorre devido a deposi¢ao de gordura visceral ou devido ao
aumento da resisténcia a insulina.!¥”131%

A razao dos niveis séricos de colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) e de alta densidade (HDL) em associagao aos eventos cardiovasculares tem
sido matéria de grande interesse.!® Esta associacdo foi avaliada em 30 pacientes
antes e apos 6 meses de terapia com CPAP comparados a 11 controles pareados por
sexo e idade, ambos grupos com apneia.*® A razao de colesterol LDL/HDL
apresentou correlacao positiva de 0.28, P<0.001, com o IAH e correlagao negativa de
0.30, P<0.001, com a menor saturacao arterial de oxihemoglobina, contribuindo em

parte para risco aumentado de eventos cardiovasculares em individuos com
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apneia."? Tanto o IAH, quanto sua gravidade e a menor saturagao arterial de
oxihemoglobina estdao associadas de forma independente a razao de colesterol
LDL/HDL.1* Esta razao de lipoproteinas diminuiu no grupo experimental apos seis
meses do uso do CPAP, P=0.02, contrariamente ao grupo controle, P=0.81.14

Em ratos, ocorre aumento na concentragao de corticosterona plasmatica
proporcional a duracdo da hipdxia intermitente, entre 1 até 4 dias. A secregao
elevada de corticosterona, em parte, parece ocorrer via mecanismos associados a
ativagao do monofosfato de adenosina (AMP) ciclico e enzimas esteroidogénicas.!#!
Hipdxia simulada em ratos neonatos!*> demonstrou aumentar resposta da
corticosterona, mas nao de aldosterona, ao ACTH. Tal efeito pode ser mediado pelo
aumento nos controladores de transporte mitocondrial de colesterol, por exemplo,
a proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) e a proteina receptora
periférica de benzodiazepinicos. O aumento da resposta da corticosterona ao
aumento agudo da ACTH nos ratos filhotes, provavelmente, ¢ um componente
importante da adaptacao fisioldgica geral a hipdxia.

Em cultura de células animais foi identificado que reducao de oxigénio é
capaz de interferir na atividade de algumas enzimas P450.14 Podemos observar na
manifestacdo da apneia pela hipdxia um potencial prejuizo no processo de
esteroidogeénese. 4114214314 Apesar de resultados divergentes dobre o aumento ou
diminuicao de enzimas e hormodnios, ha consisténcia em relacao a existéncia da

alteracdo no processo de esteroidogénese. Tais diferencas nos resultados podem
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ocorrer devido as diferentes técnicas empregadas, por exemplo, cultura de células
em diferentes tipos de tecidos, niveis sanguineos, além de diferentes modelos

animais e fases de desenvolvimento.

Apneia e Transtornos afetivos

A relagao entre apneia, ansiedade e depressao nao é totalmente conhecida.
A frequéncia de ansiedade é¢ maior em pacientes com apneia do que na populacao
geral. Adicionalmente, pessoas com doenga mental grave definida como transtorno
depressivo maior, bipolar e disturbio de espectro da esquizofrenia tem alta
prevaléncia de apneia.'*® A apneia tem sido associada as doencas psiquidtricas,'® e
podem afetar a qualidade de vida e a adesdao ao CPAP. ¢ A apneia pode resultar
em deterioracdo neurocognitiva e de humor em pessoas com problemas de satide
mental por meio da hipdxia intermitente e das interrupg¢des do sono. 4614

Revisao sistematica'* de 48 estudos sobre apneia em diferentes disttiirbios
psiquidtricos identificou insuficientes evidéncias que a apneia estd elevada nos
individuos com esquizofrenia e outros disttrbios psicéticos, transtornos de humor
e transtornos de ansiedade. Também considerou limitadas as evidéncias para maior
prevaléncia da apneia em individuos com disttirbio depressivo maior e transtorno
do estresse pds-traumatico, todavia estudos adicionais permanecem necessarios.
No entanto, a dire¢ao das evidéncias aponta o tratamento da apneia para alcangar

desfechos psiquiatricos mais favoraveis, além da melhora das apneias.!4
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A conexao entre apneia e disturbio depressivo é acompanhada por trés
fatores: obesidade, hipertensao e diminui¢do da qualidade de vida. Estes fatores
estdo associados a processos inflamatorios.!* Individuos com apneia e transtorno
depressivo maior apresentam episddios de depressao mais graves e mais longos.'*

Mesmo com limitadas informacdes sobre o efeito do CPAP nos sintomas
depressivos o tratamento com CPAP deve ser indicado para apneia. Isoladamente,
nao parece eficaz para diminuir a gravidade dos sintomas depressivos. '

Em 1327 individuos chineses com apneia foi identificado, além de elevada
prevaléncia de sintomas depressivos, a associacdo significativa com o IAH,
hipoxemia, status solteiro e reduzido suporte familiar e social.'>!

Numerosos fatores podem contribuir para a associagao entre disturbios
psiquidtricos e a apneia. Na Figura 11 é apresentado um modelo com fatores
contribuintes para desregulacdes bioldgicas, psiquiatricas e metabdlicas que tanto

originam, pioram a apneia e que também sao afetados pela sindrome.!4
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Figura 11 - Proposta de fatores somatdrios para o desenvolvimento de sintomas
de instabilidade das vias aéreas superiores e de apneia obstrutiva do sono.
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Esse modelo é uma hipdtese geral para a coevolugdao da apneia em

transtornos psiquiatricos, e nem todos os aspectos estardo presentes em todos os

pacientes.'* Cada grupo de sintomas € um ponto de entrada independente para o

ciclo. Se nao for tratada a presenca de um fator de risco ocorre o aumento da

probabilidade de desenvolvimento sinérgico de mais sintomas em cada cluster,

resultando em apneia. As setas em negrito denotam as associagdes mais salientes

do modelo.146

O estresse oxidativo e nitrosativo, a inflamacdo e o desequilibrio de

neurotransmissores tém papel nas desordens psiquidtricas do tipo psicética, de

humor e de ansiedade. %412 Além de favorecer o surgimento dos sintomas
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psiquiatricos, alteraram as fungdes endocrinas e neurobiologicas associando os
transtornos psiquiatricos as doencgas cardiovasculares, diabetes e obesidade, as
quais sao trés preditores'‘® e desfechos de apneia.'* Conforme ilustrado na Figura
11 observamos, também, a estreita relacao entre a apneia e o sistema HPA e o papel
da apneia na origem dos transtornos psiquiatricos.

Individuos com apneia apresentam hipocortisolismo ao acordar e reducao
significante na concentracao de testosterona a noite quando comparados aos seus
controles.!® Tratamento de uma noite com CPAP nao alterou hormonios sexuais
como testosterona e estradiol plasmaticos e salivares em homens e mulheres com
apneia, permanecendo a necessidade de estudos que avaliem o efeito da terapia
com CPAP no longo prazo.’®* Pacientes sauddaveis, contrariamente aqueles com
apneia mantém a variagao fisiologica diurna de testosterona e cortisol com
concentragoes hormonais mais elevadas pela manha e concentragdoes mais baixas
durante a noite.®® A hiperatividade cronica do eixo HPA também est4 associada a
depressao'® e a depressao tem relagao causal em pacientes com apneia.!4%15157.158

Os desequilibrios no balango anabdlico-catabdlico diurno sugerem que a
apneia esta associada a desregulacao dos eixos hipotdlamo-pituitaria-adrenal e
hipotdlamo-pituitdria-gonadal, potencialmente a causa subjacente de algumas das
comorbidades neuropsicologicas observadas em pacientes com apneia.'> Este
estudo’™ é um dos vdarios que avaliaram o efeito da apneia sobre o eixo

HP A 11122123126127,159160,161,162163. Apesar de diferentes delineamentos, caracteristicas
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populacionais, horarios e frequéncias das coletas de sangue, no conjunto das
evidéncias, ha tendéncia na direcao das evidéncias para a associagdo entre a apneia
e o eixo HPA. Tal associagao explica em parte os sintomas depressivos, de
ansiedade e cognitivos, muito frequentemente fatores que levam os pacientes a

procurar profissionais especializados.

Apneia e Cognigao

Apneia é bem reconhecida como fator de risco para desordens
neurocognitivas, metabdlicas e cardiovasculares.!®416516167  Ademais suas
consequéncias implicam em altos custos aos cofres publicos e privados de saude,
tornando-se importante considerar o impacto da disfuncdo neurocognitiva as
sequelas sociais além de econdmicas. 164168169170

Pacientes com apneia apresentam mudangas estruturais e metabdlicas em
regides do cérebro responsaveis pela memdoria.l”t172173174175176177. Alguns estudos
indicam que além do dano estrutural no cérebro, o prejuizo da memoria pode ser
causado pela sonoléncia,'”® fator considerado como principal causa de alteracdo
neurocognitiva na apneia para alguns autores.'”” No entanto, com continuas
investigacOes cientificas sabemos que muitos fatores podem contribuir para

mecanismos causais da associa¢ao apneia e neurocognicao.
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Estudo em idosos'® demonstrou correlacao de escores de deméncia com os
indices de apneia e hipopneia, no entanto nao identificou o mecanismo de
causalidade. Nesse contexto foi reforcada a hipotese de que apneia pode afetar as
fun¢des mentais devido a hipoxemia transitdria, caracteristica da doenca. Na Figura
12 sdo apresentados possiveis mecanismos envolvidos nos desfechos

cardiovasculares e neurocognitivos desfavoraveis atribuidos a apneia.?

Figura 12 - Possiveis mecanismos envolvidos nas consequéncias
cardiovasculares e neurocognitivas da apneia.
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O aparelho de CPAP é o tratamento tipicamente recomendado para tratar a
apneia. Esse aparelho pode reverter parcial ou completamente as complicagoes
relacionadas a apneia como o prejuizo cognitivo.!®+181.18218 Além disso, o uso de
CPAP pode reverter alteragdes funcionais e estruturais do cérebro.!8418164 Ensaios
clinicos randomizados'®1% com pequeno tamanho amostral e curtos periodos de
seguimento avaliaram o efeito do CPAP na cognigao e nos exames de neuroimagem,
obtendo resultados varidveis.!® A relagdo entre apneia, cérebro e fungdes neuro-
comportamentais ainda necessita de mais estudos sobre como, quando e por quanto
tempo o tratamento com CPAP deve ser administrado.!®*

Por outro lado, novos fatores que afetam as fung¢des neuroldgicas sao
identificados como a microbiota intestinal. Ela pode estar envolvida na modulagao
da fungao nervosa central como o sistema hipotalamo-pituitaria- adrenal (HPA) e
associada a condi¢des neuropsiquidtricas.!+1%81% Em modelos animais identificaram
a alteracdo da microbiota intestinal devido ao feito da hipdxia intermitente e da
fragmentagao do sono.!***1% Tanto nas alteragdes neurocognitivas da apneia como
na hipotese das alteragdes na microbiota intestinal o desequilibrio do sistema HPA
esta presente.

Resultados de metandlise baseada em estudos transversais'?> indicam alta
taxa de apneia entre pacientes com doenga de Alzheimer. O Odds Ratio sumario da
metanalise para a ocorréncia de apneia em individuos com a DA foi de 5.1 (95% IC

2.1-10.6) comparados ao grupo controle sem a doenga, P< 0.001. Isso pode fornecer



50

incentivo para alertar clinicos sobre a importancia do rastreamento da apneia na
doenca de Alzheimer, além de estimular pesquisas futuras.!¥>1%

Para testar a hipotese de associagao entre a gravidade da apneia e o aumento
longitudinal da carga amiloide, idosos entre idades de 55 e 90 anos, cognitivamente
normais foram seguidos por dois anos.’* Os individuos nao eram deprimidos e
tinham um diagnostico clinico consensual de cogni¢ao normal. A apneia se associou
a marcadores de aumento da carga amiloide ao longo dos 2 anos de seguimento.!*
A fragmentacdo do sono e a hipdxia intermitente causadas pela apneia sao
provavelmente mecanismos envolvidos no aumento de beta-amiloide.

Costandi em publicagao na revista Nature no ano 2013'* alertou para o fato
de clinicos considerarem a intima relagao entre sono e doengas neurodegenerativas
mais comuns. Também salientou que ao considerar essa relagao tais profissionais
poderiam ter melhor condi¢des na detec¢ao de condi¢des neuroldgicas debilitantes
em estagio inicial, talvez conseguindo evitar a progressao.

Sumariamente, intervengdes clinicas para a apneia terem importancia na
prevencao da acumulacdo de amiloide em idosos cognitivamente normais apos
estudos confirmatdrios.'** Importante salientar que o esteroide pregnenolona
apresentou efeitos neuroprotetores em ratos contra a neurotoxicidade de glutamato
e a neuropatologia da proteina beta-amiloide.””* Ambos, glutamato e proteina beta-
amiloide, estdao envolvidos na patogénese da DA e no declinio cognitivo de

pacientes com apneia.'?>** Considerando este conjunto de evidéncias provenientes
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do racional tedrico apresentado até aqui é razoavel supor possivel relacdo entre

apneia obstrutiva do sono, niveis de pregnenolona e desempenho neurocognitivo.

Rastreamento e Diagndstico da Apneia

A apneia, muitas vezes, nao € diagnosticada,'”” apesar de sua consideravel
magnitude e o rastreamento se faz necessario. Questiondrios para rastreamento da
doenca permitem aos profissionais de satide a governabilidade das consequéncias
da apneia devido a possibilidade de diagnostico e encaminhamento ao tratamento
apropriado. Tais condutas podem impactar na melhora da qualidade de vida e na
diminuic¢ao dos custos futuros resultantes de suas complica¢des.? Para diagnostico
sindromico como grau de sonoléncia e o risco elevado para apneia, gradativamente,
tém-se utilizado questiondrios.?810319819

Dados obtidos de 643 idosos sauddveis demonstraram que 31,4% (202)
tinham critério para alto risco de apneia pelo Questiondrio de Berlim (QB). A
sensibilidade do QB foi de 77% e especificidade de 39%, valor preditivo positivo de
63% e valor preditivo negativo de 55%. Frente aos resultados encontrados o estudo
sugere que o instrumento nao forneceu um alto nivel de especificidade para
diagnosticar e discriminar a apneia. Apesar de nao ser, no entanto, suficientemente
preciso, ele pode ser usado nos pacientes para avaliagao e estudo do sono.?1%

Estudo de revisdao sistematica!® avaliou questiondrios empregados para

identificagdo do risco para apneia. O QB foi considerado como o método mais
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comumente utilizado nos estudos avaliados, tendo sua validacao em diferentes
populagoes, tais como em pacientes de clinicas do sono, na populagao em geral e
em pacientes de cirurgia. Quanto a validade interna dos estudos revisados todos
apresentaram uso de testes validos de referéncia para verificar a acuracia dos
questiondrios. Na avaliacao da capacidade diagndstica dos questionarios para risco
de apneia, o estudo separou o material de andlise em duas categorias, sendo uma
composta de pacientes com desordens do sono e a outra sem desordens.?1%

Nos pacientes sem histéria de desordens do sono, considerando IAH maior
ou igual a cinco o QB apresentou maior especificidade e ocupou segundo lugar
quanto ao nivel de sensibilidade para detectar apneia. No mesmo grupo, o
questiondrio de Wisconsin obteve a maior sensibilidade. Nos pacientes com
desordens do sono e ainda com igual IAH o melhor teste de especificidade e
sensibilidade nessa categoria foi demonstrando pelo questionario de Haraldsson’s.
No grupo de pacientes com desordens do sono, mas com IAH maior ou igual a 15,
o QB tem a maior especificidade e o questiondario STOP-BANG maior
sensibilidade.?1%

Essa revisao sistematica' relatou a impossibilidade de conclusao definitiva
acerca do questiondrio mais preciso, devido aos resultados inconsistentes,
atribuidos as diferencas de desenho dos estudos, populagao, tipo de questionario,
validade, mesmo quando considerado diferentes andlises sobre o mesmo

questiondrio. Porém, o estudo nao excluiu a possibilidade de resultados
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promissores dos questionarios que avaliam a apneia. Também, foi recomendado o
uso dos questiondrios STOP e STOP-BANG devido a alta qualidade metodoldgica
do estudo que os avaliou.”

O questionario STOP-BANG (Anexo III) 2 considera risco para apneia
quando o escore ¢ maior do que dois. Cada letra desse acronimo é composta pelos
sintomas de ronco (S=snoring), cansago (T=tiredness), apneias observadas
(O=observed apneas), PA (B= pressure), indice de massa corporal >35 kg/m?
(B=body mass index), idade>50 anos (A=age), circunferéncia do pescogo >40
centimetros (N=neck circumference) e sexo masculino (G=gender).22%

A sonoléncia diurna, um dos sintomas da apneia-hipopneia obstrutiva do
sono, pode ser avaliada, da mesma forma, por meio de questiondrio. A Escala de
Sonoléncia de Epworth,® (Anexo IV), criada em 1991 por Murray W. Johns e
colaboradores, ¢ amplamente utilizada para avaliacdo desse sintoma. A escala
pontua de zero até o maximo de 24 pontos. Avalia as chances de cochilar ou
adormecer em oito diferentes situagdoes, comumente encontradas no cotidiano dos
individuos, fazendo distin¢ao entre cochilo e a sensacao de cansaco. Acima de 16
pontos, considera-se alto nivel de sonoléncia.?

Nos pacientes com apneia os escores da escala estdo, significativamente
correlacionados com o indice de distarbio respiratério e com a saturagao minima
registrada durante a noite.””* A escala de Epworth foi traduzida e validada na lingua

portuguesa. Os resultados do estudo de validagdo consideraram-na um
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instrumento valido e confidvel para a avaliagao da sonoléncia excessiva diurna,
além de ser equivalente a sua versao original quando aplicada em individuos que
falam portugués do Brasil 822

Algumas caracteristicas e preditores clinicos da apneia foram identificadas
em pacientes hipertensos, tais como a idade avangada, obesidade, niveis elevados
de PA, diabetes, dislipidemia, hipertensao resistente e sindrome metabolica quando
comparados aos pacientes sem apneia. Para predizer apneia a idade do paciente
demonstra alta sensibilidade, no entanto baixa especificidade. Por outro lado, a
obesidade e a hipertensdao resistente, revelam baixa sensibilidade, mas alta
especificidade. A sindrome metabdlica apresentou alta sensibilidade e
especificidade. Pacientes com idade entre 40 e 70 anos apresentam risco mais
elevado para apneia e sindrome metabdlica. A presenca da sindrome metabolica foi
considerada marcador relevante da apneia entre os pacientes com hipertensao, além
de outras caracteristicas tipicas clinicas como ronco e sonoléncia diurna excessiva.>?

No diagndstico dos transtornos respiratdrios do sono € utilizado,
principalmente, o indice de apneias-hipopneias (IAH). A apneia pode ser
diagnosticada com base em achados clinicos, indicativos de disturbios respiratdrios
do sono, como queixa de ronco, sono nido reparador e sonoléncia diurna. E
importante suspeitar da presenga da doenga, também nos hipertensos com sintomas

de distarbios do sono. Atualmente, sao poucos os pacientes com o diagnostico de

apneia devidamente identificado.?®?® A apneia obstrutiva do sono pode ser
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diagnosticada com base, além dos sintomas (ronco, sonoléncia diurna) no exame
fisico (aumento da circunferéncia do pescogo).®> A polissonografia € considerada
para definir os diferentes estagios fisiologicos do sono e para o diagnostico de varios
tipos de disturbios relacionados ao sono, entre eles a narcolepsia, sindrome das
pernas inquietas, disttirbio de comportamento REM, parassonias e apneia.?*

A polissonografia, porém, tem custo elevado e necessidade de laboratdrio
especifico para o cliente passar a noite e ter seu sono monitorizado.>?%2° O exame
revela o desempenho respiratério e quantifica o nimero de apneias/hipopneias
durante o sono, considerando o fluxo aéreo, os movimentos toracico-abdominais e
a saturacdo de oxigénio.”® A polissonografia inclui um ndamero minimo de onze
canais, incluindo o eletroencefalograma (EEG), eletromiograma (EMG), eletro-
oculograma (EOQG), a saturagao de oxigénio (SpO:) e um canal de eletrocardiograma
(ECG). Dados multicanais sao gravados, simultaneamente em um papel grafico de
movimento continuo e em um sistema de computador para andlise e

visualizagao.?$2%

Tratamento da Apneia

O tratamento da apneia pode ser realizado pelo aparelho de pressao positiva
continua na via aérea (CPAP). O CPAP pode eliminar ou reduzir drasticamente os
episodios de apneia e hipopneia, diminuindo a sonoléncia diurna, melhorando o

humor e a qualidade de vida dos pacientes tratados quando comparados a controles
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que receberam placebo ou prescricio sub-terapéutica.’?%2® Resultados de
pacientes tratados clinicamente com CPAP indicaram, significantemente, menos
eventos de mortalidade quando comparados aos pacientes que nao receberam
qualquer tratamento no periodo.?2°

A alternativa para o tratamento da apneia sao os aparelhos intraorais. Sua
utilizacao tem efeito favoravel sobre a PA média, PA sistolica e diastdlica. 2*?!! Estes
aparelhos sao presos aos dentes para realizar o avan¢o mandibular e para impedir
durante o sono que a lingua se desloque dorsalmente, evitando o colapso dos
tecidos moles da orofaringe. Promove o aumento do espaco da via aérea no nivel
da faringe, estabilizando e avangando a lingua, possivelmente, pela mudanga da
atividade muscular. 28212215214

Tais aparelhos sao de facil manuseio e fabricagdo, nao sao invasivos, tem agao
reversivel, baixo custo e bem tolerados pelos pacientes.??521¢ Estudos de
metandlises identificam que o tratamento pelo CPAP e pelos aparelhos intraorais
implicam em resultados favoraveis na reducao dos niveis pressdricos.?*1217” Apesar
da alta eficdcia do aparelho de CPAP na reversdao da obstrucdo das vias aéreas
superiores na apneia, a eficacia do tratamento € limitada a variavel adesao a terapia
prescrita. Quando a aderéncia é definida como maior do que 4 horas de uso noturno,
46 a 83% dos pacientes com apneia obstrutiva do sono foram relatados como nao
aderentes ao tratamento.”’® Tendéncia clinica ndo significante foi observada no

aumento da adesao ao CPAP durante poligrafia portatil residencial comparada ao
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exame da apneia com polissonografia.?’® Fatores como gravidade da apneia,
sonoléncia diurna subjetiva e tabagismo estao associados, independentemente, a ma
adesao ao CPAP.?20

Avaliacao geral dos resultados do tratamento da apneia deve ser realizada
em todos os pacientes. Os indicadores de desfechos para monitorar durante terapia
incluem a avaliacdo de medidas de qualidade de vida especifica da apneia, da
satisfacdo do paciente e do conjuge, da adesao a terapia, da mitigagao de fatores de
agravamento da doenga, da quantidade adequada de sono, da pratica de adequada
higiene do sono e da perda de peso para pacientes com sobrepeso/obesidade. A
resolugao da sonoléncia também deve ser avaliada por meio de escalas subjetivas,
como a Escala de sonoléncia de Epworth ou por meio de medidas objetivas, como o
teste de laténcia de sono multiplo ou o teste de manutencdo da vigilia, se a
sonoléncia persistir apesar do tratamento efetivo.?!

31 individuos entre 25 e 65 anos com diagnostico recente de apneia moderada
com IMC<40 kg/m? foram randomizados para grupo controle com 3 meses de
tratamento nao ativo didrio durante 30 minutos ou para grupo de tratamento ativo
composto por conjunto de exercicios orofaringeos.??? Os exercicios orofaringeos sao
derivados de alteragoes da fala e da linguagem e incluem exercicios envolvendo o
palato, lingua e musculos faciais e fungao estomatognatica.’?? Individuos que
realizaram o tratamento ativo com exercicios orofaringeos tiveram uma diminuigao

significativa na circunferéncia do pescoco, da frequéncia de ronco, sonoléncia
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diurna da gravidade da apneia e melhor qualidade do sono comparados ao
tratamento inativo.?? As alteragdes na circunferéncia do pescogo se
correlacionaram, inversamente as alteracdes no IAH.??? Tais resultados representam
um tratamento alternativo promissor para a apneia moderada por meio dos efeitos
dos exercicios orofaringeos na reducdo da gravidade da apneia e de seus
sintomas.??

As evidéncias reunidas até esta etapa de revisdao da literatura permitem
supor possivel associagao da apneia com hormonios afetados devido a potenciais
mecanismos alterados pela sindrome. Um dos mecanismos apontados,
consistentemente, como contribuidor dessa potencial associagao esteroides-apneia
foi a atividade alterada do eixo HPA, sistema envolvido em sintomas de humor,
ansiedade e neurocognitivos. Outros mecanismos provaveis serdo abordados a
medida que a matéria for descrita ao longo desta tese. O proximo capitulo abordara

o eixo HPA e seus efeitos na liberacao dos hormonios esteroides.

SISTEMA HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL (Eixo

HPA)

A reagao do organismo ao estresse ativa um repertorio complexo de
respostas adaptativas fisioldgicas e patoldgicas. Se excessivas ou prolongadas

podem afetar o desenvolvimento da personalidade e o comportamento, além de
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consequéncias adversas sobre func¢oes de crescimento e desenvolvimento,
metabolismo, circulagdo, reproducdo e resposta imune/inflamatoria.?232242% A
desregulada resposta adaptativa ao estresse torna os individuos vulneraveis a
distarbios  endocrinos,  psiquiatricos, cardiovasculares, neoplasicos ou
imunologicos. 22

A resposta de adaptagao ao estresse ocorre por meio de dois componentes do
sistema nervoso central: os a) centrais e os b) periféricos.??>?24225 Os componentes a)
centrais do sistema de estresse, localizado no hipotdlamo e no tronco encefdlico
incluem: 1) neurénios parvocelulares de CRH; 2) neurdnios de arginina vasopressina
do nucleo paraventricular e do hipotdlamo; 3) os neurdnios de corticotrofina dos
nucleos paragigantocelular e parabranquial da medula e do l6cus ceruleus e; 4)
outros grupos de células noradrenérgicas na medula. Os componentes b) periféricos
incluem: 1) estruturas periféricas do eixo HPA; 2) sistema simpatico-adrenomedular
compensatdrio eferente; e 3) elementos do sistema parassimpatico.?

O hipotalamo é considerado o centro coordenador do sistema endocrino. Os
nucleos paraventriculares do hipotadlamo recebem o estimulo de alerta da amigdala,
estrutura do sistema limbico, em resposta aos eventos estressores. O hipotalamo
tem como fungdes a consolidacao de sinais derivados de entradas corticais
superiores, atividade autondmica, reconhecimento de pistas ambientais como luz e
temperatura, além de feedback enddcrino periférico. Tais caracteristicas desta

essencial estrutura fornecem sinais precisos para a glandula pituitaria liberar
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hormonios que influenciam a maioria do sistema enddcrino, incluindo a glandula
adrenal,?® formando o eixo HPA. Essas trés estruturas primdrias do eixo, nucleo
paraventricular do hipotdlamo, glandula pituitria anterior e glandula adrenal
compdem o sistema neuroenddcrino permitindo respostas adequadas aos eventos
estressantes.

O nucleo paraventricular do hipotdlamo ativa um grupo especial de células
que sintetiza e secreta o CRH na vasculatura portal da pituitdria. O CRH estimula a
glandula pituitaria anterior na sintese e liberagaio ACTH na corrente sanguinea,
atingindo o cdrtex adrenal para iniciar a sintese dos glicocorticoides.?”

O CRH ¢ o principal regulador do eixo HPA e estimulador da secregao do
ACTH na pituitaria anterior.?* Diferentes estressores, além de fatores como a
angiotensina II, varias citocinas e lipidios mediadores de inflamacado sao secretados
e atuam no eixo HPA, potencializando sua atividade.??*

A hiperativagao do CRH desempenha papel fundamental na fisiopatologia
dos distarbios afetivos. Pacientes com depressao apresentam rupturas na
continuidade do sono, diminuig¢ao da fase de sono NREM e desinibicao na fase de
sono REM identificados durante o exame de EEG do sono.?$2%:230

Pacientes com insonia primadria apresentam niveis de cortisol noturno mais
elevado, reduzindo menos em periodos esperados para reducao dos seus niveis.?!
Sao encontrados, também, aumento de ACTH e cortisol ao longo de 24 horas,?"232

similarmente ao que ocorre em individuos com apneia.?*?* Individuos em geral'>
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e gestantes? diabéticas com apneia, no entanto, podem apresentar niveis de
cortisol atenuados ao despertarem pela manha.

Varios componentes da regulacdo neuroquimica do sono, tanto para
despertar como induzi-lo, influenciam a atividade do eixo HPA.? Tais substancias
quimicas com variagdes dentro de 24 horas, também, tem estabelecido efeito no
sistema cardiovascular como: vasopressina arginina, peptideo intestinal vasoativo,
melatonina, somatotropina, insulina, esteroides, serotonina, CRH, ACTH,
hormoénio liberador de tirotrofina (TSH), opioides enddgenos e prostaglandina
E2.27 Esses efetores neuroendocrinos do ritmo circadiano podem interferir na
estrutura temporal da pressao arterial.’® O ACTH é o estimulo principal para
secrecao noturna de cortisol em homens. No entanto, a secrecao de ACTH e cortisol
podem estar dissociados.?282% Ambos tém perfis secretorios de 24 horas similares,
apresentando picos de concentracdo no inicio da manha antes do comego das
atividades diurnas e durante as horas iniciais de sono noturno.?”24

O cortex adrenal € o principal alvo do ACTH, regulando a secregao adrenal
dos glicocorticoides na zona fasciculada, dos andrdgenos na zona reticular e da
aldosterona na zona glomerulosa.??* Glicocorticoides regulam a atividade basal do
eixo HPA e o término da resposta ao estresse. Esses hormonios agem nos centros
extra hipotalamicos, no hipotdlamo e na glandula pituitaria.?* O feedback negativo
dos glicocorticoides na secrecao de CRH e ACTH limita a duracao da exposigao

tecidual aos glicocorticoides, reduzindo os efeitos catabdlicos, lipogénicos, anti-
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reprodutivos e imunossupressores desses hormonios.?* Os glicocorticoides tém
papel regulatorio amplo na resposta ao estresse, tanto em funcdes periféricas como
imunidade e metabolismo, quanto no sistema nervoso central.?*!

Os glicocorticoides sao imediatamente liberados apos sua sintese nas células
corticais adrenais.?* Os principais glicocorticoides sao o cortisol em humanos e a
corticosterona em ratos. Ambos esteroides se ligam aos receptores
mineralocorticoides e glicocorticoides com diferentes afinidades para promover
resposta adequada aos estimulos estressores.?*® Eles também realizam feedback
negativo do eixo HPA, atuando em diferentes regioes cerebrais e, restabelecendo o
estado homeostatico basal.

O estresse ¢ considerado um estado de desarmonia ou de homeostasia
ameacgada, evocando respostas adaptativas quando a ameaca a homeostase
ultrapassa determinado limiar.?”® No sistema nervoso central existem sistemas de
receptores responsivos a baixas concentragdes de glicocorticoides: receptor de
glicocorticoides do tipo I e IT ou receptor de mineralocorticoides. O classico receptor
de glicocorticoides tipo II responde as concentragdes basais dos glicocorticoides, as
suas concentracgoes alteradas em decorréncia do estresse, além de mediar o feedback
negativo da secrecao de CRH e ACTH.>*

As respostas adaptativas ao estresse tém efeitos nas futuras respostas do eixo
HPA. 2224 A desregulagao nessas respostas, cuidadosamente, orquestradas pode

resultar em patologias como imunodeficiéncia, comprometimento da memoria,
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obesidade e distarbios cardiometabodlicos.?42245246247.248 = A especificidade dos
hormonios mediadores de ACTH como o CRH, arginina-vasopressina, oxitocina e
catecolaminas atuantes no eixo HPA variam dependendo do tipo de estressor. Os
estressores podem ser hipoglicemia, hipotensao, hemorragia, queimadura, entre
outros fatores.**" Por exemplo, durante o estresse provocado pela inflamagao
cronica ocorrem mudangas a partir do CRH no eixo HPA direcionadas pela
arginina-vasopressina. 2! A ativagao cronica do eixo HPA pode levar a diversos
distarbios devido a secrecio aumentada ou prolongada do CRH ou de
glicocorticoides.??* Estados associados a atividade alterada do eixo HPA sao
apresentados na Tabela 5.22

Tabela 5- Estados associados a atividade alterada do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal.

AUMENTADA

DIMINUIDA

Estresse cronico

Depressao melancolica

Anorexia nervosa

Ma-nutricao

Distarbio obsessivo-compulsivo
Distarbio do Panico

Exercicio excessivo

Alcoolismo cronico ativo
Abstinéncia de alcool e narcoéticos
Diabetes mellitus

Obesidade central

Abuso sexual infantil

Disttrbio de apego da infancia
Doenga gastrointestinal funcional
Hipertireoidismo

Sindrome de Cushing

Insuficiéncia adrenal

Depressao Sazonal/Atipica
Sindrome da fadiga cronica
Fibromialgia

Hipotireoidismo

Abstinéncia a nicotina
Descontinuacao de glicocorticoides
Ap6s curar sindrome de Cushing
Sindrome da tensao pré-menstrual
Periodo pos-parto

Apos estresse cronico

Artrite Reumatoide

Menopausa



64

Gestagao (ultimo trimestre)

Adaptacao e Tradugao: Charmandari E et al. Rev Physiol, 2005.22
Os antagonistas do CRH sao uteis em estados de hiperatividade cronica do

sistema de estresse, como depressao melancolica e ansiedade cronica. Os agonistas
do CRH sao tteis na hipoatividade cronica desse sistema, como depressao atipica,
depressao pos-parto, sindrome de fibromialgia e fadiga cronica.?*

A interpretacdo dos testes dinadmicos do eixo HPA podem alterar,
significativamente, conforme variagdes na concentrac¢ao de globulinas de ligacao de
corticosteroides. ? Variagdes nas suas concentragoes, no entanto, permanecem
desconhecidas na populagao em geral.*> A globulina de ligacao de corticosteroides
pode estar reduzida na inflamagao, doenca hepatica e sindrome nefrdtica, bem
como aumentada na gravidez e apds administracao de estrogénio exdgeno.?® O
cortisol salivar pode contribuir na identificagao de anormalidades comprovadas ou
suspeitas em globulina de ligacao de corticosteroides, embora sua aplicagao no
diagnostico de insuficiéncia adrenal é menos estabelecida.??2*

A afinidade de ligacdo e a concentracdo da globulina de ligacdo de
corticosteroides sdo muito varidveis. Sua medida em resposta ao total de cortisol
sérico pode aumentar erros em classificagao na pratica clinica.*? O cortisol sérico é
ligado a 80% da globulina de ligacao de corticosteroides, entre 10 e 15% ligado a
albumina e 5% circula na forma livre, bioativa.?? Hipdteses de que o cortisol salivar
pode ser medida mais precisa do eixo HPA em comparagao ao cortisol total sérico

permanecem investigadas.
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No ano 2018%2 foi realizado estudo em individuos saudaveis entre 18 e 63
anos com suspeitas de variacdes na concentracao de globulina de ligacao ou
afinidade de ligacdo aos corticosteroides comparados aos sujeitos com suspeita de
alteragdes no eixo HPA e nos niveis de cortisol por insuficiéncia adrenal e pituitaria.
Os resultados estabeleceram valores de referéncia para niveis de cortisol sérico e
salivar em resposta ao estimulo por adrenocorticotrofina de 250 microgramas(ug)
intravenosa.*?

As conclusdes foram, no entanto, que a medigao do cortisol salivar durante
ainda estd em processo de avaliacdo, nao existindo evidéncias suficientes para
recomendar a substituicao completa das medidas de cortisol séricas pela medida
salivar.?? Sugestoes foram fornecidas para realizacdo de estudos adicionais em
grupos de pacientes com deficiéncia de globulina de ligacao de corticosteroides.?>

A atividade do eixo HPA pode ser acessada por meio de dois testes
padronizados. O teste de supressao do eixo pela administracao sistémica do
glicocorticoide sintético dexametasona e o teste de estimulacdo do eixo pela
administracao intravenosa do CRH. No teste de supressao por dexametasona ocorre
a supressao das concentracoes plasmaticas de ACTH e cortisol através do feedback
negativo no nivel da glandula pituitaria. No teste de estimulagdo por CRH ocorre a
elevacdo de concentracdoes plasmaticas de ACTH e cortisol, estimulando os
receptores tipo I de fator liberador de corticotrofina na pituitaria anterior sem

atingir o sistema nervoso central.
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O teste por dexametasona/CRH de supressao/estimulacao da atividade do
eixo HPA ¢é considerado a medida mais sensivel geralmente.?> A secrecao anormal
de glicocorticoides ocorre em muitas doencas relacionadas ao envelhecimento como
depressao, déficits cognitivos e DA.2#»5 A compreensao e modificagao dessa

anormalidade podem prevenir e tratar tais doengas.??>

Eixo HPA e o Envelhecimento

O eixo HPA pode ser alterado por diversos fatores como mudangas nos
niveis de citocinas, multiplos estressores psicologicos, deméncia, depressao,
padrdes do sono alterados, apneia, obesidade, perda de peso e uso de alcool entre
outros.* Durante estresse agudo prolongado, mudancas na relagao pituitaria-
adrenal decorrentes de pequenas mudangas nos niveis de ACTH ocorrem
concomitante ao aumento acentuado na sensibilidade das adrenais.?”

Os resultados sao contrastantes sobre os efeitos da idade nos hormonios
associados ao eixo HPA.? Parece existir um modesto efeito do envelhecimento nos
niveis médios de cortisol de 24 horas.” O envelhecimento em homens saudaveis foi
associado a uma elevagao do nadir do cortisol noturno, enquanto que os valores
maximos de cortisol pela manha nao diferiram entre as faixas etdrias. Os niveis de
cortisol aumentaram apos os 50 anos de idade, quando o sono € mais fragmentado
e o sono REM diminui.? Varios esteroides neuroativos exercem efeitos especificos

Nno sono em seres humanos e ratos.
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O ACTH, estimulante hipofisario de cortisol parece diminuir conforme o
aumento da idade.’”? Niveis de cortisol e ACTH apresentaram diferente correlagao
comportamental em relagao aos seus reguladores centrais e periféricos nos eixos
hormonais reprodutivo e somatotrofico.’”? Essa diferenga comportamental entre
ACTH e cortisol, provavelmente explica nivel de cortisol estdvel com o avangar da
idade, apesar da diminui¢do da atividade esteroidogénica e do nivel de ACTH no
sangue.’’?

Estudo®™ em homens saudaveis avaliou as variacdes diurnas de
concentracoes plasmaticas de ACTH e de outros onze hormonios esteroides como
progesterona, pregnenolona, desoxicorticosterona, 17-hidroxi-progesterona, 17-
hidroxi-pregnenolona, deoxicortisol, 18-hidroxi-deoxicorticosterona,
corticosterona, aldosterona, cortisol e 18-hidroxi-corticosterona. Seus niveis foram
avaliados em a cada 30 minutos nos periodos da manha e da noite e a cada duas
horas no restante do dia. Varia¢Oes circadianas e episddicas mais ou menos
pronunciadas foram aparentes para niveis plasmaticos de todos os esteroides e de
ACTH.»

Trés diferentes categorias de esteroides tiveram suas concentragoes
plasmaticas relacionadas conforme seus perfis de variacao diurna.?® A primeira
categoria composta por 17-hidroxi-pregnenolona, deoxicortisol, corticosterona, 18-
hidroxi-deoxicorticosterona,  desoxicorticosterona, cortisol e  18-hidroxi-

corticosterona apresentou ritmo, parcialmente, sincronizado a atividade secretora
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de ACTH pela pituitdria. A segunda categoria composta por progesterona,
pregnenolona e 17-hidroxiprogesterona exibiu perfil de variagao regulado,
predominantemente, pela atividade secretora testicular. Por fim, a terceira categoria
com a aldosterona apresentou variagao, conforme esperado, regulada pelo sistema
renina-angiotensina.?’

Hormonios liberadores de hormoénio do crescimento promovem o sono
enquanto os CRH aumentaram a vigilancia e prejudicam o sono.? Conforme o
envelhecimento, a responsividade do sono aos niveis de CRH parece aumentar.
Essa observacao foi identificada em homens jovens e de meia idade com dose tinica
de CRH ovina apds 10 minutos do inicio do sono.?22 O EEG durante o sono
permaneceu inalterado nos homens mais jovens, enquanto nos participantes de
meia-idade aumentou o periodo de vigilia e diminuiu o sono de ondas lentas.?’ O
envelhecimento ¢ considerando agravante da obesidade e indutor de
anormalidades do eixo HPA 26!

Estudos anteriores*! sugeriam o envolvimento da atividade do eixo HPA na
obesidade, no entanto, nenhuma evidéncia consistente da alteracao do eixo foi
identificada associada a obesidade. Na tentativa de explicar tais resultados
contraditorios foram investigados os niveis de cortisol periférico como indicadores
da atividade HPA na obesidade durante o envelhecimento.?! Os resultados
demonstraram que obesidade ou o envelhecimento sauddvel nao conduzem a maior

atividade do eixo HPA e os niveis periféricos de cortisol parecem diminuir com o



69

envelhecimento.?! Nesse estudo, no entanto, nao foram avaliados os efeitos
decorrentes das concentragoes de globulina de ligacao aos corticosteroides.

O eixo HPA ¢, também, regulado por estruturas do sistema limbico. A
amigdala, aumentando sua atividade e o hipocampo suprimindo como mecanismo
de realimentacao negativa. Ambas estruturas estao alteradas na apneia, assim como
o cortisol descrito previamente.’® O volume e a neurogénese do hipocampo tém
sido implicados na sensibilidade ao estresse e na resiliéncia em relagao ao humor e
aos transtornos de ansiedade.??

Inclusive as anormalidades na funcao do eixo HPA sao um dos achados
bioldgicos mais consistentes em diversos transtornos mentais como na depressao
associada a apneia e, também a hipertensao.?® Inclusive, a hiperatividade do eixo
ndo tratada na apneia pode ser fator de risco para outras condi¢des, além da
depressao como insonia e sindrome metabolica.!’®

Os niveis elevados de corticosterona no cérebro derivados da atividade
enzimatica local tém sido associados ao declinio cognitivo relacionado a idade.26426>
A ocorréncia de estresse na meia-idade se associada a fungao cognitiva reduzida,
aumento da ansiedade e de comportamentos depressivos na idade avangada.?®
Esses estudos porém nao controlaram para o efeito da apneia, visto sua associagao

as manifestacoes de deméncia.?”
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Eixo HPA, Cognicao e Transtornos Afetivos

A ativacao do eixo HPA ocorre em diferentes situacoes de vida e laboratoriais
abrangendo variedades de estimulos como rea¢des emocionais levando a respostas
adrenocorticais  nao-especificas  envolvendo esteroides neuroativos.2682¢
Mecanismos envolvidos na anormalidade do eixo HPA e sua contribuicao para
fendtipos comportamentais permanecem parcialmente entendidos.?*!

A relacao entre hiper ou hipoativagao do eixo HPA e o risco para o bem-
estar mental é representada por curva em formato de U.2! Sua desregulacao,
também, apresentou padrdo especifico em pacientes com primeiro episddio
psicdtico, semelhante aos disttirbios depressivos quando comparados aos controles.
Ambas condi¢Oes apresentaram padrao caracterizado pela hiperatividade do eixo,
niveis mais elevados de cortisol basal e ao acordar pela manhad niveis mais
atenuados, além de imagens de ressondncia magnética indicativas de pituitdria
alargada, apoiando a hiperativagao do eixo.?270

A ativagao crbnica do eixo HPA pode contribuir para doengas como
depressao, ansiedade cronica, hipertensao, obesidade visceral,?! déficits cognitivos
e DA, doencas relacionadas também ao envelhecimento.?* No envelhecimento ha
declinio na secregao de pregnenolona e dehidroepiandrosterona (DHEA), além de
pequena diminuicao na aldosterona, apesar de parte da populagao idosa ter
predisposicdo genética para desenvolver hiperaldosteronismo pelo aumento de

ACTH.>
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Hormonios mantém a homeostase do eixo HPA, porém sua disfung¢ao é uma
das vias plausiveis contribuintes para o envelhecimento bioldgico.?*?”
Adicionalmente, os efeitos cronicos do estresse no eixo HPA tendem a mimetizar
aqueles observados em individuos com depressao, induzindo elevados niveis de
glicocorticoides ou padrdes circadianos alterados, também alterando as respostas
de feedback negativo.?*?* Glicocorticoides sao mediadores criticos na resposta ao
estresse neuronal. Os mecanismos subjacentes aos seus efeitos nas células neuronais
humanas, no entanto, permanecem pouco esclarecidos.

O estresse e a depressao parecem associados a atrofia e perda de células
neuronais, e reducao de volume das principais estruturas cerebrais. A exposigao
cronica ao estresse induz inflamagao neuronal, degeneracao neuronal e micro lesdes
cerebrais.?’> A elevagdao cronica de corticosterona sérica ¢ uma indicacao da
hiperatividade do eixo HPA,?¢ podendo levar a comportamentos depressivos.?727

Neuroesteroides e neurotrofinas como o fator neurotrdfico derivado do
cérebro (BDNF) parecem envolvidos na depressao, além de possiveis efeitos
antidepressivos.””® BDNF ¢ altamente envolvido na regulagao do eixo HPA.?® Os
principais neuroesteroides dehidroepiandrosterona, pregnenolona e seus ésteres de
sulfato estimulam a atividade do eixo HPA, enquanto modulam niveis de BDNF no
hipocampo, amigdala e hipotdlamo.?”® A dehidroepiandrosterona e a pregnenolona
sulfatadas e nao sulfatadas e a alopregnanolona induzem a sintese do CRH e de

vasopressina-arginina, aumentando no hipotdlamo as concentragoes plasmaticas de
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ACTH e de corticosterona.?”® Parte da hiperativacao do eixo HPA e os efeitos
antidepressivos sao provavelmente mediados pelos efeitos dos neuroesteroides no
BDNF ao nivel da amigdala principalmente.?”

Administracao de beta-amiloide em ratos*” demonstrou induzir hiper-
reatividade do eixo HPA e aumentar sintomas relacionados a depressao e a
ansiedade.?02812%  Transtornos afetivos como depressao e ansiedade estao
associados ao estresse e a variedades de deméncias, inclusive contribuindo para a
progressao da DA 2792822832842 Transtornos afetivos em adultos com idade avangada
sem demeéncia e individuos com DA apresentaram alteracOes significativas na
funcado do eixo HPA. Sua hiperatividade ou hipoatividade é considerada marcador
bioldgico mais importante na depressao e na ansiedade.?

CondigOes estressantes em ratos demonstrou agravar déficits cognitivos na
DA pré-clinica, acelerando a patologia beta-amiloide e reduzindo o nimero de
sinapses.?” O sistema de estresse mais importante, o eixo HPA ¢é fisiologicamente
ativado frente as ameagas ambientais reais ou presumida,’® ativando o sistema de
estresse neuroenddcrino® e liberando esteroides que facilmente atravessam a
barreira hematoencefalica.”?® Sua desregulacao em pacientes com DA em estagio
inicial elevou os niveis de cortisol?**! no plasma e no liquido cefalorraquidiano e
demonstrou associagao a déficits cognitivos e disturbios neuropsicoldgicos.??0>?
Neurosteroides podem afetar as células nervosas através da alteracdo da

excitabilidade neuronal, modulando a atividade de varios receptores de
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neurotransmissores de acido gama-aminobutirico (GABA) e de N-metil-D-
Aspartato (NMDA), entre outros.172%2%

Na disfuncao do eixo HPA, os receptores centrais de corticosteroides tém
capacidade atenuada para reduzir niveis de corticosteroides liberados
espontaneamente ou em situagoes de estresse.?®> A ativagao do eixo HPA inibe a
resposta imune/inflamatdria por meio dos glicocorticoides.?* A ativagao
inadequada ou prolongada do eixo HPA em resposta aos estressores pode resultar
em uma variedade de distarbios endocrinos, metabdlicos, autoimunes e
psiquiatricos.?* O desenvolvimento e a gravidade desses distirbios dependem de
fatores ambientais, genéticos e de desenvolvimento.?*

Devido a compartimentalizacao de disciplinas que moldaram o cendrio
académico da biologia e das ciéncias biomédicas no passado, os sistemas
fisioldgicos tém sido estudados de forma isolada.?* Por exemplo, o sistema
imunolodgico em consequéncia de sua ligacdo a patologia e microbiologia cresceu
como disciplina independentemente da fisiologia. Muito tempo foi necessario para
a aceitagao de que o sistema imunoldgico ndo é autorregulado e que funciona em
estreita associacado ao sistema nervoso em diferentes niveis de organizacao e
alcances.

A organizag¢ao no nivel do sistema nervoso central ocorre produgdo e uso
local de fatores imunes e no nivel do sistema imunologico ocorre producao e uso

local de mediadores neuroenddcrinos.?%
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As interacgdes de curto alcance entre células imunes e terminagdes nervosas
periféricas em orgaos imunoldgicos permitem recrutar elementos neuronais locais
para o ajuste fino da resposta imune. Reciprocamente, as células imunoldgicas e os
mediadores neuroenddcrinos desempenham papel regulador no sistema nervoso e
participam da eliminacao e plasticidade das sinapses durante o desenvolvimento e
plasticidade na idade adulta.?®

As interagoes de longo alcance entre as células imunes e o sistema nervoso
central permitem ao sistema imunologico envolver todo o organismo na luta contra
infeccdes por micro-organismos patogénicos. Permitem, também, ao sistema
nervoso controlar o funcionamento imune. Alteracdes na relacao entre ambos
sistemas podem explicar condi¢des patoldgica, inicialmente, atribuidas aos graves
disturbios psiquiatricos e as doengas imunomediadas.?*

A detalhada revisao até esta etapa da tese pretende apresentar ao leitor no
racional tedrico implicado na possivel relagao associativa entre apneia-sistema

enddcrino. O proximo capitulo abordara o assunto hormonios esteroides.

HORMONIOS ESTEROIDES

Conforme descrito anteriormente, os hormonios esteroides desempenham
papel multifatorial na fisiologia humana.?” Facilitam processos de regulacao,

permitindo aos sistemas neural, enddcrino, imune e metabolico atuarem em
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conjunto ou, separadamente, na resolugao de problemas relativos a sobrevivéncia e
a reprodugao.?”

Os hormonios esteroides sao sintetizados a partir do colesterol nas células
esteroidogénicas da glandula adrenal, ovario, testiculo, placenta, cérebro, células
gliais e pele influenciando um espectro de processos fisiologicos e de
desenvolvimento.!*15 232% Suas taxas estao em elevadas concentragcoes em algumas
areas cerebrais.?”

Esteroides ao se originarem em locais do sistema nervoso sao chamados
neuroesteroides.!” Estudos em ratos demonstrou a capacidade do tecido cerebral
em sintetizar, localmente, varios hormonios esteroides como a pregnenolona a
partir do colesterol, 301302 independentemente, das fontes de esteroides
periféricos.?

H4 quatro classes principais de hormonios esteroides: progestagenos,
corticosteroides, androgenos e estrdgenos sintetizados em diferentes tecidos in
vivo. Suas sinteses podem ser interrompidas pelas enzimas do processo da
esteroidogénese, resultando no desenvolvimento de uma ampla gama de
distarbios: hiperplasia adrenal congénita, virilizagao, esterilidade, retencao de sal e
hipertensao.30304

Os esteroides se apresentam na forma livre ou nao conjugados, ésteres de

sulfato ou ésteres de acidos graxos.” As formas conjugadas de esteroides
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frequentemente excedem as formas livres, diferindo em seus efeitos metabdlicos,
comportamentais e psicoldgicos como estresse, ansiedade, cognicdo e sono.!”3®

Os esteroides conjugados se originam por processos de sulfonacdo. A
sulfonacao e o processo oposto de dessulfonagao representam importante regulagao
na atividade dos esteroides.’® Por exemplo, o estrégeno sulfotransferase e o
esteroide sulfatase representam, respectivamente, regulacao negativa e positiva da
atividade do estrogénio.>®

O primeiro esteroide formado, a pregnenolona, também pode ser convertida
em derivados sulfatados como o sulfato de pregnenolona por meio de esteroide
sulfotransferase e essa conversdao pode ser revertida por esteroide sulfatase.3%
Pregnenolona € principalmente convertida em seu derivado sulfatado e
progesterona em ratos, enquanto em humanos é convertida, adicionalmente, em 17-
hidroxi-pregnenolona.? Niveis de pregnenolona sulfatada podem ser utilizados
como biomarcadores em varios disturbios adrenais, além de auxiliar na avaliacdao
da resposta adrenal aguda a estimulacito de ACTH.S® Sulfato de
dehidroepiandrosterona é o esteroide mais abundante na circulagao humana, tendo
como precursor a pregnenolona.

Atividades enzimadticas das familias de sulfotransferases e de sulfatases
levam a alteragdes estruturais e funcionais dos esteroides e neurotransmissores,
entre outros.’® Sua distribui¢do nos tecidos e sua regulagdo transcricional sao

especificos por sexo e espécie.’®® Dessa forma, sulfatases tem como principal funcao
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a regulacao do equilibrio entre esteroides sulfatados e os esteroides livres ou nao
conjugados, ambos muitas vezes tem acdo oposta no mesmo receptor.” O
desequilibrio na proporgao entre esteroides conjugados e livres demonstrou efeitos

na memoria de longo prazo no hipocampo em ratos.”3”

ESTEROIDOGENESE

Nos mamiferos, todos os esteroides sdo formados a partir do colesterol via
pregnenolona por meio de reagdes sequenciais na mitocondria ou reticulo
endoplasmatico da célula produtora.** Tal biossintese dos hormonios esteroides
ocorre pelo processo chamado esteroidogénese,** implicando na conversao de
colesterol em hormonios esteroides biologicamente ativos. Alguns autores
consideram que a esteroidogénese pode ser melhor entendida como um processo
unico repetido em cada glandula com variacoes especificas do tipo celular. Assim,
a compreensao da esteroidogénese é baseada na bioquimica de varias enzimas
esteroidogénicas, cofatores e seus genes codificadores. Diferentemente, da maioria
dos textos endocrinos que abordam os a esteroidogénese de uma forma especifica a
cada glandula ou outros processos esteroidogénicos.

O inicio da esteroidogénese ocorre quando o ACTH estimula a glandula
adrenal, ativando uma esterase e o colesterol livre é formado e transportado para a
mitocondria, onde uma das enzimas do citocromo P450, especificamente a enzima

CYP11A ou P450scc de clivagem de cadeia lateral do colesterol o converte em
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pregnenolona.”® Esse € o passo inicial e limitador da velocidade da
esteroidogénese. 13144308

A enzima P450scc localizada nas mitocondrias® é controlada pelo ACTH via
pituitaria anterior,*! pelos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH)
da glandula suprarrenal e gonadas.!* Dependente do estimulo do ACTH, a proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR) é essencial no transporte do colesterol em
conjunto a proteina translocadora (18kDa ou TSPO) para o interior mitocondrial.!*

A regulacao aguda do processo de esteroidogénese é determinada pela
disponibilidade de substrato colesterol para a agao da StAR. A regulacao cronica da
esteroidogénese ¢ determinada de forma quantitativa pela expressao do gene P450
e de forma qualitativa pela expressao de enzimas e cofatores do processo de
conversao dos esteroides, determinando o tipo de esteroide a ser produzido.?3%3%

Sulfatases tem efeitos na atividade da proteina de regulacio aguda
esteroidogénica (StAR).!” Sulfatases mantém os niveis dos neuromoduladores mais
comuns como a pregnenolona e a sua forma sulfatada, igualmente, a
dehidroepiandrosterona e a dehidroepiandrosterona sulfatada.!” Inclusive o sulfato
de colesterol tem efeito inibitorio da esteroidogénese adrenal em mitocondrias de
ratos, inibindo o transporte de colesterol para o interior da mitocondria.!”310311

As enzimas esteroidogeénicas sao classificadas em dois grupos: citocromo
P450 e enzimas nao-P450. Enzimas esteroidogénicas P450 sao encontradas como

genes Unicos e podem mediar multiplas etapas enzimaticas.’> Enzimas nao-P450
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como 3beta-hidroxiesteroide desidrogenase (3-HSD), 17beta-
hidroxidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD) e 3alfa-hidroxihidroxiesteroide
desidrogenase (3a-HSD) sao encontradas como genes multiplos codificadores de
diferentes proteinas. Cada codificacdo proteica media reagOes especificas.

Anteriormente, conhecida como receptor de benzodiazepinas periféricas,* a
18kDa é uma proteina localizada na membrana interna/externa mitocondrial de alta
afinidade de ligagdo ao colesterol com 4rea citoplasmatica contendo unidades de
aminoacidos (CRAC) para reconhecimento de colesterol.’"” A enzima P450 recebe o
colesterol entregue pelas proteinas translocadoras StAR e 18kDa do exterior para o
interior da membrana mitocondrial,** realizando transformacao enzimatica do
colesterol no primeiro esteroide, a pregnenolona.?

Estudos com técnica de co-transfec¢do, ou seja, a introdugado intencional de
proteina StAR em sistema celular heterdlogo plasmideo demonstrou produgao
varias vezes maior de pregnenolona em comparagao a introducgdo da fusdo de
proteinas do complexo P450scc.?314315 Em humanos a StAR demonstra aumentar a
esteroidogénese.®> Adicionalmente, as hidroxilases sao essenciais para a
esteroidogénese e requerem oxigénio molecular e fosfato de dinucleotideo de
adenina nicotinamida (NADPH). Além das hidroxilases, as dehidrogenases,
compostas de uma isomerase e uma reagao de liase, sao necessdrias para certas

etapas da formagao dos esteroides.#



As hidroxilases e dehidrogenases apresentam especificidade celular na
adrenal para o processo esteroidogénese.'** Por exemplo, a 18-hidroxilase e a 19-
hidroxiesteroide dehidrogenase sao necessarias para a sintese de aldosterona e sao
encontradas apenas nas células da zona glomerulosa, regidao externa do cortex
adrenal. A biossintese desse mineralocorticoide é confinada a essa regiao.!** A figura
13 representa as vias envolvidas na sintese de cinco principais classes de esteroides

adrenais.??

Figura 13 - Vias envolvidas na sintese de cinco principais classes de esteroides adrenais.
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A 17a-hidroxilase é responsavel pela conversao da pregnenolona em 17-
hidroxi-pregnenolona (17OH-pregnenolona) e da progesterona em 17-
hidroxiprogesterona. Essas etapas sao cruciais para a sintese de cortisol na zona
fasciculada e de esteroides sexuais na zona reticular. A deficiéncia de 17a-
hidroxilase pode estar associada a deficiéncia de cortisol, de esteroides sexuais e aos
baixos niveis de aldosterona’*® A enzima 17,20-liase converte 17-
hidroxipregnenolona em dehidroepiandrosterona e 17-hidroxiprogesterona em
androstenediona, principais precursores dos esteroides sexuais, testosterona e

estrogéenio.’”

Sumariamente, a importacdo e transformacao do colesterol ocorre nas
seguintes etapas: 1) via proteina translocadora 18kDa/TSPO dependente da
proteina de regulacao aguda esteroidogénica (StAR) nas mitocondrias, 2) intera¢ao
da proteina StAR com canais anions dependentes de voltagem-1, 3) proteina
carreadora de fosfato (PCP) para membrana externa mitocondrial, 4) associa¢ao da
proteina translocadora 18kDa com locais de contato da membrana interna/externa
mitocondrial, 5) transferéncia de colesterol para o interior mitocondrial e 6)

posterior formagao de esteroides.3%318

O substrato colesterol para formagao de pregnenolona pode ser obtido por
meio de quatro fontes potenciais, Figura 14.2%° A fonte de colesterol é derivada do

plasma principalmente e, outra pequena porgao é sintetizada localmente.** Grande
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parte do colesterol na adrenal é esterificada e armazenada em goticulas lipidicas
citoplasmaticas.'* Para sua producao normal prosseguir, suficientes quantidades de
colesterol deverdao estar disponiveis e serem fornecidas as mitocondrias.’” O
suprimento de colesterol nao ¢ limitante da taxa de esteroidogénese na maioria das
condigOes fisioldgicas, porque existem caminhos mdultiplos para suprir as

necessidades celulares de colesterol.3?

Figura 14 - Fontes potenciais de colesterol para a formacao de esteroides e de
membrana.

==t o COLESTEROL

|
! i 1 |

ALDOSTERONA CORTISOL PROGESTERONA ESTRADIOL TESTOSTERONA

Adaptacao: Gupta e Morley. Compr Physiol, 2014.2

O processo de esteroidogénese utiliza colesterol derivado de lipoproteinas
plasmaticas preferencialmente. Embora, quantidades adequadas do substrato
colesterol podem ser sintetizadas nas células pelo processo endoégeno chamado de

novo e pelos ésteres de colesterol armazenados nas goticulas lipidicas.>"
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Todas as células esteroidogénicas, independentemente de espécies, tém
capacidade de adquirir colesterol a partir do LDL plasmatico ou outras
Apolipoproteinas tipo -B ou -E via mecanismo endocitico mediado por receptores
de LDL (B/E).*” No entanto, sua eficiéncia funcional é determinada pelo estado

fisioldgico celular, pelo tipo, composicao e espécies das lipoproteinas circulantes.?

PREGNENOLONA

A desregulagao do eixo HPA e a posterior alteragdo dos niveis plasmaticos
de esteroides descritas, anteriormente, afetam o hormonio pregnenolona e seus
metabolitos.’> A pregnenolona é conhecida como “mae dos hormonios” devido a
sua acao de precursao dos demais esteroides, sendo o primeiro esteroide formado a

partir do colesterol por meio da agao da enzima P450scc.?”

Pregnenolona, apods ser sintetizada pelo processo da esteroidogénese é
convertida em vdrios outros esteroides das classes de glicocorticoides,
mineralocorticoides e os esteroides sexuais.’ Por exemplo, a pregnenolona
sintetiza esteroides como testosterona, estrégeno, progesterona,
dehidroepiandrosterona, cortisol, aldosterona, alopregnanolona, pregnanolona,
alopregnanolona, entre outros, além de seus derivados sulfatados (detalhes na

Figura 13).13308
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No final da Segunda Guerra Mundial, a pregnenolona foi identificada como
um hormonio capaz de melhorar a qualidade do sono e a atengao entre pilotos da

Forca Aérea®” e entre trabalhadores de fabrica de baionetas.?!32?

Varias experiéncias em humanos foram realizadas examinando os efeitos da
administracao de pregnenolona no desempenho psicomotor no inicio da década de
1940.27 Cerca de 300 trabalhadores de fdbricas que receberam até 70 mg de
pregnenolona por até 3 meses melhoraram a eficiéncia de produ¢ao em grupos

considerados sob condic¢Oes estressantes. 2°7:320:321

Efeitos no desempenho psicomotor em pilotos apds administracao de
pregnenolona levou a diminuicao da fadiga.’”® Dose de um miligrama(mg) de
pregnenolona alterou padroes de EEG durante o sono, além de melhorar a eficiéncia

do sono e diminuir a vigilia intermitente.

Estudos iniciais sobre efeitos da pregnenolona foram investigados em
humanos saudaveis,?*32> ambos o0s sexos, entre 20 e 88 anos. A dose de
pregnenolona de 500 mg ao dia durante 12 semanas nao apresentou efeito na forga,
no equilibrio ou na memoaria,*** porém, demonstrou melhor capacidade de atencao

e de desempenho.’?

Em humanos, foi utilizada pela primeira vez na pratica clinica como agente

anti-inflamatorio na década de 1940.%2' Nas décadas de 1940 e 1950, a pregnenolona
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foi usada com seguranga como tratamento para artrite reumatoide e outras
condi¢oes inflamatdrias. Os resultados, apesar de varidveis, melhoraram sintomas

na maioria dos estudos.326:327.297

Pregnenolona e Potenciais Efeitos na Saude

A pregnenolona tem sido associada mais consistentemente a condigoes de
saude como dor severa,® disturbios afetivos®®3° e deméncia.®®® Também, sao
demonstradas potenciais implicacdes da pregnenolona no sono. Por exemplo, a
administracao de pregnenolona em homens ocasionou alteragao no EEG durante o
sono semelhantes aos efeitos de um agonista inverso parcial de receptores da classe
A dos neurotransmissores de acido gama-aminobutirico (GABA). O hormoénio
aumentou o sono de ondas lentas e a diminui¢ao da poténcia do EEG na faixa de

frequéncia do fuso.33

Pregnenolona e Dor

A dor cronica tem profundos efeitos fisiologicos no sistema enddcrino, bem
como alteragdes nos niveis de esteroides podem servir como biomarcadores de dor
intensa. A homeostase nos niveis de esteroides é imprescindivel para alcancar o

controle da dor. 333
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A dor severa, inicialmente, hiper estimula o eixo HPA, resultando em niveis
séricos elevados de pregnenolona, adrenocorticotrofina e cortisol. Se a dor severa
persistir, o eixo HPA pode manter a produgao hormonal normal e os niveis séricos
de alguns hormoénios podem cair abaixo do intervalo normal.3¥® A deplecao de
esteroides ocorre, apds a ativagao do eixo HPA, reduzindo seus niveis séricos abaixo
da normalidade.’** Estudo em ambos os sexos identificou reducao plasmatica da

pregnenolona apds diminuicao e controle da dor severa.>®

Individuos tratados sem sucesso frente a terapéutica padrao da dor de alta
intensidade e cronica tém um perfil hormonal sérico anormal.? A sintese local de
neuroesteroides préximo de seus locais de agao como centros neuronais da dor sao

demonstrados.33¢

Pregnenolona e Transtornos Afetivos

Neuroesteroides podem ser influenciados por fatores fisioldgicos ou
patoldgicos.? Por exemplo, a testosterona sérica®® foi identificada como varidvel
preditora independente de depressao, demonstrando correlacdo inversa
significativa em individuos com apneia em comparacdo aos individuos sem a

doenca.?*

Visto a apresentacao frequente de baixos niveis de testosterona, disfun¢ao

sexual e depressao na apneia € pertinente avaliar os mecanismos dessa associagao.*
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A identificagao, também, de possiveis efeitos de outros hormonios precursores da

testosterona como pregnenolona podem ser pertinentes.>*

Niveis de pregnenolona a partir do liquido cefalorraquidiano foram obtidos
por puncao lombar em individuos com doenca afetiva livres de medicacao e em
voluntarios sauddveis.?* Individuos clinicamente deprimidos no momento da
pungao lombar tinham pregnenolona inferior (n=9, 0.16 ng/ml) aos voluntarios
(n=10, 0.35 ng/ml; p <0.01). Além disso, independentemente do estado de humor no
dia da pungao a pregnenolona foi menor em todos os individuos afetivamente
doentes (n =26, 0.21 ng/ml) em comparagao aos voluntdrios, p <0.05. Nesse mesmo
estudo a pregnenolona nao se correlacionou com escores de ansiedade. Efeitos
antidepressivos de pregnenolona e seu sulfato podem estar ligados a atividade do

eixo HPA e a fatores neurotroficos.3®

Em pacientes ap0s tratamento com finasterida, medicamento antiandrégeno
utilizado no tratamento para calvicie, 8 entre 16 homens tiveram transtorno
depressivo maior e apresentaram aumento significativo nos niveis plasmaticos de
pregnenolona comparado aos pacientes nao tratados com finasterida. Porém a
pregnenolona medida no liquido cefalorraquidiano diminuiu significativamente.3
Alguns autores sugerem que alteracoes identificadas no plasma podem nao refletir

exatamente o que ocorre no liquor e no sistema nervoso.>



88

Casos de depressao associada a hipercortisolemia apresentam melhoras,
concomitante ao aumento de pregnenolona induzida pelo farmaco cetoconazol,
inibidor da sintese de esteroides.3* Essas modificagdes em seus niveis podem

contribuir nos efeitos antidepressivos.?34

Estudo randomizado®* avaliou o efeito do tratamento com pregnenolona na
dose de até 100 mg/dl ou placebo durante 8 semanas em 70 individuos com
transtorno bipolar ou transtorno depressivo maior recorrente. A terapia
demonstrou seguranga e tolerabilidade, além de tendéncia no alivio de sintomas

depressivos e maniacos.’*

O tratamento distirbio depressivo bipolar ¢ desafiador, sendo necessarias
opcoes medicamentosas adicionais.*® Tal contexto justificou a realizagao do ensaio
clinico randomizado e cegado em 80 adultos com depressao bipolar e estado de
humor deprimido. Participantes foram alocados para grupos controle ou
intervencao com pregnenolona na dose 500 mg durante 12 semanas.**> Mudangas
acentuadas nos niveis de neuroesteroides ocorreram apods tratamento com
pregnenolona.?*® Taxas de remissao da depressdao avaliada pelo Inventdrio de
Sintomatologia Depressiva Auto Relatada foram, significativamente, maiores no grupo
pregnenolona, 61%, em comparagao ao grupo controle, 37%. A escala de avaliagao
da depressao de Hamilton se correlacionou, negativamente, -0.48 a pregnenolona,

P=0.019.3* O tratamento via pregnenolona foi bem tolerada, indicando seguranca
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na sua administragdo com resultados favoraveis nos sintomas depressivos em

individuos com distarbio depressivo bipolar.3#

Estudos em humanos indicam associac¢ao entre pregnenolona e disttrbios de
ansiedade somente em populagao de pacientes com esquizofrenia,?® nas demais
populacoes o0s resultados sugerem mndo associacdo entre ansiedade e

pregnenolona.34,348:349

Pregnenolona e Cognicao

Niveis elevados de pregnenolona (22.24 ng/g) foram identificados em cortex
temporal de pacientes Postmortem com deméncia por DA em comparacao aos
controles (10.24ng/g), P=0.022.3" Niveis de pregnenolona nao diferiram,
significativamente, entre o sexo feminino e o masculino tanto no grupo com

demeéncia quanto no grupo controle cognitivamente intacto.

Estudo em homens e mulheres entre 18 e 65 anos identificaram correlacao
positiva entre os niveis de pregnenolona e os dominios cognitivos de memdria de
trabalho (P = 0.041), e de fluéncia verbal (P = 0.0027) e no escore global do
instrumento de Avaliacao Breve da Cognicao na Esquizofrenia (P = 0.020).*! Estudo

em populacdao com distarbio bipolar II**? e em pacientes com depressao e historico
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de uso de substancias®? a pregnenolona nao se associou a cogni¢do. Nos préximos

paragrafos seguem evidéncias em estudos animais.

Varios estudos em ratos indicam que os astrdcitos, classe principal de células
gliais, podem sofrer diferenciagdo e organizacdo morfologica influenciada pela
reducao de esteroides®*3%536357 e pelo envelhecimento.** A pregnenolona e alguns
de seus derivados apresentaram fun¢ao na diferenciacdo e na morfologia dos
astrocitos in vitro.**3® Pregnenolona foi indicada como um potente hormonio para
melhorar a memoria em estudo animal’” A administracdao crénica de
pregnenolona, no entanto, foi capaz de reverter o aumento nas proteinas acidas
fibrilares gliais em talamo e cortex de ratos idosos, sugerindo acdo compensatoria
decorrente da sintese de neuroesteroides deficiente pelas células gliais durante a

senescéncia.®*

Pregnenolona e o Envelhecimento

Desde que o filésofo grego Pitagoras descreveu a inevitavel perda de fung¢oes
cognitivas com o avango da idade, varias teorias sobre potenciais responsaveis
surgiram.’! Tais teorias incluem desde a posse demoniaca, o endurecimento dos
vasos sanguineos até a doenga de Alzheimer.*! Atrofia no cértex e no hipocampo
por causas como DA, inflamagao, corpos de Lewy e lesdes vasculares sao

determinantes de declinio cognitivo com o envelhecimento.3¢!
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Outras hipdteses foram testadas para essa associacdo, por exemplo, efeito dos
hormoénios esteroides.”® Mudangas na producdo de esteroides durante
envelhecimento parecem nao estar associadas a defeitos em sua sintese ou a redugao
de sinalizacdo de receptores de hormonio trofico.’#%? Provavelmente, no
envelhecimento essas mudancas sao decorrentes da capacidade alterada dos tecidos
mobilizarem colesterol intracelular necessario para a producao de esteroides.

Apesar da acumula¢ao em quantidades excessivas de ésteres de colesterol na
forma de goticulas lipidicas, parece nao ocorrer transporte adequado do colesterol
livre para os locais mitocondriais da enzima P450, onde € convertido em
pregnenolona por meio da clivagem de sua cadeia lateral.!® De fato, ha aumento no
armazenamento de ésteres de colesterol nas células adrenais no envelhecimento,
sugerindo comprometimento na transformacao do colesterol em pregnenolona no
interior da mitocondria.** Tal comprometimento na absorcao de lipidios no
envelhecimento tem sido associado aos niveis de pregnenolona reduzidos.* Na
apneia, no entanto, ocorre modificagao do metabolismo lipidico,** além do efeito
sobre alguns esteroides ja estudados.®* A Figura 15 de Gupta e Morley? ilustra
conjunto de resultados de quatro estudos®4365366367 sobre os efeitos do

envelhecimento nos niveis de esteroides circulantes.
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Figura 15 - Efeito do envelhecimento em esteroides basais da adrenal.

HOMENS MUDANCAS NO ENVELHECIMENTO MULHERES
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(Desmolase)
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NAO ALTERADO ALDOSTERONA

Adaptacao: Gupta e Morley. Compr Physiol, 2014.%

Pequeno declinio nos niveis de pregnenolona com a idade sao identificados
em homens e mulheres, porém niveis de cortisol e progesterona permanecem
intactos, sugerindo que a enzima 17,20-liase é sensivel a idade.?* Resultados em
relacdo a capacidade de resposta adrenal a estimulagdo com ACTH sao
conflitantes.” Estudos em animais®%*° apontam aumento da secrecao de ACTH na
tentativa de superar o declinio na produgao de corticosterona adrenal.? Outra
investigacao®® identificou resposta adrenal dos esteroides pregnenolona,
dehidroepiandrosterona e 17-hidroxipregnenolona ao ACTH, significativamente,

diminuida no envelhecimento.?
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Tais resultados conflitantes em relacao aos niveis de pregnenolona, em parte,
podem ser explicados pelas diferencas entre os estudos, sabidamente, populacao,
intervengao, comparadores ou auséncia destes e delineamento. Outra possibilidade
pode ser devido aos diferentes estados fisioldgicos ou condigdes de saude com
influéncia ainda desconhecida nos niveis de pregnenolona. Esse cendrio dificulta o
controle para possiveis efeitos de tais condi¢oes de satide em seus niveis, afastando

interpretagdes mais solidas, fato que pode conduzir aos resultados conflitantes.

Concentracao Sanguinea de Pregnenolona

Niveis plasmaticos de pregnenolona diminuem com o avanc¢o da idade
progressivamente.?” A secrecao da pregnenolona na adrenal reduz cerca de 60% até
0s 75 anos comparada aos valores médios observados aos 35 anos.?” Tal diminuigao

reduz a capacidade de renovacao e reparo celular.?!?

Reducdes significativas, apds 35 anos de idade foram verificadas na
concentragao sanguinea de pregnenolona, progesterona, dehidroepiandrosterona e
sulfatos e nao sulfatados. Similarmente, foram identificadas reducbes na
testosterona nao ligada, no seu metabdlito inativo a androstenediona e no seu

metabolito ativo 5-dihidrotestosterona.!®

Pregnenolona plasmatica foi verificada em individuos com esteroidogénese

normal e anormal, resultando em niveis de pregnenolona diminuidos apds
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supressao adrenal nos individuos com esteroidogénese normal e, apds supressao
gonadal em mulheres pré-menopausa e homens, mas nao em mulheres pos-
menopausa.”? Ambos testes de supressao reduziram os niveis plasmaticos de

pregnenolona abaixo da sensibilidade do teste, <0.1 ng/m1.3"

A pregnenolona plasmatica parece mais elevada em mulheres na pré-
menopausa comparadas aos homens e mais elevada nos homens comparados as
mulheres na pdés-menopausa.”’! O estudo também demonstrou niveis semelhantes
durante as fases folicular e latea de quatro ciclos menstruais e niveis aumentados
em resposta a administracao de grandes doses de ACTH em cinco individuos com
esteroidogénese normal.”! Outro estudo demonstrou niveis mais altos na fase
folicular em mulheres com transtorno depressivo-ansioso tratadas com fluoxetina

comparadas ao grupo controle, P<0,001.3%

O ritmo diurno pregnenolona plasmatica foi observado apenas em mulheres
na pds-menopausa.”’! A pregnenolona apresentou tendéncia nao significativa de
menores niveis a noite do que pela manha em individuos com fung¢ao gonadal
intacta. Para avaliar se a pregnenolona de origem gonadal obscurece o ritmo diurno
adrenal, foram testados seus niveis em individuos com fungao gonadal suprimida,
demonstrando a possibilidade de um ritmo diurno subjacente da pregnenolona

adrenal. ¥ Os niveis de pregnenolona da manha em pacientes com sindrome de
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Cushing foram diminuidos, no entanto, os niveis noturnos foram maiores

significativamente. 3!

No entanto, apesar da quantidade de estudos sobre os niveis de
pregnenolona, investigagOes permanecem necessarias em estudos sobre seus niveis
em diferentes condigdes fisioldgicas e patoldgias.”® Tal conclusao incentiva o

desenvolvimento desta tese para avaliagao desse hormodnio na condi¢do da apneia.

Estudo em homens saudaveis entre 18 e 72 anos*? demonstrou diminuicao
significativa nas concentragdes sanguineas de pregnenolona e progesterona

relacionadas a idade, concomitante a manutencao nos niveis de cortisol total e livre.

Efeitos dos niveis plasmaticos de pregnenolona na sintese de esteroides
foram investigados em macacos Cinomolgos.”® Estimulagao do eixo HPA por
naloxona aumentaram os niveis de pregnenolona. A estimulacdao por ACTH e pelo
fator liberador de corticotrofina aumentaram os niveis de cortisol, nao afetaram os
niveis de pregnenolona, mas diminuiram a proporcao plasmatica da razdo de
pregnenolona/ desoxicorticosterona, sugerindo aumento no metabolismo da

pregnenolona.’

O metabolismo rdpido da pregnenolona para outros esteroides como
desoxicorticosterona sugere menor propensao de sua acumulagao no plasma apos

a ativacao do eixo HPA."® A administragao de 1,0-1,5 g/kg de etanol ndo alterou os
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niveis de pregnenolona, demonstrando que a regulagao de sua sintese em macacos

difere de roedores.

Niveis de neuroesteroides periféricos podem ter utilidade como marcador
substituto da regulacao de seus niveis no sistema nervoso central, por exemplo,
niveis séricos de pregnenolona se correlacionam aos seus niveis no hipocampo em
roedores.’””” Niveis de pregnenolona no liquido cefalorraquidiano humano sao
correlacionados aos niveis no cdrtex temporal.¥* No entanto outros autores
divergem, demonstrando nao correlacdo entre os niveis plasmaticos de

pregnenolona e os niveis no liquido cefalorraquidiano.?#

CONSIDERACOES SUMARIAS

O prévio racional tedrico aborda a apneia obstrutiva do sono e seus
mecanismos biologicos de estresse cronico, os quais afetam estruturas reguladoras
do eixo HPA como hipocampo e amigdala levando a hiperativacao do eixo HPA e
posterior desiquilibrio hormonal. 1115116117118

A diversidade de fatores clinicos envolvidos na apneia como a altera¢ao do
eixo HPA e seus demais efeitos metabolicos, neurocognitivos,'#% além da
alteracao do sono e de sintomas afetivos sao, também, associados a alteracao nos
niveis de pregnenolona. Tais fatores comuns, podem explicar potencial link entre

apneia-pregnenolona. A desregulacio do eixo HPA foi, consistentemente,
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identificado pelos estudos como condig¢ao relacionada tanto a apneia quanto a

pregnenolona.

JUSTIFICATIVAS

O critério da plausibilidade biologica pode ser atribuido a relacdo apneia-
pregnenolona justificando a realiza¢do do presente estudo. A hipdtese a ser testada
tem relevancia cientifica, considerando a provavel adigdo ao conhecimento de
outros fatores potenciais envolvidos na patogénese da apneia e nas suas diferentes

manifestacgoes.

HIPOTESES

Conceitual

Niveis séricos de pregnenolona podem estar alterados em pacientes com
apneia-hipopneia obstrutiva do sono em comparagao ao grupo controle.
Operacional

HO = H1: Os niveis de pregnenolona sao iguais em pacientes com e sem apneia.

HO # H1: Os niveis de pregnenolona sao diferentes em pacientes com e sem apneia.
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OBJETIVO

Principal
Avaliar se ha associa¢ao entre os niveis séricos de pregnenolona e a apneia-

hipopneia obstrutiva do sono.
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ABSTRACT

Background: Obstructive sleep apnea (OSA) and hypertension affect
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis activity. OSA is linked to changes in
steroids which are synthesized from pregnenolone, the first hormone produced
from cholesterol. HPA activity affects pregnenolone levels. We aim to evaluate
this potential OSA-Pregnenolone association.

Methods: This cross-sectional study compares pregnenolone levels through
severity OSA-groups with uncontrolled hypertension. Inclusion criteria for both
men/women were ages, respectively, from 35/50 to 65 years old, with body mass
index (BMI)<40kg/m?2. Blood was collected among 7-10 a.m. and was analyzed by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Home portable polygraphy and
ambulatory blood pressure monitoring were performed. Respectively, apnea-
hypopnea indexes of (AHI)>15/AHI>30 were considered moderate/severe OSA.

Findings: Consecutively, were selected 30 participants from the sampling frame,
who 8(27%) showed resistant hypertension, 25(83%) were males, 10(33%) had
moderate-OSA and 20(67%), severe-OSA. The whole sample was aged around
54+7 years and presented mean AHI around 39+16 events per hour, mean
pregnenolone of 6.1+3.2 nmol/, and mean BMI roughly 31.7+3.9
kg/m2. Pregnenolone levels showed a difference of 2.1+2.0 nmol/l between
groups with moderate (4.7+1.4) and severe OSA (6.8+1.4), P=0.024. Pregnenolone
retains the same difference between OSA-groups in the final backward stepwise
analysis, P=0.031. Similarly, both variables, depression diagnosis and anxiety
retained significance at final multivariate analysis. Variables excluded from the
backward stepwise model were diabetes mellitus, licit drugs, the cognition aspect
of recall, altered prospective memory, age, BMI, sex, and drugs that changes
pregnenolone.

Interpretation: Pregnenolone levels increase concurrently with OSA-severity in
individuals with uncontrolled hypertension. This association remains
significance after adjustment. These findings warrant interventional studies to
confirm them.

Keywords: Obstructive Sleep Apnea— OSA - Hypertension — Steroids — Pregnenolone
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RATIONALE

OSA precedinglor exacerbating hypertension,? and is the most common
secondary cause of hypertension.>#®> OSA may potentiate the adverse
cardiovascular effects on hypertensives individuals but not normotensives.®
Prevalence of obstructive sleep apnea (OSA) is roughly 30% in general
population aged between 30 and 75 years”® with even higher estimates in the
presence of hypertension.” In individuals with resistant hypertension,
considering all OSA-severity degrees the prevalence are approximately 70%3!?
varying from 56%1%1! to 90%,'>12131314 and around 83% have unrecognized OSA."°
Optimal CPAP therapy reduced aldosterone excretion in patients with
uncontrolled resistant hypertension may suggesting possible improvement in
cardiovascular outcomes in these in OSA-resistant hypertension.’® Taken
together these evidences, hypertension and OSA co-exists just by chance.?”

Both hypertension!®1920212and OSA?24% are linked to altered activity of the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis. Untreated OSA is a risk factor for
HPA axis hyperactivity compared to treated individuals.?® Hippocampus is
essential for regulation of the HPA axis, although is structurally altered in
individuals with OSA %728 HPA directly affect endocrine system,? and are linked
to lipid metabolism changes in humans**32and animal models.** Similarly to
the HPA axis, OSA is consistently linked to altered steroid levels,3>3657.38:39,40,41,42,35
as estrogens,® progestogens* and androgens, 444 and independently
associated with dysregulated lipid profiles.514950515253 eyen in the absence of
obesity* by the severity hypoxia mechanism.>* Even though the mechanisms of
OSA are studied in various steroid hormones, remain knowledge gaps related to
clinical consequences of OSA on the steroid pregnenolone.

Pregnenolone is the first steroid synthetized from different sources

of cholesterol and sequentially converted in all other steroids.*>” The
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metabolism of pregnenolone are changed®*** with HPA axis activation.®® Equally
HPA axis and OSA, pregnenolone are related to lipid metabolism showing high
levels in excessive cholesterol amounts,®% and low levels in impaired lipid
absorption.!®® Its micromolar concentrations activate specific mechanisms
avoiding cholesterol oxidation products.®-%¢ In addition, pregnenolone
imbalance are linked to brain-related disorders,*> which is a consequence of
OSA.% Animal studies shows that intermittent hypoxia leads to an increase in
pregnenolone levels.?® However, studies on its levels among different
physiological and pathological conditions remain insufficient.” It is biologically
plausible, therefore, that OSA exerts an effect on pregnenolone levels or, at least
an incremental effect. This scenario raises the aim of this study that is to evaluate

potential association between OSA severity and pregnenolone levels.

METHODS
This manuscript follows the Strengthening the Reporting of Observational

Studies in Epidemiology (STROBE) Statement recommendations (STROBE).

Study Design and Setting
This cross-sectional study selected consecutively participants from the

sleep clinic sampling frame.

Participants

All individuals who consented with the anonymous use of their clinical
data were screened for eligibility in the electronic database. In this stage, the
evaluated criteria were the presence of obstructive sleep apnea (OSA) with non-
controlled hypertension in use at list one antihypertensive agent and, body mass
index lower than 40 kg/m?2. Additionally, male sex aged between 35-65 years and,
female sex aged between 50-65 years. Afterward, individuals were invited by

telephone to participate in consultation for informed consent procedure. All



participants that accept to participate in the study were evaluated for
exclusion criteria as heart failure, ejection fraction lower than 45%,
secondary hypertension, chronic kidney disease or creatinine greater than
2 mg/dl, acute myocardial infarction, OSA treatment and, current
hormonal therapy.

Thereafter, participants returned to the clinical research center of
the hospital for orientations to perform a home sleep apnea testing and
ambulatory blood pressure monitoring (ABPM). If confirmed eligibility of
a moderate apnea-hypopnea index (AHI>15 events per hour) and non-
controlled systolic or diastolic BP in the ABPM of 24 hours or day or night
the blood sample were collected. In addition, results in the home sleep
apnea testing as central apnea and, a pattern of Cheyne-Stokes respiration

were excluded.

Variables

Outcome

The dependent variable, pregnenolone is presented in units of
nanomoles per liter (nmol/L). Blood sample, after an overnight fast, was
obtained at a single time point between 7-10 hours a.m. The analysis of
serum pregnenolone was carried out at the hospital lab by professionals
with expertise independent of the study, using standard lab techniques.
The blood samples were centrifuged in plastic tubes for 10 minutes at 4500
rotations per minute at four degrees Celsius (°C) and stored at -80°C until
the sampling completion. All stored blood samples were analyzed
simultaneously using an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
kit of pregnenolone-specific monoclonal antibodies (ABNOVA-KA1912).

The lowest limit of hormone detection was 0.1 nanogram per milliliter.

Exposition
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The independent variable was the apnea-hypopnea index (AHI) evaluated
by validated portable respiratory polygraphy (Embletta Gold; ResMed, Kanata,
Ontario, Canada) ®. The home sleep apnea testing included nasal airflow, pulse
oximetry, and inductive plethysmography for assessment of abdominal and
thoracic effort. The sleep records were manually analyzed based on the American
Academy of Sleep Medicine guideline” by a single sleep technician independent
of the study. The portable polygraphy was repeated if a technical problem
occurred. The AHI was calculated dividing the total number of apnea-hypopnea
events by the artefact-free recording time, expressed in events per hour. The
participants were divided in two AHI groups, categorized as below (non-OSA
group) and above 10 events per hour (OSA group).

Ambulatory BP monitoring is recommended as the diagnostic strategy of
choice for most adults in primary care settings regardless of initial screening
results and was performed in all subjects.”? According European Society of
Cardiology and Hypertension” definitions uncontrolled BP was detected by
systolic and diastolic BP above recommended targets, 2140 mmHg and/or 290
mmHg during BP-office measurements. These inadequate BP-control when
confirmed by ABPM define sustained uncontrolled-BP.”? Sustained uncontrolled-
BP in addition to a prescription of at least three drugs at adequate doses,
including a diuretic,’> with good adherence to drugs define resistant
hypertension.” ABPM altered was identified by one or more BP-parameters of
the following time periods: 24 hours: 2130/80 mm Hg, daytime: >135/85 mm Hg
or/and, during the night: >120/70 mm Hg.””> Masked uncontrolled hypertension
was considered when the office BP was controlled, but elevated according to
ABPM measurements.”>’* Ambulatory BP monitoring results were considered
invalid and excluded if the percentage of unsuccessful readings were more than
30%.7

Pill-counting of the BP-lowering agents were made to assess adherence

before performing the ambulatory blood pressure monitoring (ABPM). Pill-



counting was based on measures of the number of pills that patients
brought to the consultation and the number of pills that should be
returned after combining the interval between consultations, usually
every 7 days. This pill-counting taking into account any surplus
medication from previous prescriptions in order to determine the baseline
number of pills. Thus, adherence to BP-lowering drugs >80% was

considered as the threshold of good adherence.”

Confounders

Mini-Mental State Examination (MMSE)”® scale was used to screen
cognitive difficulties suggestive of dementia. Score higher than 23 points
was considered a decrease in overall cognitive function. In a meta-analysis
study was suggest a cutoff score of 23 points as the optimal level to detect
dementia for the overall sample with a sensitivity of 86% and specificity
of 83%.7

The Hospital Anxiety and Depression (HAD)? scale is composed
of a total of 14 questions with multiple choice and four response
alternatives ranging from zero, no symptoms, up to three for the severe
symptom. The scale is separated in two subscales with seven questions
each ranging from zero to 21 points to detect symptoms of depression and
anxiety during the last week. The original work” recommends a score of
11 or more for each subscale (HAD>11 points) indicating definite cases of
depression or anxiety.

Prospective and Retrospective Memory Questionnaire (PRMQ)” was
used to assess the frequency that happen prospective and retrospective
memory failures reflecting aspects of short and long-term memory. PRMQ
scale was composed by sixteen items rating on a Likert scale from very
often (5) to never (1) that considers together prospective and retrospective

aspects of memory resulting in total scores ranging from 16 to 80 points.
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PRMQ subscales consists by separately aspects of the prospective and
retrospective memory, each one with eight items scored from 8 to 40 points.
Higher scores in the PRMQ scale or in the subscales indicate a higher incidence
of memory failures. Cutoffs suggestive of memory problems in the global PRMQ
scale, and in the retrospective and prospective memory subscales were
considered, respectively, 232, 219 and >17 based on work of Hsu and colleagues.®

The CAGE questionnaire was used to diagnosis of alcoholism from
detection of excessive alcohol consumption or dependence.’! CAGE is an
acronym focused in the four simple questions about 1) Cutting down, 2)
Annoyance by criticism, 3) Guilty feelings, and 4) Eye-openers. The correspond
questions are # “Have you ever 1) felt the need to cut down your drinking; 2)
telt annoyed by criticism of your drinking; 3) had guilty feelings about drinking;
and 4) had a drink first thing in the morning for calm down or to get rid of a
hangover?” Dependence of alcohol was defined as those scoring higher than 1
point on the questionnaire (CAGE>2).

One observer carried out all anthropometry measurements, in the
morning taken directly over the skin with the subject standing. Body mass index
(BMI) was calculated as the weight (kg) divided by the square of the height (m).
Waist circumference (cm) was taken with a tape measure under the midline of
the participant's armpit, at the midpoint between the inferior margin the last rib
and the crest of the ilium (top of the hip bone).** Hip circumference (cm) was
measured at the maximum circumference over the buttocks. Waist-to-hip ratio
was calculated from the measurements of the waist divided by the hip.

Menopause period including peri and post menopause were confirmed by
criteria of self-report of amenorrhea for at least 60 days without hormonal
contraception.® Other confounders as skin color, current smoking, diagnoses of
diabetes mellitus and depression were self-reported by participants, in addition

to checking medications during the clinical interview.



Sample Size

The sample size calculation was computed using G*Power software
version 3.1% by t-test for independent groups with a P alpha of 5% and
power of 80%. The suitable number of participants to detect a
pregnenolone difference of 1.0 nmol/l + 1.0 standard deviation between
individuals with moderate and severe obstructive sleep apnea was a total

sample of 34 participants, 17 in each group.

Statistical Methods

The data were computed and analyzed using SPSS software (PASW
Statistics for Windows, Version 18.0, Chicago: SPSS Inc.). Continuous
variables were presented by mean number plus or minus standard
deviation (+SD) with mean and minimum to maximum values or 95%
confidence intervals (CI). The categorical variables were showed in
number and percentage. Statistical tests as chi-square, Student's t, Mann-
Whitney U test was used based on variable type. Binary Logistic and
Linear Regression was used by Generalized Linear Model (GzLM) for
univariate and multivariate analysis. Assumptions of the residual
normality and suitable goodness of fit were observed. Significant results
are considered with Bonferroni P-values <0.05.

Regressors of the multivariate model were selected based on
theory-driven and on potential confounders associated with
pregnenolone with P<0.10 assessed by univariate analysis® Theory-driven
allow anticipate the variables that was included in multivariate model as
age,” BMI®* and gender® which were reported as important variables for
plasma steroid reference intervals. Secondarily, were included variables
that mediate variability®*91%2 on the pregnenolone levels consistently
reported as those health-related lifestyle factors® including alcohol

consumption,” use of tobacco®*® and chronic illness as diabetes
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mellitus.®*” Lastly, was included the waist/hip circumference ratio as a predictor
of dysregulated HPA activity.”

Variance inflation factor (VIF) test was applied to identify collinearity
between regressors, if there are collinear variables, they were withdrawals until
to obtain a suitable model with VIF<2. Thereafter, was used the backward
stepwise model to arrive at final model. Estimates of the effect size were
performed by G*Power software® and by an Excel-based effect size calculator®,

which provide additionally the confidence intervals.

RESULTS

Patients

A total of 414 patients from clinic sampling frame were consecutively
assessed for eligibility through an electronic database. Two hundred and
seventy-nine participants with initial eligibility criteria were invited, and among
them188 accepted the invitation. At clinical interview were identified 158
participants without criteria and 32 individuals without ambulatorial BP
monitoring. Sample included was composed of 30 individuals (Figure 1), who 10
(33%) subjects show moderate-OSA and 20 (67%) show severe-OSA show severe-
OSA (Table 1).

Table 1 provides characteristics of the whole sample, who 5(17%) were
females equally distributed between OSA-groups with a higher proportion of
white skin color, 4(13%) had black skin color, and one person declares to have
brown skin color. All subjects were aged around 54+7 years with a mean of BMI
31.7+3.9 kg/m? and mean of AHI 39+16 events per hour. Pregnenolone shows a
total mean of 6.1+3.2 nmol/l. Neck circumference shows significant high
measures in severe OSA than in moderate OSA. Although the variables current
use of tobacco, excessive alcohol use, beta blockers, and skin color did not present

significance they were unequally distributed between groups and potentially



assumes importance because these variables according to theory-driven®

changes pregnenolone levels, then they were considered confounders.

Clinical Data and Variables of Interest

Table 2 presents clinical data related to sleep study and
ambulatorial BP monitoring. In summary, Table 2 presents variables
similarly distributed between groups, except those variables strictly
associated with OSA-severity. For example, the mean of oxygen saturation
and awake diastolic BP, which were significantly lower in severe than
moderate OSA-group. Table 3 shows variables of interest due to potential
confounder between OSA-Pregnenolone. For example, anxiety,
depression, memory and cognition show balanced distribution between

OSA-groups.

Pregnenolone

Table 4 present variables significantly associated with
pregnenolone. Pregnenolone showed significantly higher levels in severe
OSA compared to moderate OSA, an effect that remained significant with
the apnea-hypopnea index variable.

A significant association was identified for the predictors of OSA,
BMI>30 Kg/m? and neck circumference>43 cm with pregnenolone which
increased its levels. Beta blockers and current smoking increased
pregnenolone levels in severe OSA respectively, (B coefficients (B) +
Standard Deviation), 0.51+0.47; P=0.026 and 0.58+0.41; P=0.004).
Contrarily, antiepileptic agents and noradrenaline/dopamine reuptake
inhibitors significantly decrease pregnenolone levels, P=0.011. Patients
that used  antiepileptics also used the  antidepressant
noradrenaline/dopamine reuptake inhibitors and both subjects had

depression diagnosed. Depression diagnosed marginally showed a trend
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to decrease pregnenolone levels, P=0.055. Selective serotonin reuptake inhibitors
were used by six subjects and present a non-significant trend to decrease
pregnenolone level, P=0.180. Buspirone a serotonin receptor agonist agent
presented a tendency to decrease pregnenolone levels, P=0.056. The total of two
participants used buspirone, one had depression and concomitantly used
antiepileptics and noradrenaline/dopamine.

In the univariate analysis a tendency to increase pregnenolone levels with
P<0.10 was present by both variables, prospective memory subscale 217 points
from PRMQ scale and waist >88cm for women and >102cm for men. A similar
trend with P<0.15 was demonstrated by the recall aspect of the cognition from
scale mini-mental state examination and by the waist-to-hip ratio=0.95 for
women and >1.0 for men. Inversely, a trend to decrease pregnenolone was
presented by the use of medication allopurinol, P<0.10 by three individuals,
among them, two had depression diagnoses and one under the use of beta-
blockers. In addition, pregnenolone levels were not different between male (6.2+
3.4) and female sex (5.6+ 1.4), P=0.639. Other variables recognized by affect
hormones not associated with pregnenolone. Age, diabetes mellitus, metformin,
and CAGE>2 presented {3 coefficients + SD (95% CI), respectively, -0.01+0.02 (-
0.03 to 0.02, P=0.560); -0.1+0.4 (-0.5 to 0.3, P=0.577); -0.1+0.4 (-0.4 to 0.3, P=0.794)
and -0.2+0.5 (-0.7 to 0.3, P=0.348).

Table 5 provides the results from three multivariate analysis to evaluate
the effect of OSA-severity on pregnenolone levels. All model (A, B and C) were
included the variables sex, skin color, diabetes mellitus, licit drugs, prospective
memory (PRMQ-P>17), depression diagnosis, anxiety subscale (HAD>11), and
medications that potentially changes pregnenolone. Differences among models
were the variables age and BMI, included only in model A, which were replaced
in the model B by the variable waist-to-hip ratio avoiding collinearity diagnoses

among them. Model C segregated the variable licit drugs in two others, alcohol



misuse (CAGE>2) and use of tobacco, in order to evaluate the specific
effects of these variables, besides the replacement of age/BMI by waist-to-
hip ratio.

Remarks on collinearity diagnosis are relevant for the
understanding of multivariate models. Analysis of variance inflation
factor (VIF) identifies collinearity by VIF estimates >2 among the variables
age, BMI and waist/hip-ratio, between age and alcohol misuse, and
between anxiety and depression subscales. Collinearity disappears when
age and BMI were replaced by Waist-to-hip ratio leading to a sequential
non-collinearity between age and alcohol misuse. Both collinearities
justified our two additional multivariate models. In order to remove
collinearity diagnosed between HAD subscales was chosen the anxiety
subscale >11 because of its greater case detections compared to the
depression subscale >11 points which will be discussed furthermore in the
Discussion Section.

Since all patients with depression used antiepileptics, allopurinol,
and noradrenaline/dopamine reuptake inhibitors, the variable depression
diagnosis encompasses these agents. In order to avoid collinearity with
the variable depression diagnoses, the variable medications that
potentially changes pregnenolone includes particularly beta-blocker,
serotonin receptor agonists and selective serotonin reuptake inhibitors
which were used by participants without depression diagnosed.
Participants with anxiety subscale >11 not used antiepileptics, allopurinol,
beta-blockers, and antidepressant agents, except one subject that used
buspirone a serotonin receptor agonist and self-reported depression
diagnosis.

At the final backward stepwise method, for all models were
withdrawals the same variables without significance counting, sex, skin

color, diabetes mellitus, prospective memory (PRMQ-P>17), and
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medications that potentially changes pregnenolone. Additionally, were
withdrawals the variables age, BMI and licit drugs from model A, the
variable licit drugs from model B and the variable alcohol misuse (CAGE>2) from
model C.

Figure 2 presents the variables that retain significance until the final
backward stepwise method with mean and 95% of the confidence intervals.
Three variables were significant for all models including OSA severity,
depression diagnosis and anxiety subscale >11 points. Additional variables also
presented significance in model B, waist-to-hip ratio, and in model C, the use of
tobacco besides the waist-to-hip ratio. Figure 3 provides the Hedges g effect size
with 95% of the confidence intervals regarding the influence of the OSA and other
significant variables on pregnenolone levels comparatively through the three

multivariate models.

DISCUSSION

The present study is the first to explore the OSA-Pregnenolone
association. OSA severity significant increases the pregnenolone levels in both
non-adjusted and adjusted analysis. In all multivariate models, severe OSA
effects increased of pregnenolone levels in an average of 0.34 nmol/l ranging from
0.03 to 0.6 nmol/l. This result means that pregnenolone levels significantly
increase 0.1 nmol/l with each additional 10 events per hour in the AHI, ranging
from 0.01 to 0.20 nmol/l also showed in the univariate analysis with P=0.032
(Table 4).

Severe OSA presented a high mean effect size of 1.0 on pregnenolone levels
with lower 95% of CI limits around 0.2, and the higher limits oscillating narrowly
within higher effect sizes of 1.7 to 1.8 (Figure 3). Post-hoc statistical power
calculated for non-adjusted and adjusted analysis were 0.96 and 0.70
respectively. Although this study is hypothesis-generating may contribute to the

knowledge leading future studies to confirm these findings. The three models
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presented in Figures 2 and 3 may reflect some robustness grade to the findings
regarding OSA-Pregnenolone association because results were consistently
similar.

The absence of studies evaluating pregnenolone in humans with OSA
limits comparisons. However, our findings on the effect of increased
pregnenolone levels were found in response to simulated intermittent hypoxia
are in agreement with animal studies.®”* Hwang and co-authors®” assessed in rats
the influence of hypoxia on the early step of enzyme activity of steroidogenesis
by zona fasciculata reticular cells incubated for 1 hour during four days.
Steroidogenesis was stimulated by two substrates, 25-hydroxycholesterol, and
trilostane, respectively, a membrane permeable cholesterol and an inhibitor of
3B-hydroxysteroid-dehydrogenase. This experiment showed effects of
intermittent hypoxia linked to the increased pregnenolone production compared
with the normoxia group with both substrates, alone or combined. High
pregnenolone levels reflected an increased activity of the steroidogenic
cytochrome P450 side-chain-cleavage (P450scc) enzyme.®” This result suggested
that expressions of the steroidogenic acute regulatory protein (StAR) and of the
enzyme P450scc were not affected by intermittent hypoxia.®”

Pimephales promelas, species of fathead fish adult females® were exposed
to intermittent hypoxia during 7 days to evaluate the hypoxic effects in vivo on
steroid production in ovaries. Afterward, was observed in-silico model the
hypoxic effects on steroidogenesis. This in-silico model was used to
computational analyses highlighted the model’s ability to simulate and predict
hypoxic effects on essential genes and pathways for steroid productions. They
reported a comprehensive coverage network changes in genes required for
steroid productions in response to hypoxia. These included genes: StAR involved
with cholesterol import whit subsequent conversion to pregnenolone by P450scc
gene, following conversion to 17p3-hydroxypregnenolone by P45017al, and

conversion to progesterone by 33-hydroxysteroid-dehydrogenases.®
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These steroid hormones were selected because represent: a) androgens
as testosterone and 11-ketotestosterone, b) estrogens as 173-estradiol and estrone,
c) corticosteroid as 11-deoxycortisol and d) progestogen as 170,208-
dihydroxypregnenone.® The majority of these steroids already was found altered
in patients with OSA. %3344 Hypoxia effects, in day 1 lowered the steroids
estrone,  17PB-hydroxy-pregnenolone, = pregnenolone,  11-deoxycortisol,
progesterone, 11-ketotestosterone. In days 3 and 7 these hormones increased
under hypoxia, except 173-estradiol. In silico, day 3 under hypoxia, predicted no
production for 173-estradiol and estrone, with no changes in production for the
other steroids. Additionally, from days 1 to 7 hypoxia decreased testosterone
production and increased 11-ketotestosterone, suggestion a physiological
compensation trend.

Additionally, other indirect evidence supports our hypothesis.
Experiment!® identified that the hypoxemia was as a potent stimulant of adrenal
steroidogenesis in fetal sheep during late gestation increasing the encoders of
P450scc, messenger ribonucleic acids (mRNAs).!® Similar, in immortalized mouse
granulosa cells'™ exposed to hypoxic incubator at 10% oxygen (O2) concentration
increased StAR expression. This physiological responses to hypoxia was
involved by the hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF1«x).!? This factor is
normally rapidly degraded, binding to the hypoxia response element of target
genes, initiating their expression.!> For example, adaptive responses to hypoxia
potentialized the association of HIF1a with the proximal StAR promoter region
compared to the normoxic control in rats.!® Kowalewiski and co-authors in
2010,'% observed that StAR expression was dependent of the phosphorylation of
protein kinase-A (PKA). Jiang et. al. in 2011, however identified that PKA was
inhibited by very severely hypoxia conditions, contrarily to hypoxia at 10% O:
levels in bovine corpus luteum.%*

In addition, five gene and steroidogenic enzymes were increased as StAR,

P450scc, and hydroxysteroid-dehydrogenases, subtypes 3b, 20b and 11b. Both
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StAR and P450scc expressions, involved in cholesterol conversion to
pregnenolone, ® were upregulated by hypoxia which potentially explained the
trend of high median and interquartile interval of the pregnenolone levels
compared to normoxic controls.®® Another study!® contrarily showed
downregulation also for P450scc. Additionally, only the P45019ala gene
expression, essential for the testosterone conversion to estrogens, was
downregulated concomitant to lowered estrogen levels.®® Ex vivo analysis
demonstrated a dependence of reaction between 17[3,200-
dihydroxypregnenolone  and  20p-hydroxysteroid-dehydrogenase,
evident by augmented 20B-hydroxysteroid-dehydrogenase expression
and reduced production of 173,203- dihydroxypregnenolone. Another
study!® investigates a specific hippocampal area after mice underwent to
simulate hypoxic through repeated exposure to carbon monoxide gas.
Such experiment showed augmented neurodegeneration by

pregnenolone and blocked by dehydroepiandrosterone.

Depression Diagnosis

Presence of depression diagnosis showed decreased pregnenolone levels around
-0.5+0.4 nmol/l with a higher effect size of -1.2 (95% CI: -0. 3 to -2.3), Figure 2 and
3. The potential effect of antiepileptics and antidepressant agents may not be
ruled out in subjects with a depression diagnosis. Rats exposed to a recognized
model of depression induced by the forced swim test showed a significant
increase of the pregnenolone levels in both plasma and brain tissue compared to
the non-exposed animals, respectively, from 10.4+1.9 to 14.9+4.7 nmol/l, and from
ng/ml to 22.1+5.1 to 30.7+16.4 nmol/l. 17 These result also was showed in women
in the follicular phase suffering from the anxiety-depressive disorder and treated
with fluoxetine significantly higher values of the pregnenolone levels suggesting
a potential negative role in origin and course of psychiatric and neurological

disorders compared to the control group.'® Other study complements that
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patients with unipolar major depression showed unaltered pregnenolone levels
in cerebrospinal fluid after 8 to 10 weeks of treatment with fluoxetine or
fluvoxamine failing to correlate with the SSRIL.!® Pregnenolone significantly
increased in women at risk of postpartum depression compared to healthy
controls showing concomitantly augmented cases of depressive and anxiety
disorders with high scores in the Hamilton Depression and Anxiety Scale,
Edinburgh Postnatal Depression Scale, Spielberger State-Trait Anxiety
Inventory, and Sheehan Disability Scale.!® These findings, are in agreement with
our findings because patients under drug treatment for depression showed
decreased pregnenolone levels while the HAD scale and subscale showed an

increase, which will be discussed in the following subsection.

Hospital Anxiety and Depression Scale

In order to remove collinearity diagnosed between HAD subscales was
chosen the anxiety subscale >11 because of its greater case detections compared
to the depression subscale >11 points which also showed collinearity with a
depression diagnosis in patients already under antidepressants agents. Our
study detected a correlation between the anxiety and depression subscales of
0.60; P=0.001 similarly the correlation reported by Burns and colleagues, !> 0.625.
Based on next describe reports we used the anxiety subscale as a better screening
for depression and global HAD scale to test the robustness of our findings.

Five important works investigate the HAD performance, two studies are
metanalysis designs, 12 one was based on ten years of systematic review!'® and
two are primary studies in clinical settings with samples affected by diabetes
mellitus* and by ischemic heart disease.!'> All studies conclude the same about
psychometric performance of HAD, presence of a strong general factor regard
which means little ability to provide a good separation between anxiety and
depression symptoms.Frro!t Indicador ndo definido,112113114115  These publications

consistently indicated the global HAD scalefr! Indicador nio definido., 112114115 and the
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anxiety subscalefrro! Indicador nio definido. 114115 to detect clinical depression because
better performed compared to the depression subscale which performed
poorly.1* In addition chronic illnesses such as diabetes was confirmed the
important idea that symptoms of anxiety may constitute a central aspect of
clinical depression in serious chronic illness.!!!

In this regard, should not be ignored that the HAD scale is frequently
recommended to suitable detection of a unique component defined by general
psychological distress.Erro! Indicador ndo definido. 112112114115 General distress is the
detection of the HAD scale of the shared variance between anxiety and
depression symptoms. Such conditions are constantly pointed out as comorbid
conditions, ¢! strongly connected'®1%120  through shared symptoms usually
associated with distress among other disrupted psychological and behavioral
processes.?122 Thus, not only but in particular for the HAD scale is a hard task
the distinction between anxiety and depression.'? Clinically-relevant
anxiety and depression phenotypes'® were predicted by sleep deprivation and
insomnia effects. Etiology of anxiety and depression disorders'” and other
several psychiatric disorders’* were linked to abnormalities in the right
amygdala'? one of the structures affected by the chronic process of OSA reported
by several studies,'?*'? and in cases of sleep deprivations and insomnia.'?® In
animals was demonstrated that corticotropin-releasing factor in the basolateral
amygdala was involved in regulating sleep alterations stress-induced.’”
Altogether, previous works potentially contribute to the understanding in part
the difficult to distinguish both syndromes inclusively in patients with OSA,
suggesting a dual relationship.'?

In particular, highlighting the study in cardiology setting!!®* which better
represent our sample and presented suggestions for the use of HAD based on an
international sample of more than 6 thousand subjects of both sexes. Particularly,
OSA is associated with acute and long-term consequences for heart and

circulatory function® afflicting a substantial proportion of adult men and women
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but is more prevalent in those with established cardiovascular diseases. Thus,
based on the sample with ischemic heart disease of Burns and coauthors!''> we
applied their recommendations for testing the robustness of our find. Remarks
from such work reported that the global HAD scale, despite being a possible
effective clinical tool there is lacking sufficient information about its validity. In
order to confirm the measure of general psychological distress and the better
detection of depression, we used, respectively, the global HAD scale and the
anxiety subscale with continuous data treatment equally used in their study.
Results were maintained with the replacement of the anxiety subscale>11
for the global HAD scale under continuous form but now for each additional
point in the score, pregnenolone levels increase 0.03 nmol/l ranging from 0. 0.006
to 0.05 in all models A, B and C, respectively, P=0.046, P=0.013, and P=0.010.
Similar, when the anxiety subscale scale under continuous form was used rather
than the categorical form, results were kept increasing pregnenolone levels 0.03
nmol/l at additional one point in its score ranging from 0.001 to 0.1. The results
after replacement of these variables maintained not only for HAD but for
variables including, mean, B coefficients and SD. Finally, activation of HPA axis
plays an essential causative role in the pathogenesis of in mood disorders that

are often also associated with sleep disorders.!313!

Tobacco Use

Patients with co-occurring depressive disorders and nicotine
dependence in clinical practice are common. This observation has clinical
relevance because both disorders worsen the prognosis and could be regarded as
neurodegenerative disorders'® and present association with pregnenolone levels
according to our findings which are in agreement with other studies in humans
and animals. Animal studies presented that nicotine, the principal psychoactive
component of tobacco, modulates the activity of the HPA axis by stimulating

corticotropin-releasing hormone from the hypothalamic paraventricular
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nucleus'® followed by adrenocorticotropic secretion from the pituitary and
cortisol secretion by the adrenal glands.'* Females rats, however, appear to be
more sensitive to nicotine effects presenting higher hormone levels than males.'3

Similar, in humans of both sexes nicotine, modulates HPA
responses.’®13 In men was suggested only high nicotine cigarette smoking
produced dose-related effects on HPA plasma adrenocorticotropic compared
before smoking and compared to low nicotine cigarette smoking which did not
differ from baseline.’®> In women, data showed a more sensitive to nicotine
effects.!¥

Systemic administration of nicotine doses at 0.5 to 2 mg/kg in rats were
able to induce anxiogenic effects at leading a dose-time-dependent increased in
the cerebral cortex and plasma concentrations of the pregnenolone.'® The
increased pregnenolone levels were probably due to the consequence of HPA
axis activation in response to increased plasma corticosterone levels,'® exactly
the same factor affected in hypoxia conditions.”” Similar dose-time-dependent
were observed in the cerebral cortex and plasma concentrations of pregnenolone
in rats after acute intraperitoneal administration of nicotine at doses of 0.3-2
mg/kg.!® Chronic cigarette smoking showed in premenopausal women of both
menstrual cycle increased serum pregnenolone levels compared to
nonsmokers.!* Several other steroids were also increased in the female’s serum
as androgens and progestogens but significantly estradiol levels and blunted
cortisol response. Data study clearly demonstrated a trend to
hyperandrogenism with higher values of total testosterone and free testosterone
among other forms and metabolites consistent.

Another study found in both sexes!¥! 40% increased levels of the
conjugated pregnenolone among smokers versus nonsmokers. In males, a trend
of positive correlation was found between levels of the pregnenolone and
cotinine, an alkaloid found in tobacco leaves and the main metabolite of

nicotine.? Similarly,* were described among current smokers the increased
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concentrations of conjugated pregnenolone through different pathways versus
non-current smokers.”>** Such findings, however, agreed with our study that
was found an effect of cigarette on pregnenolone. Dependently of the BMI, a gene
variant associated with increased cigarette consumption was associated with
increased waist circumference. Smoking in an effort to control weight may lead

to accumulation of central adiposity’#

Waist-to-Hip Ratio

Higher waist-to-hip ratio was associated with an increased risk of both
mortality and cardiovascular disease and waist-to-hip ratio appeared to have the
best predictive value among other indices as BMI and fat percentage.!%
Increased waist- hip ratio was an independent predictor of blood pressure levels,
hyperglycemia, raised total cholesterol,® hypertension,® and OSA."¥ AHI
increased progressively with BMI (P=0.02) and waist-to-hip ratio (I>=0.03).148
High waist-to-hip ratio was associated with increased pregnenolone levels in our
study and was in agreement with indirect findings that showed an association
between waist-to-hip ratio and stimulation of the HPA axis activity, which may
alter pregnenolone levels.

Waist-to-hip ratio present correlation with other cardiovascular risk
indices as 0.6 for BMI, 0.5 for fat percentage, 0.4 for triglycerides, and -0.3 high-
density lipoproteins.!* These correlations have been explained by loci, a spot on
a chromosome at which a gene for such characteristics is located.’™ Our data
showed a correlation of 0.44 between waist-to-hip and BMI, P=0.015. Waist-to-
hip ratio was independently associated with elevated total cholesterol
and elevated values of the combined ratio of total cholesterol by HDL
cholesterol.’®! Such, combining to a ratio was pointed out as the most informative
predictor of deaths from ischemic heart disease in both sexes.!%?

Studies showing no association between waist-to-hip and OSA exists,

however, this relation was not linear. Although, the relation between the risk of
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dyslipidemia and OSA severity was mapped as nonlinear dose-effect in 2983
individuals presenting that the risk factors for dyslipidemia including waist-hip
ratio were associated with different OSA indices.!®™ Waist-hip ratio was
suggested as the most reliable correlate of with apnea-hypopnea index in both
sexes!™ and indicated as positively correlated with concentrations of multiple
oxidative stress and negatively correlated with antioxidant status markers in
patients with OSA.%> Another study in a population of 1744 patients showed that
OSA-severity were significantly correlated with higher levels of gamma glutamyl
transferase (=40 IU/I). Nevertheless, this association was mediated mainly by the
central obesity identified by the waist-to-hip among other factors which was able
to predict those altered levels.!>

In Spanish adolescents,’®” waist-to-hip ratio was able to predict the
greatest number of metabolic syndrome components with an area under the
curve >0.94 and correlated significantly interleukin-6 and tumor necrosis factor-
alpha, C-reactive protein, and ceruloplasmin. In postmenopausal women, insulin
resistance as well as altered blood lipids and cytokines are observed when
circulating estrogen levels are high explained by concomitant variation in total
adiposity.’®® In men waist-to-hip ratio was indicative of testosterone deficiency
showed a trend of positive correlation with estradiol, P=0.051."" Studies
including metanalyses indicated the existence of mutual relationships between
low levels of testosterone and obesity.1¢01611¢2163 The content of adipose tissue is
related to the concentration of androgen in men and affects the balance between
androgens and estrogens.'>

According to that concept, testosterone is aromatized in adipose tissue to
17-B estradiol. High expression of aromatase in adipocytes leads to a reduction
in circulating testosterone, which in turn leads to an increase in the number of
adipocytes and the accumulation of adipose tissue, and so a further decrease in
testosterone levels. The excess aromatase activity from increased adipocyte

numbers in obese men results in the suppression of gonadotrophin-mediated
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testosterone secretion.'e!1621¢ Pituitary gland, reacting to an increase in estradiol
concentration, inhibits the formation of testosterone in the testes. A decreased
testosterone concentration leads to the accumulation of triacylglycerols in
abdominal fat tissue and to visceral obesity.1®>1% The estrogen levels in OSAHS
patients were positively correlated with the patients’ AHI (r = 0.76, P < 0.01),
showed positively correlated trends with BMI (r = 0.43, P < 0.01), ESS (r =0.34, P
<0.01), neck circumference (r = 0.31, P =0.01), abdominal circumference (r = 0.32,
P < 0.01).1” Similar research was conducted by Seyfart T et al.,’®® who evaluated
the association between sex hormones and anthropometry in a large population-
based cohort, and found that testosterone levels were inversely associated with
all relevant anthropometric parameters in men. On the other hand, a significant
positive relationship between obesity and sulfated dehydroepiandrosterone was
demonstrated by Turkish researchers,'® similar to happened in frequent wake
after sleep onset.”

Disturbance of HPA axis functioning under basal and challenging
conditions is related to visceral fat accumulation occurring with elevated waist-
hip ratio independent of the BML!7'77! Men with a high waist-to-hip ratio, in
comparisons with men with a low waist-to-hip ratio, had higher insulin, glucose,
and triglyceride values in the basal state and higher glucose and insulin after an
oral glucose tolerance test.”® Men with high waist-to-hip ratio had elevated
diurnal adrenocorticotropic hormone values but similar cortisol values, except
lower cortisol values in the morning. They also had increased urinary excretion
of catecholamine metabolites.” These results suggest a mild dysregulation of the
HPA axis, occurring with elevated waist-to-hip ratio independent of the BMI.
The results also indicate a central activation of the sympathetic nervous system,
such as in the early phases of hypertension, correlating with insulin resistance.”®

Cortisol reactivity and dexamethasone suppression results were often
significantly related to waist-hip ratio but not BMI. However, most studies treat

BMI and abdominal adiposity similarly and do not control for one when
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analyzing the relationship between HPA axis activity and the other, and the two
types are often highly correlated.'”? Waist-to-hip ratio was identified as a
predictor of altered HPA axis functioning linked to increased cortisol
levels."”*Cortisol was independently associated with dyslipidemia (beta = .3, P =
.02 but not in controls. Elevated basal cortisol concentrations and lower circadian
cortisol variability were independently associated with a less favorable
lipoprotein profile in depressive and/or anxiety disorders. In part, potentially
explaining the link between affective disorders and cardiovascular disease by the
mediator effect of the altered activity of the HPA-axis.'”* Untreated OSA may
result in a progressive inflammatory state,'”> which may one of the mechanisms
implicated in the vascular damage varying with the obesity grade.!”¢17” estradiol
may be associated with increased OSA risk in depressed women during the peri-
and post-menopause, raising the possibility that estradiol withdrawal associated
with menopause influences upper-airway patency in women.”®OSA alters the

autonomic nervous system concomitantly to the increase catecholamines.!7617

Other Remarks

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus is reported as decreasing pregnenolone levels.%%”
Additionally, the oral hypoglycemic agent metformin used by virtually all of the
patients with diabetes has the potential to inhibit the StAR expression in
human.’® In our sample, with 23% of the patients had diabetes mellitus, the
pregnenolone levels of these individuals showed a non-significantly trend to
reduced pregnenolone levels, and metformin was not associated with lower
pregnenolone. Summarily, individuals with diabetes in our sample presented
characteristics that previous studies or results from our own study demonstrated
significantly associated with reduced pregnenolone levels. For example, among
the total participants with diabetes, the majority proportion of 88% used

antiepileptics, had more than 50 years of age, and anxiety less than <11 points,
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and not used beta-blockers. Additionally, a higher proportion of 75% did not use
tobacco with 63% showing a BMI less than 30 kg/m?2. All participant with diabetes
presented scores in the mini-mental state examination higher than 23 and
showed less than 2 points in the CAGE questionnaire. Lastly, individuals with
diabetes showed a less mean AHI of 34+7 versus 41+11 events per hour compared

to individuals without diabetes.

Alcohol

Pregnenolone levels in monkey plasma following administration of saline
as baseline measurements were significantly decreased while cortisol levels were
unaffected. Administration of Naloxone which stimulated HPA activity
significantly increased pregnenolone plasma levels. The corticotropin-releasing
factor which stimulates pituitary activity unchanged pregnenolone while cortisol
levels were increased. Administration of dexamethasone which partial suppress
the HPA axis activity showed unchanged pregnenolone plasma levels despite an
83% decrease in cortisol levels. Exogenous adrenocorticotropic administration
afterward dexamethasone HPA-suppression, reduced 43% the adrenocortical
secretion of pregnenolone levels compared to the isolated effect of the
dexamethasone partial HPA-suppression. Acute intragastric administration of
ethanol unchanged plasma pregnenolone levels. Thus, pregnenolone and
deoxycorticosterone were significant positive correlated following tests with
naloxone and corticotropin-releasing factor tests, or HPA and pituitary
stimulating activities. In contrast, pregnenolone and deoxycorticosterone were
significantly negatively correlated after dexamethasone test, or HPA suppressed
activity. These variations in correlation may be explained due to the
compensatory physiological effects which under higher deoxycorticosterone lead
a negative feedback on HPA diminishing or suppressing its activity with

consequently increased of pregnenolone levels.
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Acute alcohol administration not affected pregnenolone plasma levels,
only the degree of suppression in the HPA activity in response to dexamethasone
while suppressing deoxycorticosterone levels formation increased pregnenolone
levels presenting correlation with subsequent increased alcohol intake. Inversely
relationship between pregnenolone and deoxycorticosterone responses to
dexamethasone leading to subsequently self-administration alcohol intake levels.
The effect observed between pregnenolone responses and subsequent alcohol
intake was unique to the dexamethasone test since no correlation was under the
other challenges of the HPA axis.

In conclusion, we have shown that pregnenolone levels are increased
activation of HPA axis by naloxone, but not by corticotropin-releasing factor and
adrenocorticotropic pharmacological challenges that elevate cortisol plasma
levels. Corticotropin-releasing factor and adrenocorticotropic administration
decrease the ratio of plasma pregnenolone/deoxycorticosterone suggesting that
these hormones increase pregnenolone metabolism.® Such finding, however,
agreed with our study that was not found the effect of alcohol on pregnenolone
and agree with the study that showed stimulated corticotropin releasing factor
secretion in response to OSA effects.

Responsiveness of adrenocorticotropic to corticotropin releasing factor
administration has been shown to be higher in obese patients without OSA
compared with lean subjects and to be even higher in obese patients with OSA,%!
probably as the result of an alteration in the central control of ACTH secretion,
as well as of an impaired sensitivity to the negative feedback action of
glucocorticoids. In a recent study the existence of a mild hypercortisolism in OSA
patients has been suggested by the finding of a blunted response of cortisol to the

dexamethasone suppression test.!®2

Age
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Age was not associated with pregnenolone levels in any analysis model.
The control for other variables, probably explaining the significant loss. For
example, the effect of increased values in this steroid in response to other health
conditions, as OSA. OSA increases'”® with the advancing age and pregnenolone
decreases.!®>18 The prevalence of OSA continuously increased with age in men
and women with, however, later onset for women. Gender, age, body mass
index, waist-to-hip ratio, snoring, alcohol consumption (for women only) and
self-reported cardiovascular diseases were reported as significantly positively
associated with OSA, whereas daytime sleepiness was not.’®> Conflicting results
indicate that aging is an aggravating factor for obesity and for HPA axis
abnormalities.’®¢ OSA prevalence increases with advancing age'®” in consonance
with abnormalities of the HPA™® axis and with related-aging reduction of some
steroid levels.!® However, the results are contrasting on the effects of age on
hormones associated with the HPA axis.! In this setting, the effects of OSA may
be unrecognized until now due to its effects being uncontrolled in previous
works. ™!

Conflicting results indicate that aging is an aggravating factor for HPA axis
abnormalities.’”> However, healthy aging does not lead to increased HPA axis
activity although peripheral cortisol levels attenuate with aging.!*? In this context,
the higher prevalence of OSA with advancing age!*® deserve scientific interest
because of this condition OSA impact health quality and increases costs for the
public health system.!%*

Contrasting results demonstrate that lower pregnenolone® levels are a
prognostic risk to dementia processes and others report that significant increases
in pregnenolone!® are compatible with neurodegeneration. Lower or higher
pregnenolone levels may impact health, according to some results,'®3% but did
not exist sufficient evidence until this moment in humans and in animal studies
about this issue. Our work contributes with another piece in knowledge

regarding possible additional effects of OSA on endocrine balance and may help
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to understand from changes on steroid levels the potential disruptor effects of
OSA in cardiometabolic and neurocognitive health.

Because the study population was recruited from a sleep laboratory
sample, with specific clinical features, its external validity is limited. Our study
achieves a reduced number of subjects, and reach a power of only 70% to suggest
a significant OSA-pregnenolone association in the multivariate model and 96%
in univariate analysis. The other variables that are knowingly associated with
pregnenolone were significant in our sample vouching for sufficient power when
the effect size is large. Due to a large number of confounders identified, future
investigations should include larger samples and optimize age, sex, and OSA
severity stratification including mild OSA and no-OSA subgroups. The work,
however, is hypothesis-generating and provides an experimental background for
confirmatory studies. Efforts to avoid potential bias were made during the
conduction of the study through assessment of the outcome pregnenolone and
the exposition OSA by different collaborators who were not involved with any
other phase of the study. The statistical analysis was performed by another

professional.

FINAL CONSIDERATIONS

The present findings provide preliminary support to the hypothesis that
OSA may be associated with changes of the neurosteroid pregnenolone levels
which increase concurrently with OSA-severity in men and postmenopausal
women with uncontrolled hypertension. This association remains significance
after adjustment. Present examination of circulating pregnenolone levels might
aid our understanding of others disruption in biological processes of the OSA

syndrome and how such condition contributes to another health consequences.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese nao rejeita a hipdtese de associagao possivel entre apneia-
pregnenolona em individuos com hipertensao nao controlada. A gravidade da apneia
apresentou correlagdo positiva significativa com niveis séricos mais elevados de
pregnenolona. A ampla busca de evidéncias demonstrou a auséncia de informacdes sobre
os niveis de pregnenolona e potenciais consequéncias para a saude, nao somente na
condigao da apneia obstrutiva do sono, mas para diversas outras condi¢des. Tal lacuna do
conhecimento refletiu no contexto social e de satide populacional. Por exemplo, o uso
terapéutico indevido da pregnenolona e a comercializagao nacional e internacional frente as
insuficientes evidéncias cientificas sobre seus efeitos e seus niveis séricos e/ou plasmaticos

em diferentes condigdes fisiopatoldgicas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) responsavel pela promogao e
protegao da satde da populacao, determinou por meio da Resolucao 685 na data de 21 de
mar¢o de 2018 a proibicdo da importagao, fabricagdo, distribui¢do, comercializagao,
manipulagdo e uso do insumo farmacéutico, além da apreensao e inutilizagao de insumos e
produtos que contenham pregnenolona por nao ter sua eficdcia terapéutica avaliada e
aprovada pela agéncia. Finalmente, a elevada prevaléncia da apneia obstrutiva do sono
entre individuos com hipertensao arterial sistémica e resistente a anti-hipertensivos,
somada ao considerdvel numero de individuos com apneia subdiagnosticada
demonstramos a relevancia cientifica e social dessa pesquisa. A contribuigao intelectual
desse estudo, apesar de gerador de hipotese sugere a necessidade de estudos confirmatorios

dos nossos achados observacionais.
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3 —Para o acompanhamento faremos também 2 outros exames. O primeiro é chamado Ecocardiograma, que
€ um ultrassom do coragdo. O segundo exame ¢é a avaliacdo da pressdo dentro da artéria (pressdo central).
Vocé ficara sentado (a), confortavelmente, e sera colocado um sensor semelhante a uma caneta no seu
pulso esquerdo. A duracdo do exame é de aproximadamente 5 minutos. Esses exames ndo doem, nao
precisam de nenhum preparo e serdo realizados no local onde vocé estd sendo acompanhado (a);

4 — O maior desconforto sera a necessidade de voltar varias vezes para fazer as monitoriza¢gdes do sono e
acompanhamento da pressao arterial. Ndo ha qualquer obrigatoriedade na participagdo neste estudo, a
qualquer momento vocé podera deixar de participar, sem causar qualquer prejuizo a continuidade do seu
atendimento. Os riscos dos estudos do sono sdo praticamente inexistentes, ja que o exame do sono é
amplamente utilizado e testado. Vocé contara com a ajuda de uma equipe médica do estudo para quaisquer
esclarecimentos;

5 — Acreditamos que o tratamento da apneia do sono pode melhorar o controle da pressao arterial. Todos
os pacientes terdo direito de receber o melhor tratamento da apneia do sono sem qualquer custo no final
dos 6 meses do estudo;

6 —No comeco do estudo sera necessario acessar os resultados de seus exames de sangue, que estdo em
prontuario e foram realizados em menos de 01 ano. Caso ndo tenha esse exame de sangue em menos de
um ano teremos de realiza-lo. Solicitamos a sua autorizagdo para guardar o seu sangue para que no futuro
nos possamos fazer mais estudos e mais exames. Nao faremos nenhum tipo de exame genético ou com
DNA. Para realizagdo deste exame serao utilizadas uma agulha e uma seringa, o que vai causar um
pequeno desconforto na hora da picada. Serdo retirados 20 ml de sangue do seu braco e, no final do

estudo, esse exame sera realizado de novo. Nao divulgaremos o seu nome ou qualquer informagao sobre

CO”I\‘e de El\ca em Pes(\ulsa
V | GF F G“ Ci A

|
20 Ij,l/'f@’j‘/ﬁ
%%934; L §3

ORPHE®S Rubrica do participante ou responsavel
Rubrica do pesquisador




7—Vocé tem garantia de acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa em qualquer etapa do estudo
para esclarecimento de eventuais dividas. O investigador principal é o Dr. Denis Martinez, que pode ser
encontrado no Hospital das Clinicas de Porto Alegre, 2° andar, sala 2060, na rua Ramiro Barcelos, 2350,
Bairro Bom Fim, telefone: (51)3359-8289. Também podera entrar em contato com a pesquisadora Camila
Gosenheimer Righi para sanar possiveis duvidas, ligando para o laboratdrio interdisciplinar de pesquisa
em sono situado na Unidade de Métodos Nao-Invasivos por meio do ntiimero: (51)3359-8289. Se vocé tiver
alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) - rua Ramiro Barcelos, 2350, sala 2227-F, telefone: (51)3359-7640 - E-malil:
cephcpa@hcpa.ufrgs.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

9 —Todas as informacdes obtidas serao analisadas em conjunto com outros pacientes, nao sendo divulgada
a identificacdo de nenhum participante;

10 — Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Nao hd despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo hd compensagdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa;

12 — O pesquisador se compromete a utilizar os dados e materiais coletados somente para fins cientificos.
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ASSINATURAS

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, sobre o estudo MORPHEOS — Morbidade em pacientes com hipertensdo e apneia do sono.
Concordo com a realizacdo dos exames e procedimentos.

Eu discuti com os pesquisadores sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros
para mim quais sao os objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro, também, que minha
participagao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

Data / /

Nome do participante/representante legal Assinatura do participante/representante legal

Em casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Data / /

Nome legivel da testemunha Assinatura da testemunha

Eu expliquei o objetivo deste estudo, respondi a todas as duvidas e fiquei segura de que o paciente entendeu o que foi

explicado.
Data
Comite de Elica en;’ Eesqu\sa
C
Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador VER;;;GA\;ROVAD
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APENDICE I - MAPA CONCEITUAL

MAPA CONCEITUAL ILUSTRATIVO DA POTENCIAL ASSOCIACAO APNEIA-PREGNENOLONA

Sindrome da Apneia-Hipopneia Obstrutiva do Sono

COMPLICACOES MICRO E
Hipertensio MACROVASCULARES
Arterial

Neurodegeneragao

ALTERAGCOES METABOLICAS &
Metabolismo ENDOCRINAS

Lipidico
Diabetes
Mellitus

Progestagenos




APENDICE II - TABELAS E FIGURAS DO ARTIGO

Table 1
Obstructive Sleep Apnea
Variables Total (n=30) Moderate§ (n=10) Severe§ (n=20) P
Male Sex 25 (83) 7 (70) 18 (90) 0.300
Age (years) 54+ 7 [36 to 63] 54+ 7 [41 to 62] 54+ 8 [36 to 63] 0.865
Body Mass Index (Kg/m?) 31.7£3.9[24.1t040.0] 31.0+3.9[26.4t038.2] 31.9+4.0[24.1t040.0] 0.581
Waist/hip ratio (cm) 1.0+ 0.1 [0.9 to 1.2] 0.99+ 0.05 [0.91 to 1.05] 0.99+ 0.06 [0.91 tol1.17] 0.853
White Skin Color 25 (83) 9 (90) 16 (80) 0.640
Neck circumference (cm) 46+ 4 [38 to 55] 44+ 4 [39 to 51] 47+ 4 [38 to 55] 0.034
Physical activity** 14 (47) 4 (40) 10 (50) 0.709
Excessive alcohol use (CAGE>2) 4 (13) 3 (30) 1(5) 0.095
Current use of tobacco 4 (13) 1 (10) 3 (15) 0.999
Diabetes Mellitus 8 (27) 4 (40) 4 (20) 0.384
Depression diagnosis 5(17) 3 (30) 2 (10) 0.300
Current Medications
Antidepressants 7 (23) 4 (40) 4 (20) 0.384
Antiepileptics 2(7) 1(10) 1(5) 0.999
Metformin 7 (23) 4 (40) 3 (15) 0.181
Insulin 2(7) 1(10) 1(5) 0.999
Statins 11 (37) 5 (50) 6 (30) 0.425
Allopurinol 3 (10) 2 (20) 1(5) 0.532
Other Medications 12 (40) 5 (50) 7 (35) 0.694
Beta Blockers 5(17) 0 (0) 5 (20) 0.140
Thiazide Diuretics 13 (43) 4 (40) 9 (45) 0.495
Other BP-lowering classes 27 (90) 8 (80) 19 (95) 0.532

Characteristics of the sample. Data are presented as number and percentage [n (%)] with mean plus-
minus (+) standard deviation (SD) and minimum to maximum values [min to max]. P-values with
significance are in bold type. (§) Moderate and severe obstructive sleep apnea means, respectively,
apnea-hypopnea index 215 and >30 events per hour. (**) Physical activity at least twice a week.



Table 2

Obstructive Sleep Apnea
Variables Total (n=30) Moderate§ (n=10) Severe§ (n=20) P
Sleep Study
Apnea-Hypopnea Index (events/hour) 39+ 16 [15 to 74] 22+ 5[15 to 30] 48+ 11 [36 to 74] <0.001
Mean Oxygen Saturation (%) 94+ 2 [88 to 96] 95+ 193 to 97] 93+ 2 [88 to 96] 0.022
Excessive Daytime Sleepiness 9 (30) 2 (20) 7 (35) 0.675
Ambulatorial Blood Pressure Monitoring (mm Hg)
Adherence before ABPM 100+ 7 [82 to 120] 98+ 6 [82 to 101] 101+ 7 [89 to 120] 0.152
24 hours
Systolic 130+ 11 [112 to 158] 131+ 9 [112 to 142] 129+ 12 [113 to 58] 0.551
Diastolic 79+ 7 [66 to 92] 82+ 6 [71 to 91] 78+ 7 [66 to 92] 0.133
Day
Systolic 133+ 10 [112 to 160] 136+ 8 [124 to 150] 131+ 11 [112 to 160] 0.216
Diastolic 81+ 7 [67 to 93] 85+ 5 [78 to 91] 79+ 8 [67 to 93] 0.033
Night
Systolic 125+ 12 [108 to 150] 124+ 9 [113 to 139] 126+ 13 [108 to 150] 0.628
Diastolic 73+ 8 [56 to 95] 73+ 10 [56 to 90] 73+ 8 [61 to 95] 0.922
Resistant Hypertension 2(7) 1(10) 1(5) 0.682
Masked Hypertension 12 (40) 3 (30) 9 (45) 0.694

Clinical data regard to the sleep study and ambulatory blood pressure monitoring. Data are presented as
number and percentage [n (%)] with mean plus-minus (+) standard deviation (SD) and minimum to
maximum values [min to max]. P-values with significance are in bold type. (§) Moderate and severe
obstructive sleep apnea means, respectively, apnea-hypopnea index 215 and >30 events per hour.



Table 3

Obstructive Sleep Apnea
Variables Total (n=30) Moderate§ (n=10) Severe§ (n=20) P
Mini-Mental State Examination
Global Score 26+ 3 [19t0o30] 26+2[24t029] 26+3[19 to30] 0.606
Domains
1-Orientation 8+ 3 [0 to 10] 8+ 3 [0 to 10] 9+ 3 [0 to 10] 0.924
2-Registration 3+1[1to9] 4+ 2 [3t0 9] 3+1[1to7] 0.370
3-Attention and calculation 4+ 1[1 to 5] 4+ 1[1 to 5] 4+ 1[1to5] 0.199
4-Recall 2+ 1[0 to 5] 2+1[1to 3] 2+ 1[1to5] 0.988
5-Language/ Visual construction ~ 8+ 2 [1 to 9] 8+ 2 [3t09] 8+2[1to9] 0.910
Hospital Anxiety and Depression Scale
Depression Score 6+ 3 [0 to 13] 6+ 3 [1 to 9] 6+ 3 [0 to 13] 0.972
Depression>11 1(3) 0 (0) 1(5) 0.999
Anxiety Score 7+4[1to17] 8+4[2to15] 74 [1to17] 0.479
Anxiety>11 2 (7) 1 (10) 1(5) 0.999
Global Score 13+ 6[2t030] 14+6[4to24] 13+7[2to30] 0.564
Total>21 2 (7) 1(10) 1(5) 0.999
Prospective and Retrospective Memory Questionnaire
Global Score 37+ 11 [18 to 63] 39+ 11[27 to63] 36+ 11[18to60]  0.427
Impaired (score >32) 20 (67) 7 (70) 13 (65) 0.999
Prospective Memory Score 20+ 6 [10to33] 20+5[15to32] 19+6[10to33] 0.602
Impaired (score >17) 20 (67) 8 (80) 12 (60) 0.419
Retrospective Memory Score 17+ 6 [8 to 31] 19+ 7 [11to31] 17+ 6 [8 to27] 0.332
Impaired (score >19) 10 (33) 3 (30) 7 (35) 0.999

Variables of interest evaluated in the whole sample. Data are presented as number and
percentage [n (%)] with mean plus-minus (+) standard deviation (SD) and minimum to
maximum values [min to max]. P-values with significance are in bold type. (§) Moderate
and severe obstructive sleep apnea means, respectively, apnea-hypopnea index >15 and
>30 events per hour.



Table 4

Variables n (%) MeantSD MeanDiff + SE B coeficient + SD  P-value
Apnea-Hypopnea Index (events/hour) 0.011x0.01  0.032
Obstructive Sleep Apnea
Moderate’ 10(33) 4.7+14 21+1.8 -0.4+0.3 0.024
Severe® 20 (67) 6.8+1.4
Neck circumference (cm)
>43 22(73)  6.7+13 21+£1.8 0.4+ 0.35 0.032
<43 8(27) 45+1.6
Body Mass Index (Kg/m?
>30 17 (57) 71+1.5 22+1.38 0.4+ 0.3 0.017
<30 13(43) 4.8+12
Beta Blockers- 1
Use 5(17) 9.6£4.5 42+35 0.6+ 0.4 0.004
Not use 25 (83) 54+0.9
Current Smoking
Smokers 4 (13) 9.3£5.5 3.7+3.7 0.5+ 0.45 0.026
Nonsmokers 26 (87) 5.6+1.0
Antiepileptics
Use 2(7) 2.9+3.7 -3.5£2.0 -0.8+ 0.6 0.011
Not use 28(93) 6311
Noradrenaline/DopamineReuptake Inhibitors
Use 2(7) 29+1.3 -3.5£2.0 -0.8£ 0.6 0.011
Not use 28 (93)  6.3%1.1

Results presented the significant variables associated with pregnenolone by
univariate analysis. Data are presented as number and percentage [n (%)] and mean
plus-minus (+) standard deviation (SD) with significant P-values in bold type
(P<0.05). (§) Moderate and severe obstructive sleep apnea means, respectively,
apnea-hypopnea index 215 and >30 events per hour.



Table 5

Model A Model B Model C

Independent Variables B coefficient + SD Wald Chi? P-value| B coefficient+SD Wald Chi? P-value| B coefficient+SD Wald Chi2 P-value
(Intercept) 1.6+ 0.3 135.5 <0.001 1.4+-0.3 88.3 <0.001 1.4+ 0.3 113.4 <0.001
Obstructive Sleep Apnea§ 0.34+ 0.3 4.7 0.031 0.4+ 0.3 6.4 0.012 0.3£0.3 5.8 0.016
Depression Diagnosis -0.5+0.4 5.1 0.024 -0.5+ 0.4 6.9 0.009 -0.6+0.3 10.7 0.001
Anxiety* 0.62+ 0.6 42 0.039 0.6+ 0.5 5.4 0.020 0.7+0.5 9.0 0.003
Waist/Hip-Ratio (cm) 20.95women/ >1.0men - - - 0.3+ 0.26 5.3 0.022 0.24+0.2 4.3 0.039
Use of Tobacco - - - - - - 0.5+ 0.3 7.9 0.005

Goodness of Fit 0.178 0.158 0.128

Significance (Omnibus Test) 0.011 0.003 <0.0001

Results are given regard to the association between pregnenolone levels (nmol/L) and obstructive sleep apnea severity adjusted for covariables
from three multivariate models. Data are presented as regression coefficient (B) plus-minus (+) standard deviation (SD) with significant P-
values in bold type (P<0.05). Model information: Generalized Linear Model used the backward stepwise method with a gamma distribution
and the log link function. Models differences: variables without significance were withdrawals from all models by the backward stepwise
method counting, sex, skin color, diabetes mellitus, licit drugs, prospective memory (PRMQ-P>17), medications that potentially changes
pregnenolone, age (years), and body mass index (Kg/m?). Exceptions: Model B) is similar to the model A, however, were replaced age and BMI
for waist/hip-ratio because the collinearity diagnoses and the model C) age and BMI were replaced for waist/hip-ratio and the variable licit
drugs was segregated in two others: alcohol misuse (CAGE>2) and use of tobacco. (§) Severe OSA was the reference variable compared to
moderate OSA, respectively, apnea-hypopnea index >15 and >30 events per hour. (*) Anxiety was considered with subscale scores higher than
11 from the scale Hospital Anxiety and Depression.



Figure 1

ENROLLMENT

Assessed for eligibility n=414

Eligible
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Enrolled (n=30)

AHI>15

n=10

AHI>30

n=20

Excluded (n=135)
- Not meeting criteria in the electronic database

Excluded (n=249)

- Decline to participate (n=59)

- Without criteria at clinical interview (n=158)
- Without ABPM (n=32)

Flow diagram of the recruitment participants.



Figure 2
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Results are given regard to the association between pregnenolone levels (nmol/L) and obstructive sleep
apnea severity adjusted for covariables from three multivariate models. Data are presented as mean and
95% of the confidence interval with significant P-values in bold type (P<0.05). Model information:
Generalized Linear Model used the backward stepwise method with a gamma distribution and the log
link function. Models differences: variables without significance were withdrawals from all models by
the backward stepwise method counting, sex, skin color, diabetes mellitus, licit drugs, prospective
memory (PRMQ-P>17), medications that potentially changes pregnenolone, age (years), and body mass
index (Kg/m?). Exceptions: Model B) is similar to the model A, however, were replaced age and BMI for
waist/hip-ratio because the collinearity diagnoses and the model C) age and BMI were replaced for
waist/hip-ratio and the variable licit drugs was segregated in two others: alcohol misuse (CAGE>2) and
use of tobacco. (§) Severe OSA was the reference variable compared to moderate OSA, respectively,
apnea-hypopnea index =15 and >30 events per hour. (*) Anxiety was considered with subscale scores
higher than 11 from the scale Hospital Anxiety and Depression.



Figure 3

01'g 17
A) & Obstructive Sleep ApneaS
- - - -1.1
@ Depression Diagnosis 2.0 : -0.2 14 2.0 Y
@ Anxiety Subscale” ——
1.0
B) m Obstructive Sleep ApneaS 0.2 1.8
P AP —i—
4 Depression Diagnosis ) 1'1'3 -0.4
——— 34 37 41
@ Anxiety Subscale® -
—& Waist/hip-ratio 20.95women/>1.0men (cm) 0.2 09 1.6
C) # Obstructive Sleep Apnea’ 02 L0 1.8
i i ‘ -1.3
4 Depression Diagnosis by - 02 i6
® Anxiety Subscale® 4'2_'_5‘0
—A& Waist/hip-ratio >0.95women/>1.0men (cm 0.008 156
p (cm) A .
2+ Use of Tobacco 14 °, 2.6
_'I

5 4 3 -2 - 1 2 3 4 5
Hedges g Effect Size

The effect size of the obstructive sleep apnea severity on the pregnenolone levels is given by the
Hedges g estimates. Data are presented as mean of the Hedges g effect size and 95% of confidence
interval. Estimates of the effect size were similar by both tests of Cohen's d and Hedges g.



