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Resumo

Introducdo: A apneia obstrutiva do sono (SAOS) é uma doenca respiratoria relacionada com
0 sono caracterizada por obstrugéo parcial (hipoapneia) ou total (apneia) das vias aéreas e a
sua principal caracteristica clinica € a hipoxia cronica intermitente (HCI) que é responsavel
pelo desenvolvimento de hipertenséo arterial, particularmente nos homens. Importante, a
hipertenséo arterial (HTA) é um fator de risco principal e modificavel para a mortalidade e
morbilidade cardiovascular e a SAOS é uma causa principal de hipertenséo.

A SAOS é tratada por presséo positiva continua das vias aéreas (CPAP), mas a aderéncia é
baixa e assim os doentes acabam por desenvolver HTA. Outra preocupacdo é que a HTA é
uma doenca silenciosa, geralmente diagnosticada tardiamente e, consequentemente, numa
fase irreversivel. Assim, uma necessidade ndo satisfeita na gestdo da SAOS, é a
disponibilidade de biomarcadores de risco para identificar os doentes com maior risco de

desenvolver hipertenséo.

Objetivos: Caracterizar a impressao digital tiolbmica da HTA associada a SAOS e produzir
evidéncias sobre a relagcdo entre a funcdo tubular em doentes com doencas
cardiometabdlicas, homeadamente Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAQOS) e
Hipertensao Arterial (HTA).

Metodologia: O perfil tioldmico foi determinado pelo método de cromatografia liquida de alto
rendimento com detetor de fluorescéncia (HPLC-FD), em 90 amostras de soro e 149 de urina
da coorte de estudo da Kyntosa. O estudo obteve parecer favoravel da comissao de ética e
foram conduzidas em conformidade com a Declaracdo de Helsinquia. Além disso, todos os

pacientes deram o seu consentimento informado por escrito.

Resultados: Tanto o soro como a urina apresentaram uma elevada variabilidade
interindividual (a partir de 18% a 74%).

No soro, a idade foi associada a todos os aminotiois e o sexo influenciou HCys e CysGly. A
Cys T foi maior em pacientes com SAOS + HTA do que em pacientes com SAOS (217 [199-
248] UM vs 202 [185-212] UM, p= 0,0420). Cys LT foi maior em pacientes com SAOS + HTA
em comparacdo com pacientes com SAOS (71[14-99] UM vs 14[9-82] pM, p=0,0467) e
pacientes com HTA (71[14-99] uM vs 6 [5-11] pM, p <0,0001). A GSSP, por outro lado,
mostrou diferenciar SAOS vs SAOS + HTA (4 [3-5] uM vs 3[2-4] uM, p = 0,0416) em homens.

Na urina, a idade mostrou influenciar os aminotidis Cys e GSH, ao contrario do sexo, que ndo

influenciou nas concentrag8es de aminotidis. Os aminotiodis urinarios néo influenciaram a



SAOS e/ou hipertensdo. A uNAC foi influenciada pela idade e distinguiu SAOS + HTA vs HTA
(22 [14-28] uM vs 13[10-27] uM, p= 0,0273), apenas nos homens.

Por fim, a relagdo uNAC/Cys LT foi maior em pacientes com HTA do que em pacientes com
SAOS + HTA (2[1-4] uM vs 0,3[0,1-1] uM, p<0,0001).

Concluséao: Os resultados apontam marcadores promissores como indicadores de risco de
hipertensdo em pacientes com SAQS, principalmente a Cys LT e o GSSP no soro. Mais

estudos sao necessarios para incluir outros parametros ainda ndo abordados neste estudo.

Palavras-Chave: Hipertensao; Apneia obstrutiva do sono; Disfungéo Tubular; Perfil tiolémico;

Biomarcadores.
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Abstract

Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) is a sleep-related respiratory disorder
characterized by partial (hypopnoea) or total (apnoea) airway obstruction and its main clinical
feature is chronic intermittent hypoxia (CIH) which is responsible for the development of arterial
HTN, particularly in men. Importantly, arterial hypertension (HTN) is a main and modifiable risk
factor for cardiovascular mortality and morbidity and OSA is a main cause of drug resistant
hypertension.

OSA is treated by continuous positive airway pressure (CPAP), but adherence is low and thus
patients end up developing HTN. Another concern is that HTN is a silent disease, usually late
diagnosed and consequently at an irreversible stage. Thus, an unmet need in OSA
management, is the availability of risk biomarkers to identify patients at higher risk of
developing hypertension.

Objective: To characterize the thiolomic fingerprint of HTN associated with OSA and to
produce evidence on the relationship between renal tubular function in patients with

cardiometabolic diseases, namely Obstructive Sleep Apnoea (OSA) and hypertension (HTN).

Methodology: The thiolomic profile was determined by high performance liquid
chromatography method with fluorescence detector (HPLC-FD), in 90 serum and 149 urine
samples of Kyntosa study cohort. These samples were in line with the ethics committee and
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Also, all patients gave their written

informed consent.

Results: Both serum and urine showed a high inter-individual variability in all aminothiols (from
18% to 74%).

In the serum, age was associated with all aminothiols and sex influenced HCys and CysGly.
Cys T was higher in patients with OSA + HTN than in patients with OSA (217 [199-248] uM vs
202 [185-212] uM, p= 0,0420). Cys LT was higher in OSA + HTN patients compared to OSA
patients (71[14-99] uM vs 14[9-82] uM, p=0,0467) and patients with HTN (71[14-99] uM vs 6
[5-11] uM, p <0,0001). GSSP, on the other hand, was shown to differentiate OSA vs OSA+HTN
(4 [3-5] uM vs 3[2-4] uM, p = 0,0416) in men.

In urine, age was shown to influence the aminothiols Cys and GSH, in contrast to gender,
which did not impact aminothiols concentrations. Urinary aminothiols did not influence OSA
and/or HTN. uNAC was influenced by age and distinguised OSA+HTN vs HTA (22 [14-28] uM
vs 13[10-27] uM, p= 0,0273), only in men.

Vii



Finally, the uNAC/Cys LT ratio was lower in patients with HTA than in patients with OSA+HTN
(2[1-4] uM vs 0,3[0,1-1] uM, p<0,0001).

Conclusions: The results point to promising markers as risk indicators of hypertension in
patients wiht OSA, the Cys LT and GSSP in serum. Further studies are needed to include
other parameters not yet covered in this study.

Keywords: Arterial Hypertension; Obstructive Sleep Apnea; Tubular Dysfunction; Thiolomic
profile; Biomarkers.
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1.Introducéo

A Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) é um disturbio do sono, caracterizado por
uma obstrucéo parcial (hipoapneia) ou total (apneia) das vias respiratdrias onde ocorrem 5 ou
mais episodios de apneia ou hipoapneia por hora de sono. Esta sindrome apresenta quatro
caracteristicas clinicas principais: a hipoxia crénica intermitente (HCI), a hipercapnia (aumento
de diéxido de carbono no sangue), o0 aumento da pressao intratoracica e a fragmentagéo do
sono. Destas quatro, a HCI encontra-se descrita como a caracteristica mais preponderante
no desenvolvimento da hipertensédo (HTA) em pessoas com SAOS. (Dewan, Nieto & Somers,

,2015; Floras,2015)

A HTA é caracterizada por um aumento da pressao arterial, que pode ser dividida em 2 tipos:
hipertensdo essencial e hipertensdo secundaria. A primeira, de causa desconhecida,
representa cerca de 90-95% dos casos. Ja a hipertensdo secundaria, de causa conhecida,
corresponde a 5-10% dos casos (Ibekwe,2015; Azeez & Yusuf,2018).

A relacdo entre estas duas patologias estd associada para além dos ciclos de
dessaturacao/reoxigenacao presentes na HCl associada a SAOS, a sobreativacao do sistema
nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), estes responsaveis
pelo aumento do stress oxidativo e da inflamacdo, levando em dltima instédncia ao
desenvolvimento da HTA. O rim é um 6érgdo com um papel fundamental no controlo da
pressdo arterial e sabe-se que é afetado pela SAOS (Abuyassin, Sharma, Ayas & Laher,
2015). Concretamente, a nivel do tibulo renal proximal, a auséncia de oxigénio (O2) causada
pela HCI provoca uma diminuicdo na producéo de energia (ATP), levando assim a que o0s
transportadores ativos, como o0s canais de bomba sdédio-potassio, deixem de funcionar
(Bouhamida et al., 2022). Consequentemente, o sédio e as espécies reativas de oxigénio
acumulam no meio intracelular das células proximais tubulares, tornando o tabulo proximal
vulneravel a lesdo, uma vez que para além de ser um local de reabsor¢cdo também é
dependente de fosforilagéo oxidativa. (Gai, Gui, Kullak-Ublick, Li & Visentin, 2020).

A HTA é uma doenca com alta taxa de morbilidade e mortalidade. As doencas
cardiovasculares atingiram uma percentagem de Obitos de 29,7%, em que 32% dos Obitos
correspondem a HTA (Portugal, MS, DGS, 2013; Pinto, Ribeiro, Cavallini, Duarte & Freitas
2016; Portugal, MS, DGS, 2017). Sendo por isso imperativo um marcador do risco de HTA

nos doentes com SAQOS, representando uma ferramenta de medicina de preciséo.

Em condicbes de stress oxidativo (ex. Hipertensdo), o nosso organismo apresenta

mecanismos de defesa antioxidantes que podem ser enzimaticos, como acontece com as



enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), entre outras, ou ndo enzimaticos,
como € o caso do papel dos aminotibis (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum & Kalayci, 2012).
Estes sdo compostos organicos de baixo peso molecular que contém um grupo tiol (-SH) na
sua estrutura, como é o caso da cisteina (Cys), homocisteina (HCys), cisteinilglicina (CysGly)
e o glutatido (GSH). Estes encontram-se todos relacionados ha via dos mercapturatos, que é
uma via de desintoxicacdo metabdlica para espécies eletrofilicas geradas em condicbes
inflamatdrias e oxidativas localizada fundamentalmente no tdbulo proximal renal. Nesta via os
dissulfetos de cisteina (CysSSX) sdo acetilados pela N-acetiltransferase 8 (NAT8) (expressa
nas células tubulares renais proximais) formando o, uUNAC (substituto da N-acetil-CysSSX).
Este é um possivel biomarcador de disfuncéo tubular, visto ser possivel avaliar, pela sua
determinacdo analitica, a capacidade de o rim destoxificar (Gongalves-Dias et al, 2019;
Gongalves-Dias et al, 2021).

Na prética clinica o tratamento dos doentes com apneia do sono carece de ferramentas que
permitam informar os clinicos do risco de HTA nos individuos com apneia do sono. Neste
sentido, a tese tem como objetivo investigar o perfil tioldmico da HTA associada a SAOS,

através da quantificagédo do tioloma da urina, soro e uNAC.

Esta dissertacdo, redigida segundo as normas de orientacdo da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL), encontra-se separada por capitulos,
correspondendo estes a diferentes fases do processo de investigacdo. Neste capitulo
“Introducao” encontra-se uma breve apresentacdo da tematica em estudo, bem como a
guestao de investigacao e os objetivos definidos para o estudo. No capitulo “Contextualizagao
Literaria” situa-se o enquadramento tedrico na base da investigacdo. De seguida, no capitulo
“Metodologia” esta descrita toda a fase metodoldgica: descrigdo do estudo clinico do qual
procedem as amostras usadas nesta tese (critérios de inclusdo e exclusdo, desenho do
estudo, tipo de amostras biolégicas recolhidas, dados demograficos, clinicos e
antropométricos recolhidos, centros clinicos envolvidos), as variaveis de investigacao,
metodologia analitica para quantificagdo dos aminotidis, andlise estatistica e o0 seu tratamento
e ainda outras consideragfes. Os resultados obtidos estdo apresentados no capitulo
“‘Resultados” e a interpretagcdo dos mesmos € feita no capitulo seguinte “Discussao”. O

capitulo “Conclusao” compreende as consideracdes finais do estudo.



2.Contextualizacao Teorica

2.1. Apneiado Sono e Hipertensao

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um distarbio do sono, caracterizada por
uma obstrucdo parcial (hipoapneia) ou total (apneia) das vias respiratérias, ocorrendo 5 ou
mais episodios de apneia ou hipoapneia por hora de sono, sendo por isso a hipoxia crénica
intermitente uma caracteristica clinica core da SAOS. A SAOS apresenta uma prevaléncia
mundial de 4-15% em adultos tendo uma maior prevaléncia em homens e correlaciona-se
com o envelhecimento e com a obesidade (Young, Palta, Dempsey, Skatrud, Weber, & Badr,
1993; Duran, Esnaola, Rubio & Iztueta, 2001; Punjabi, 2008; Jennum & Riha, 2009; Jennum
& Kjellberg, 2011; Peppard, Young, Barnet, Palta, Hagen, & Hla, 2013; Ekiz, Kara, Ricci &
Ozcakar, 2021).

A SAOS é diagnosticada com recurso a polissonografia, em que sao avaliados os indices de
apneia e hipoapneia (IAH), com base nos quais € classificada a severidade da SAOS: ligeira
(IAH = 5-14 /hora), moderada (IAH = 15-30/hora) e severa (IAH > 30/hora) (American
Academy of Sleep Medicine Task, 1999; Mannarino, Di Filippo, & Pirro, 2012; Dewan et al
,2015).

As causas da SAOS sao multifatoriais, podendo ter uma origem anatémica ou outra. Como
possiveis causas anatémicas temos como exemplos, o0 aumento do comprimento das vias
aéreas (importante em homens), da espessura da parede lateral e aumento do tecido mole
(presente na obesidade), lingua grande e alteracdes de volume e estrutura musculo-
esquelética (redugcdo do maxilar e/ou tamanho mandibular) (Kapur, 2010). Como outras
causas estd documentada a capacidade de resposta inadequada dos musculos dilatadores
enquanto a pessoa dorme (em particular o musculo genioglosso), levando a interrupcdo do
sSono prematuramente e ao estreitamento das vias aéreas (também chamado limiar de

excitagao respiratéria baixa) (Kapur, 2010; Eckert, White, Jordan, Malhotra & Wellman, 2013).

A SAOS esta associada a multiplas morbilidades cardiometabdlicas, fatores de risco para a
morte por acidente vascular cerebral e enfarte do miocardio. Sendo as comorbilidades mais
estudadas a hipertenséao arterial (HTA), a diabetes mellitus tipo 2 e a obesidade. Para além
da pressao arterial elevada, também a resisténcia a insulina, a intolerancia a glucose e a
dislipidemia estédo fortemente associadas a SAOS. Ja a obesidade € um dos maiores fatores
de risco para a SAOS. A obesidade, promove esta doenca visto que a deposicéo de gordura
nos tecidos ao redor das vias aéreas superiores leva ao colapso das mesmas e predispde
apneia (Romero-Corral, Caples, Lopez-Jimenez & Somers, 2010; Jehan et al., 2017; Anitua,
Duran-Cantolla, Almeida & Alkhraisat, 2020).



A SAOS apresenta quatro caracteristicas clinicas principais: a hipoxia crénica intermitente
(HCI), a hipercapnia (aumento dos niveis arteriais de CO- originado por um fluxo de ar
obstruido), o aumento da presséo intratoracica e a fragmentacgéo do sono, sendo a HCI a mais

preponderante no desenvolvimento da HTA (Dewan et al.,2015; Floras,2015).

A HTA é caracterizada por um aumento da pressao arterial, sendo caracterizada como normal
alta, segundo a Sociedade Portuguesa de Hipertensao para valores entre 130-139 mmHg e
85-89 para a pressao sistolica e diastélica respetivamente (Sociedade Portuguesa de
Hipertensao, 2022).

Estima-se que a nivel mundial, 1,28 bilhdes de pessoas (30-79 anos) tenham hipertenséo
(World Health Organization, 2021)

A HTA pode ser classificada em 2 tipos: hipertensdo essencial e hipertensdo secundaria. A
primeira, de causa desconhecida, representa cerca de 90-95% dos casos. Ja a secundaria,
de causa conhecida, corresponde a 5-10% dos casos e resulta da pré-existéncia de outras
doencas (doencga renal, diabetes, obesidade, SAOS) (Ibekwe,2015; Azeez & Yusuf ,2018). A
SAOS é uma causa secundaria de HTA e convém salientar que € a principal causa associada
a hipertenséo resistente & medicacdo anti-hipertensores (Calhoun et al., 2008; Faselis,
Doumas & Papademetriou, 2011; Parati et al., 2014).

Até ao momento ndo se conhece a causa especifica da SAOS, o que tem condicionado o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas. De fato, o atual tratamento de referéncia é o uso
do dispositivo de pressao positiva continua nas vias aéreas (CPAP), para evitar o colapso das
mesmas, mas 0 uso de uma mascara durante o sono, nao € facil para o doente o que explica
uma baixa taxa de adesao pelos doentes (30 a 50%) e, além disso, o0 seu efeito sob o controlo

da pressao arterial é controverso (Rotenberg, Murariu & Pang, 2016).

2.2. Relacdo da SAOS, o tubulo renal e a HTA

Os ciclos de dessaturacéo/reoxigenacao que se associam com HCI caracteristica da SAOS
sdo responsaveis pelos mecanismos que levam ao aumento da presséo arterial e que incluem
a sobreativacdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), aumento do stress oxidativo e da inflamagéo ao desenvolvimento da HTA (Giestas,
Palma & Ramos,2010; Zhang & LY ,2012; Passali et al 2015).

Além da eliminacdo de compostos toxicos, o tubulo renal tem um papel fundamental no

controlo da presséo arterial através do SRAA e dos transportadores de sodio distribuidos que



se encontram ao longo do tubulo renal. O rim tem a capacidade de regular o volume do fluido

corporal e a resisténcia vascular.

Embora a relacdo da doenca renal induzida pela SAOS néo seja das mais estudadas, varios
trabalhos tém sugerido uma relacédo entre a SAOS e a doenca renal (Pochetti et al, 2020). O
tubulo proximal, ao ser um local de reabsorcdo dependente da fosforilagdo oxidativa
(mitocondrial), torna-se vulnerdvel a condicdes de stress oxidativo, hipoxia, toxinas e
disturbios metabdlicos. A falta de oxigénio (O2) e aumento de espécies reativas de oxigénio
provocada pela HCI perturbam a capacidade das mitocondrias para a producdo de energia
necessaria para o transporte tubular de sddio (bomba de sédio-potassio) tornando o tubulo

proximal vulneravel a leséo (Gai et al., 2020; Tian & Liang, 2021; Bouhamida et al., 2022),

De fato, o subdiagnéstico da SAOS é consensualmente aceite pela comunidade médica e
cientifica e tém sido procurados possiveis marcadores associados a inflamacao, alteracbes
metabdlicas e contexto stress oxidativo associado a SAOS. (Carpagnano, Kharitonov, Resta,
Foschino-Barbaro, Gramiccioni & Barnes, ,2002; Carpagnano, Kharitonov, Resta, Foschino-
Barbaro, Gramiccioni & Barnes, 2003; Alonso-Fernandez et al., 2009; Montesi, Bajwa &
Malhotra,2012).

Um destes possiveis marcadores é a cisteina estudada pelo grupo da Cintra et al (Cintra et
al, 2011), que concluiu, comparando um grupo de individuos com e sem SAQOS, que 0s niveis

de cisteina poderao ser mais elevados no grupo com SAOS.

A cisteina é precursora da sintese do glutatido, e ambos sé@o importantes controladores da
homeostase redox. Além disso, a cisteina também é uma fonte de metabolitos intracelulares
relevantes e moléculas sinalizadoras, incluindo taurina, coenzima A (CoA), sulfeto de
hidrogénio (H2S) e persulfeto de cisteina (CysSSH), sendo todos essenciais na func¢éo renal:
bioenergética, funcéo e regulacdo da pressdo arterial. A cisteina existe em 3 fracdes (livre
reduzida (CysSH), livre oxidada (CysSSX) e ligada a proteinas (CysSSP), sendo que a ligada
a proteina € a mais abundante em circulacdo no sangue. A CysSSP € uma forma de as
proteinas de cisteina evitarem a oxidagéo irreversivel, sendo também uma fonte de cisteina
visto serem absorvidas pelos lisossomas das células tubulares (Sumayao, Newsholme, &
McMorrow, 2018; Correia et al, 2022).

Varias particularidades das células tubulares renais destacam a relevancia de cisteina para o
rim. Uma das particularidades mais relevantes € que a via dos mercapturatos € exclusiva das
células tubulares. Apresenta um papel importante como fornecedor de cisteina devido a alta
capacidade de catabolizar o glutatido e os seus conjugados. Confere ainda protecao a célula
tubular renal contra a toxicidade da cisteina, pois em excesso no organismo € téxica (Correia
et al, 2022).



2.3. O tioloma e o uNAC como possiveis biomarcadores de HTA na
SAOS

Em condi¢cbes de stress oxidativo, 0 nosso organismo apresenta mecanismos de defesa
antioxidantes que podem ser enzimaticos (catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), entre
outros) ou ndo enzimaticos, como o caso dos aminotidis (Birben et al., 2012). Os aminotiois
sdo aminoacidos contendo um grupo tiol (-SH), de baixo peso molecular, que desempenham
fungbes importantes na sinaliza¢do celular, no metabolismo e na desintoxicagao. O interesse
crescente sobre o estudo destas moléculas, vem do seu envolvimento na patogénese de
diversas doencas humanas como demonstrado ja na comunidade cientifica, estando descritas
associacdes das suas concentragcdes com o stress emaocional e doencas cardiovasculares
(Hackam, & Anand, 2003; Madamanchi, Vendrov & Runge, 2005).

Os aminotidis cisteina (Cys), -glutamilcisteina (GluCys), homocisteina (HCys), cisteinilglicina
(CysGly), e o glutatido (GSH) encontram-se em trés fracdes distintas: livre reduzida (CysSH),
livre oxidada (CysSSX) e ligada a proteinas (CysSSP) considerando-se a fracéo total a soma
das respetivas frages acima referidas (Fu et al, 2019; Goncalves-Dias et al., 2019). O grupo
de Farmacologia Cardiovascular e Metabdlica definiu o conjunto destes aminotiéis como o

tioloma (Gongalves-Dias et al., 2019; Gongalves-Dias et al., 2021).

Estes aminotib6is encontram-se todos correlacionados entre eles, visto que os percursores da
sintese do glutatido séo a cisteina, homocisteina e a |-glutamilcisteina; a cisteinilglicina e a
cisteina sdo produtos de degradacdo do glutatido (Paolicchi, Dominici, Pieri, Maellaro, &
Pompella 2002; Correia et al, 2022).

No nosso organismo a cisteina € um aminoacido bastante relevante no tubulo renal, pois é
essencial para a sintese e estabilizacdo proteica e € uma fonte de metabolitos intracelulares
e moléculas de sinalizacdo que desempenham um papel importante, na bioenergética do rim
e regulacdo da presséo arterial (Hirakawa & Baker, 1985; Finkelstein, Martin & Harris, 1986;
Serpa, 2020; Van Goor, Van Den Born, Hillebrands, & Joles, 2016; Correia et al, 2022). E um
aminoacido obtido através da dieta ou através da sintese da metionina, sendo bastante
abundante nos fluidos extracelulares (Oliveira & Laurindo, 2018; Correia et al, 2022). A
cisteina armazenada na forma do GSH constitui um mecanismo de prote¢éo contra os efeitos
toxicos da cisteina em excesso. Este excesso pode originar uma diminuicdo dos niveis de
glutatido contraria a presuncdo de que a dependéncia renal da cisteina esta apenas

relacionada com a sua canaliza¢do para sintese de glutatido (Correia et al, 2022).

Nos diversos fluidos extracelulares, como o plasma, o aminotiol que se encontra em maiores

concentracdes é a cisteina, em que 65% esta ligada a proteinas e 35% livre, seguida da



cisteinilglicina, com 60% ligada a proteinas e 40% livre, e da homocisteina, que na sua maioria
se encontra ligada a proteina (70-80%). Contrariamente a estes aminotidis, o glutatido
encontra-se em baixa concentracdo devido ao plasma ser um meio oxidativo (Tabela 1)
(Oliveira & Laurindo, 2018).



Tabela 1. Valores de referéncia em diferentes matrizes biolégicas (plasma, urina e soro) em individuos saudaveis.

dissulfetos de cisteina

Aminotibis Fracdes Plasma * Soro Urina
(UM) (LM) (UM)
Total 202-281 145-213 130.4 + 58.8%
Cisteina Livre Total 66,7-93,7 - -
Ligada a Proteina 131,3- 182,6 - -
Total 5-15 5,9-11,1 -
Homocisteina Livre Total 1-3 = -
Ligada a Proteina 4-12 - -
Total 18,6 — 35,8 20,8-33,8 2,5-254
Cisteinilglicina Livre Total 7,4—-14,3 - -
Ligada a Proteina 11,2-21,5 - -
Total 49-7,3 2,4-6,8 143-12,1""
Glutationa Livre Total 20-51 = -
Ligada a Proteina 0,7-1,9 - -
uNAC, substituto urinario
dos mercapturatos de Total NA NA 58 [44-69] #

Referéncias

(Oliveira & Laurindo
,2018)

(Caussé et al,
2017)

(Gongalves-Dias et al, 2021) #
(Edward Bald, et al. 2001) ##
(Kusmierek et al., 2008) 2
(Zhang et al.,2014)®

*Representado em intervalo de minimo e maximo

#Representado em mediana [IQR];

## Representado em média + desvio-padrao;

NA-N&o aplicavel




Na urina, para além dos aminotidis referidos anteriormente, existe o indicador dos
mercapturatos de dissulfetos de cisteina (UNAC). Este indicador corresponde ao produto da
acetilacdo da N-acetiltransferase 8 (NAT8) com os dissulfetos de cisteina e tem sido

associada com a funcédo renal e com a regulacdo da PA (Juhanson et al, 2008).

Como ja mencionado acima, existe relacdo do tubulo renal na SAOS e na HTA. Estas séo
duas doencgas com altas taxas de morbilidade e mortalidade. Sendo por isso imperativo um
marcador do risco de HTA nos doentes com SAOS, representando uma ferramenta de

medicina de precisao.

O grupo Farmacologia Cardiovascular e Metabdlica desenvolveu um marcador relacionado
com a oxidacao da cisteina no tubulo renal, o indicador dos mercapturatos de dissulfetos de
cisteina (UNAC).

2.4. Diagnostico de Disfuncéo renal e a via dos mercapturatos

Segundo o National Institutes of Health (NIH) um biomarcador é definido como “uma
caracteristica que é objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos
biol6gicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacolégicas a uma intervencao
terapéutica” (Strimbu & Tavel, 2010).

Atualmente, os biomarcadores de lesdao renal conhecidos e mais utilizados s&do os
biomarcadores de disfungdo glomerular: a creatinina e a taxa de filtracdo glomerular. No
entanto, estes biomarcadores ndo sdo os mais indicados visto apresentarem uma baixa
sensibilidade e especificidade. Como tal, acabam por ser biomarcadores tardios no
diagndstico, pois quando a doenca renal € diagnosticada jA& se encontra num estadio
avancado (Dusse, Rios, Sousa, Moraes, Domingueti & Gomes, 2017). Assim, € necessario o
desenvolvimento de biomarcadores especificos de disfungéo tubular para diagnosticar de

forma precoce a doenca renal.

Como foi previamente mencionado, o tubulo renal, concretamente o tlbulo proximal, &
altamente suscetivel a dano oxidativo sendo por isso os marcadores de disfuncao tubular

otimos para um diagndstico de dano renal precoce.

Até a data, encontram-se referenciados possiveis biomarcadores de disfung&o tubular tais
como: a lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos (Ngal), a cistatina C, a molécula-1 de

leséo renal (KIM-1) e a interleucina-18 (IL-18) e o indicador dos mercapturatos de dissulfetos



de cisteina (UNAC), estudado pelo grupo de Farmacologia Cardiovascular e Metabdlica
(Dusse et al, 2017; Goncalves-Dias et al., 2019).

O uNAC néo existe em circulagdo no nosso organismo sendo por vezes administrado como
tratamento, visto apresentar efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios levando assim a
manutencédo do desequilibrio redox na célula. Esta molécula € o acetil derivado da L-Cisteina
que ao entrar dentro das células, sera o fornecedor de Cisteina, que ira ser usada para formar

GSH e assim aumentar a capacidade de defesa antioxidante (Lushchak., 2012).

O uNAC é obtido através da via dos mercapturatos. Esta via tem sido associada a fungéo
renal, visto que a sua Ultima enzima N- acetiltransferase 8 (NAT8) se expressa nas células
tubulares renais proximais (Chambers et al., 2010; Datta et al., 2010; De Carvalho et al., 2011).
A via dos mercapturatos € caracterizada como um circuito de desintoxicacdo metabdlica para
espécies eletrofilicas geradas em condi¢cbes inflamatérias e oxidativas (Habig, Pabst &
Jakoby, 1974).

| ashx >NACCysSX — |

Figura 1. Mecanismo da Via dos Mercapturatos. (Gonc¢alves-Dias et al., 2019).

As células em condi¢des inflamatorias e oxidativas, acabam por produzir conjugados de GSH,
no entanto, este tripéptido é excretado e degradado levando a formagéo da cisteinilglicina
(CysGly-X), que por acdo da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) obtém-se o conjugado

de cisteina (Cys-X) (Gongalves-Dias et al., 2019).

Os Cys-X que podem ser dissulfetos de cisteina (CysSSX) entram nas células tubulares renais

através de transportadores de anides orgéanicos e transportadores membranares de
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cistina/cisteina. Em condicfes consideradas normais a CysSSX seria a Unica a sofrer uma
reducao, formando assim cisteina livre (Cys) capaz entdo de executar as suas diversas acoes
fisiologicas (estabilizacdo de proteinas, sintese de proteinas). Por outro lado, em condicbes
inflamatérias ou oxidativas os Cys-X sdo destoxificados pela acetilacdo da enzima NATS,
formando assim um mercapturato, ao adicionar um grupo acetil a Cys-X, formando o uNAC,
substituto da N-acetil-CysSSX, que é eliminado pela urina (Goncgalves-Dias et al., 2019;

Gongalves-Dias et al., 2021).

O uNAC foi estudado inicialmente em ratos e de seguida investigado em amostras biolégicas
humanos pelo grupo de Farmacologia Cardiovascular e Metabdlica concluindo-se que o uNAC
permite avaliar a capacidade do rim de destoxificar (Gongalves-Dias et al., 2021). Apés um
episodio de doenca renal aguda, os valores de uNAC s&o mais baixos (Gongalves-Dias et al.,
2021).
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3.0bjetivos

Uma das questbes por resolver na pratica clinica no tratamento dos doentes com apneia do
sono € a falta de ferramentas que permitam informar os clinicos do risco de HTA nos

individuos com apneia do sono.

Neste trabalho inspirdmo-nos na relacdo entre a SAOS e a disfuncao tubular, nomeadamente
na relevancia da cisteina para a manutencdo da homeostasia do tubulo renal e da relacao
entre a cisteina e os aminotidéis que lhe sdo relacionados (tioloma) com a doenca
cardiovascular para identificar perfis metabdlicos que permitam identificar precocemente os

doentes com maior risco de HTA.

O objetivo geral deste trabalho € avaliar o impacto da HTA associada a SAOS no peffil
tiolomico e produzir evidéncias sobre a relacdo entre a funcdo tubular em doentes com

doencas cardiometabolicas.

Colocamos a hipotese que a HCI promove a disfungéo tubular que se traduz no aumento da
presséao arterial condicionando assim a dinamica dos aminotiois no individuo.
Para estudar esta hipétese usaram-se amostras de soro e urina de individuos de 4 subgrupos:
1) Individuos sem SAOS e sem doenca cardiometabdlica conhecida
(normotensos);
2) Individuos com hipertenséo arterial essencial;
3) Individuos com apneia obstrutiva do sono normotensos;

4) Individuos com SAOS e hipertensos.

Assim, os objetivos especificos do presente trabalho incluem:
a) Quantificacdo do tioloma na urina (fragdes totais dos aminotibis Cys, CysGly, GSH e
uNAC);
b) Quantificacéo do tioloma no soro (fracdes total, livre e ligada a proteinas dos aminotiois
Cys, GluCys, HCys, CysGly, GSH);
¢) Quantificacdo do marcador de disfuncéo tubular uNAC na urina

d) Estudar a variabilidade do tioloma sérico e urinério entre individuos;
e) Comparacédo do tioloma entre os 4 grupos de estudo;

f) Relacionar os resultados obtidos com caracteristicas clinicas, antropométricas (ex:

IMC) e demograficas (ex. sexo, idade) dos participantes.
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4.Metodologia

4.1. Tipo de Estudo

Estudo observacional, transversal de uma coorte de individuos pertencente ao estudo clinico
“Relevance of the ratio kynurenine/tryptophan to characterize hypertension associated to
Obstructive Sleep Apnea” (Kyntosa) (Clinical trials NCT04646902).

O estudo Kyntosa tem por objetivo avaliar o impacto de metabolitos (entre eles a kinurenina
e o triptofano) na HTA associada & SAOS. O estudo foi desenhado como um estudo de casos
controlos, onde h& casos controlo de individuos com HTA (com e sem SAOS) e controlos de
individuos sem HTA (com e sem SAOS). A populagéo de estudo, por tanto, inclui 4 grupos de
individuos: individuos com SAOS e com HTA, individuos com SAOS, mas sem HTA,
individuos sem SAOS, mas com HTA e individuos sem SAOS e sem HTA. O recrutamento
dos individuos tem vindo a ser feito de forma consecutiva em cinco hospitais de Lisboa: Centro
Hospitalar Lisboa Occidental, Centro Hospitalar Universitario Lisboa Central, Hospital da Luz,
Hospital Beatriz Angelo e Hospital Fernando Fonseca. Neste estudo incluiu-se 149 individuos:

51 normotensos, 8 com apneia obstrutiva do sono, 45 com apneia obstrutiva do sono
hipertensos e 45 hipertensos.

4.2. Populacédo e Amostra
Este estudo incluiu os 4 quatro grupos de individuos:

1) Individuos sem SAOS e sem doenca cardiometabdlica conhecida
(normotensos);

2) Individuos com hipertenséo arterial essencial,

3) Individuos com apneia obstrutiva do sono normotensos;

4) Individuos com SAOS e hipertensos.

Os critérios de inclusédo foram os seguintes:

a) adultos com idade superior ou igual a 30 anos a frequentar consultas (medicina interna,
pneumologia, nefrologia, cardiologia) dos locais clinicos envolvidos no estudo Kyntosa com
capacidade de compreender e comunicar eficazmente com o pessoal do estudo e dar
consentimento informado por escrito para participar.

b) S6 no caso dos individuos com HTA, o diagndstico de hipertenséo foi definido como:
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- Utilizacdo de medicamento(s) anti-hipertensivo(s) e dose estavel durante pelo menos 2
semanas antes da incluséo.

- Em doentes ndo tratados: valores de tenséo arterial sistélica de consultério >= 140 mmHg
e/ou diastolica com valores de presséao arterial >= 90 mmHg.

Os principais critérios de exclusao foram os seguintes:

a) gravidez ou aleitamento materno autodeclarado;

b) pacientes em hemodialise ou dialise peritoneal; doenca hepética cronica com Child-Pugh
score B ou superior;

c) hipertensdo atribuida a estenose da artéria renal, hiperaldosteronismo primario,
feocromocitoma, sindrome de Cushing, coarctagédo da aorta; historico de qualquer tratamento
cirirgico da Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) para as regides do palato e
hiofaringeas, nomeadamente uvulopalatofaringoplastia (UPPP), ablacdo do palato por
radiofrequéncia, amigdalectomia, amigdalectomia linguistica, glossectomia parcial, ablagéo
por radiofrequéncia na base da lingua, avanco do genioglosso, suspenséo hibide, cirurgia de
avanco maxilo-mandibular (MMA) e uso ativo de estimulador nervoso do hipoglosso;

d) pacientes com uma boa adesdo ao CPAP, assim como a utilizacdo de CPAP durante pelo
menos 4 horas/noite em 70% das noites durante os Ultimos 3 meses;

e) hipertensdo pulmonar;

f) doenca oncolégica diagnosticada atualmente;

g) pacientes com doencas infeciosas crénicas ou agudas conhecidas.

h) Outra doenca a data considerada grave, progressiva ou descontrolada, que, a juizo do

clinico tornasse o doente impréprio para o estudo.

Este estudo incluiu as amostras biol6gicas de soro e urina que foram colhidas no estudo
Kyntosa até a data de dezembro de 2021. A hora da colheita e a hora da Ultima refei¢céo foram
anotadas para cada amostra. As amostras foram armazenadas a -80°C até a determinagéo

quantitativa dos aminotiois.
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4.3. Procedimento

4.3.1. Quantificacdo de Aminotidis

De forma a se quantificar o perfil tioldmico nas amostras de soro e urina, recorreu-se a um
método analitico ja estabelecido no laboratério do grupo de Farmacologia Cardiovascular e
Metabdlica (Grilo et al. ,2017; Goncalves-Dias et al.,2021).

A determinacédo do perfil tioldmico nas amostras de soro incluiu as fracdes livre total, total e
ligada a proteinas, sendo esta Ultima resultante da subtracdo da fracéo total pela livre, dos
aminotidis cisteina (Cys), -glutamilcisteina (GIluCys), homocisteina (HCys), cisteinilglicina
(CysGily) e glutatido (GSH).

No que diz respeito a andlise deste perfil em amostras urinarias, determinou-se a fragéo total
dos aminotidis cisteina (Cys), cisteinilglicina (CysGly) e glutatido (GSH) e também do
indicador dos mercapturatos de dissulfetos de cisteina (UNAC). Quantificando-se so a fragéo

total, pois a urina ndo deve conter proteina.
4.3.1.1. Preparacdo da amostra

O protocolo inicia-se com um volume inicial de 50 pL de amostra (soro ou urina ou padrao)
(Figura 2.)

Para a determinacdo da fragéo total, adiciona-se 5 pL de Tris(2-carboxietilfosfina) (TCEP)
(100g / L; 75259, Sigma - Aldrich) para a reducdo dos grupos dissulfeto (30 minutos a
temperatura ambiente); de seguida as proteinas sao removidas por precipitacdo com 45 uL
de (TCA) (100 g/L; 8789.1, Roth) com (EDTA) (1mM; E9884, Sigma - Aldrich) seguindo-se a
centrifugagéo (13000 g, 10 minutos, 4 ° C). Posteriormente, 25 pL do sobrenadante sé&o
retirados para um novo microcentrifuge tube contendo 5 uL de NaOH (1,55M; 30620, Sigma
— Aldrich) e 62,5 uL de tampao tetraborato de sédio (125 mM, pH 9,5; 27727.231, VWR
Chemicals), com 4 mM EDTA. Neste adiciona-se 25 yL (SBD-F) (1 g/L; 46640, Sigma -
Aldrich), que por fim agitado no vértex e incubado ao abrigo da luz, a 60 °C por 1 h, para
ocorrer derivatizacdo dos grupos tiol (-SH) livres. No caso da fracao livre total, o protocolo
inicia-se com a remocdo das proteinas com o TCA como descrito anteriormente.
Posteriormente, efetua-se a reducédo das ligacbes dissulfeto com a adicdo do TCEP e,
finalmente a derivatizacdo, como acima mencionado (Grilo et al. ,2017; Goncalves-Dias et
al.,2021).
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13000g 3 4°C 10min
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Figura 2. Esquema do metodo para quantificacdo de aminotidis. TA: Temperatura ambiente; TCA: acido
tricloroacético; TCEP: tris(2-carboxietilfosfina); SBD-F: Acido 7-fluorbenzofurazan-4- sulfénico, sal de aménio;
NaOH: Hidréxido de sodio; T. Borato: Tampéao Borato; min: minutos.

No caso da obtencao do indicador dos mercapturatos de dissulfetos de cisteina (UNAC), esta
é resultante da reducéo de N-acetil-CysSSX urinario com o TCEP e € usada como substituto
do N-acetil-CysSSX. Desta forma, usando uma sonda fluorescente seletiva para grupos tiol,
0 SBD-F o uNAC pode ser monitorado através da detecdo de fluorescéncia (FD),

proporcionando alta sensibilidade ao método (Gongalves-Dias et al.,2021).

4.3.1.2. Preparacédo Curvas de Calibracao

Para obtencdo de curvas de calibracdo necessarias a extrapolacdo das concentracdes dos
aminotidis quantificados, recorreu-se a utilizacdo de padrées de concentracdes seriadas
conhecidas, ja preparados pelo laboratério, cuja constituicdo abrangeu os seguintes
compostos:

a) L-Cysteinylglycine (CysGly) (C0166, Sigma-Aldrich);

b) Gamma-L-Glutamyl-L-cysteine (GluCys) (G0903, Sigma-Aldrich);
c) L-Homocysteine (HCys) (69453, Sigma-Aldrich);

d) L-Glutathione (GSH) (G6529, Sigma-Aldrich);

e) L-Cysteine (Cys) (7352, Sigma-Aldrich)

f) N-Acetyl-L-cysteineA (NAC) (7250, Sigma-Aldrich
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Os padrdes de concentracdo conhecida utilizados para as curvas de calibracdo (Tabela 2),

foram feitos com os reagentes acima referidos.
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Tabela 2.Concentracdes dos Padr6es utilizados para as curvas de calibragéo.

Concentracao (uM)

Padr6es Cys GluCys HCys CysGly GSH NAC
PT1 800 100 100 75 800 600
PT2 600 75 37,5 50 600 400
PT3 400 50 50 37,5 400 300
PT4 300 37,5 18,75 25 300 200
PTA 400 50 50 100 25 25
PTB 300 37,5 37,5 75 18,75 18,75
PTC 200 25 25 50 12,5 12,5
PTD 150 18,75 18,75 37,5 9,375 9,375
PTE 100 12,5 12,5 25 6,25 6,25
PTF 50 6,25 6,25 12,5 3,125 3,125
PTG 35 4,375 4,375 8,75 2,1875 2,1875
PTH 20 25 25 5 1,25 1,25
PTI 10 1,25 1,25 25 0,625 0,625
PTJ 5 0,625 0,625 1,25 0,3125 0,3125
PT9 2,5 0,313 0,313 0,625 0,156 0,156
F11 0,625 - 0,078 0,156 2,5 0,039
F13 0,240 - 0,030 0,060 0,960 0,015

4.3.2. Método Cromatogréafico

Apo6s o procedimento efetuado no 4.4.2.1., as amostras derivatizadas sdo separadas e
detetadas pelo método cromatografico, HPLC — FD (High Performance (pressure) Liquid
Chromatograpy with Fluorescence Detection - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector de Fluorescéncia). A cromatografia liqguida de alta eficiéncia € uma técnica
amplamente utilizada para a separacao, identificacdo e quantificacdo de diversas moléculas
como aminoacidos, carboidratos, lipidos, proteinas, esteroides e outras moléculas

biologicamente ativas e em diferentes tipos de matriz (Coskun, 2016).
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No método cromatografico aqui utilizado recorremos a um sistema de HPLC da Shimadzu
(Shimadzu Scientifc Instruments Inc), usando uma bomba Shimadzu LC-10 AD VP e uma
coluna de fase reversa C18 LiChroCART 250 x 4 column (LiChrospher 100 RP-18, 5 um,
VWR, USA). A separacdo dos aductos fluorescentes dos aminotibis, ocorreu a 29°C com
recurso a uma eluicdo isocratica durante 20 minutos a um fluxo de 0,8mL/min sobre a
influéncia de uma fase maovel constituida por Acetato de Sodio (AcNa) a 100mM com Metanol
(MeOH) [99:1 (v/v)]. A detecao da fluorescéncia foi realizada com o detetor de fluorescéncia
RF 10AXL, nos comprimentos de onda excitacdo e de emissdo de 385 e 515 nm,
respetivamente (Grilo et al. ,2017; Gongalves-Dias et al.,2021).

De forma a obter uma melhor separagdo dos aminotidis GluCys e a HCys, modificou-se
percentagem da fase movel de AcNa a 100mM com MeOH para a constituicdo de [98:2 (v/V)]
e o fluxo de eluicdo para 0,6mL/min durante 22min. De referir que este método apenas foi
aplicado e otimizado para amostras de soro, ndo tendo sido possivel otimizar para a matriz

urina, dai a inexisténcia destes dois aminotiois nos resultados aqui apresentados.
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Figura 3. Exemplo de Cromatograma de (A) soro e (B) urina. O eixo do x representa o tempo (min)
e 0 eixo do y a quantificagdo da fluorescéncia (uV). A linha a preto representa um padrao em ambos 0s
cromatogramas. No cromatograma A (método 0,6 ml/min), a linha azul representa a fragdo total de uma
amostra de soro e a linha rosa a fracao livre total da mesma amostra. No cromatograma B (método 0,8
ml/min), a linha rosa corresponde a fragdo total de uma amostra de urina. Em (A) aos 7,4 min a Cys,
9,0 min o0 GluCys, 10,1 min a HCys, 11,6 min o CysGly e aos 14,9 min o GSH. Em (B) aos 6 min a Cys,
7,6 min o Glu-Cys, 8,4 min a HCys, 10,1 min o CysGly, aos 13,5 min o0 GSH e 16,9 min uNAC. Cys:
cisteina; GluCys: |-glutamilcisteina; HCys: homocisteina; CysGly: cisteinilglicina; GSH: Glutatio.

4.4 Variaveis do estudo

O estudo Kyntosa recolhe varios dados pessoais como: dados demogréficos e
antropométricos, doencas atuais, farmacos atuais, parametros bioquimicos e parametros
clinicos relacionados com o SAOS e a HTN.

Esta tese usou o0s seguintes dados do estudo Kyntosa: idade, etnia, sexo, indice de massa
corporal, diagndstico de HTA e diagndstico de SAOS.

4.5. Tratamento e Analise Estatistica dos dados

Os dados obtidos foram tratados com recurso ao GraphPad Prism versédo 8.0.2 e IBM SPSS
Statistics for Windows, Verséo 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.

Para a caracterizacdo da populacdo em estudo, recorreu-se a estatistica descritiva, mais
especificamente ao célculo do minimo, maximo, mediana, interquartis e o coeficiente de
variacdo (CV) para os dados quantitativos. Foi efetuada uma analise dos fatores

antropomeétricos e clinicos em estudo: a idade, o género, a raca, o indice de massa corporal
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(IMC) e a doenga metabdlica (hipertensdo (HTA)), sindrome da apneia obstrutiva do sono
(SAOS) e dos aminotidis obtidos.

De forma a avaliar as diferencas nas concentracdes dos aminotidis entre os individuos
(variabilidade interindividual) recorreu-se a analise do coeficiente de variacdo (CV%) das

concentracdes dos aminotibis.

De forma a avaliar normalidade das variaveis (quantitativas) utilizou-se o teste Shapiro-Wilk.
De forma a estudar a distribuicdo das variaveis qualitativas recorreu-se ao teste Qui-
Quadrado. A comparacdo das variaveis quantitativas entre dois grupos realizou-se com o
teste T-Student em caso de normalidade, e o teste Mann-Whitney em caso de nao

normalidade.

De forma a avaliar as diferencas das variaveis quantitativas em mais de dois grupos utilizou-
se o teste ANOVA quando confirmada a normalidade, caso contrario efetuou-se o teste
Kruskal-Wallis.

Quando efetuadas correlagbes entre as varidveis antropométricas e as variaveis
experimentais, foi utilizado o Teste de Person em caso de normalidade ou o Teste Spearman

rank em caso de nao normalidade.

Por ultimo, foram realizadas regressdes lineares para associacfes entre variaveis
guantitativas (concentracdes de aminotiois) e outras variaveis (idade, sexo, IMC e patologia).
Quando a variavel quantitativa a analisar ndo seguia distribuicdo normal esta era transformada

em logaritmo.

Todos os resultados foram considerados significativos ao nivel de significancia de 5%.

4.6. Consideracdes Eticas

Atendendo ao cariz deste estudo, onde esté implicada a utilizacdo de amostras bioldgicas e
de dados pessoais de utentes, € importante garantir principios de ética bem definidos. De
acordo com o tratado de Helsinquia, devem ser tomadas todas as precaucdes para proteger
a privacidade de cada sujeito de investigacéo e a confidencialidade dos seus dados pessoais.
Os dados pessoais foram pseudo-anonimizados, o0 que garante a privacidade dos

participantes.
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Este estudo foi conduzido de acordo com 0s principios éticos nacionais e internacionais,
nomeadamente a “Declaracao de Genebra” (2002), a “Declaracao de Helsinquia” e emendas
(2008) e a “Convencgao de Oviedo” (1997). O estudo obteve parecer positivo por parte do
Conselho de Etica da ESTeSL (Anexo ).
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5.Resultados

5.1. Caracterizacao da populacao do estudo

Foram incluidos 149 individuos, 51 normotensos, 8 com apneia obstrutiva do sono, 45 com
apneia obstrutiva do sono hipertensos e 45 hipertensos. A comparagao entre grupos permite
salientar que o grupo de estudo dos normotensos se revelou mais Nnovo que 0S grupos com
doenca, mas as idades ndo diferiram entre grupos com patologia. Para além disso, o grupo
com SAOS+HTA apresentou um indice de massa corporal superior ao grupo com SAOS. Nao
houve diferencas para o sexo e etnia (Tabela 3).

Tabela 3. Dados demograficos, antropomeétricos e clinicos dos individuos incluidos no estudo
(n=149).

Parametros Normotensos SAOS SAOS + HTA HTA
(n=51) (n=8) (n=45) (n=45)
Idade (anos) @ 36 [30-43] 52 [45-62] ** 60 [51-68] *** 61[51-72] ***
Homens (%) 55 75 73 49
Caucasiano (%) NA 88 93 98
IMC (Kg/m?) @ NA 29 [25-40] 32 [29-35] ## 28 [25-34]
N° de amostras 51 8 45 45
de urina
disponiveis
N° de amostras 26 8 40 16
de soro
disponiveis

a Mediana [IQR]; * vs. normotenso # vs. SAOS (# ou * p<0,05; ## ou ** p<0,01; ### ou *** p<0,001)
IMC: indice de Massa Corporal; NA: Nao héa informac&o; ns: néo significativo;
Idade e IMC analisados ANOVA, Sexo e etnia por Teste Qui-Quadrado;

5.2. Perfil tioldmico sérico dos diferentes grupos de estudo

5.2.1. Variabilidade interindividual no perfil de tidis séricos

Foram analisadas um total de 90 amostras de soro (normotensos n=26, SAOS n=8,
SAOS+HTA n=40, HTA n=16), uma por cada individuo. Estudou-se a variabilidade
interindividual das fracdes (livre total, ligada a proteina e total) (Figura 4) dos aminotibis Cys
(Figura 4A), GluCys (Figura 4B), HCys (Figura 4C), CysGly (Figura 4D) e GSH (Figura 4E).
Esta variabilidade foi expressa através do célculo coeficiente de variagdo (CV). Entre o total

de 15 fragBes estudadas, oito apresentaram CV superiores a 50%, sendo que as fragdes livres
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totais foram as mais variaveis entre individuos. No geral, os resultados indicam uma elevada

variabilidade nas fragfes de tidis entre os individuos incluidos no estudo.
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Figura 4. Variabilidade interindividual das concentragdes séricas obtidas para (A) cisteina, (B)
y-glutamilcisteina, (C) homocisteina, (D) cisteinilglicina e (E) glutatido.LT: fracéo livre total; SSP:
fracdo ligada a proteinas T: Fracdo Total; Cys: cisteina; GluCys: |-glutamilcisteina; HCys:
homocisteina; CysGly: cisteinilglicina; GSH: glutatido

5.2.2. Influéncia dos fatores demogréaficos e antropométricos nas concentracdes
séricas dos aminotiois

Seguidamente investigou-se o efeito da idade, IMC e sexo no perfil de tidis séricos. Na Tabela
4 apresentam-se as 8 fracdes para as quais se encontrou relacdo com a idade. As fracdes da
Cys (ligada as proteinas e total), GluCys (ligada as proteinas), e HCys (ligada as proteinas e
total), precursores do glutatido associaram-se positivamente a idade. Contrariamente as
fragOes do glutatido (livre total e total) e do seu produto de degradacéo (livre total) associaram-
se a um decréscimo com a idade. E interessante observar que entre as 8 fracbes com maior
variabilidade interindividual (superior a 50%, Figura 4), a variabilidade das fragbes Cys LT,

GluCys LT e a Hcys LT ndo parecem ser justificadas pela idade.
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Tabela 4.Correlagdo entre a idade com as concentragdes séricas dos aminotidis (n=90).

Parametros séricos Coeficiente de correlacéo (rho) p
CysT 0,2677 0,0017
CysSSP 0,3380 0,0011
GluCysSSP 0,2128 0,0440
HCys T 0,2380 0,0239
HCysSSP 0,3144 0,0025
CysGly LT -0,2136 0,0432
GSHT -0,3940 0,0001
GSHLT -0,3777 0,0002

Foi utilizado o teste de correlacdo Spearman. Cys: cisteina; GluCys |-glutamilcisteina; HCys:
homocisteina; CysGly: cisteinilglicina; GSH: glutatido; LT: Livre total; SP: fracéo ligada a proteina; T:
Total

O IMC também variou entre os individuos, sendo superior nos individuos com SAOS e HTA,
de forma similar ao descrito na tabela 4. No entanto ndo foi observada qualquer associagao
entre os niveis das concentracdes das diferentes fragdes e o IMC dos individuos com

patologia.

Analisou-se a influéncia do sexo e obteve-se diferengas estatisticamente significativas nos
tidis HCys e CysGly (Tabela 5). Obtendo-se valores superiores no sexo masculino quando
comparado com o sexo feminino.

Tabela 5.Influéncia do sexo nas concentragdes séricas dos aminotidis (n=90).

Parametros séricos Concentracbes Valor de t p

homens vs mulheres

HCys T 11,98 vs 10,65 - 0,011
HCysSSP 10,73 vs 9,15 - 0,013
CysGly T 31,44 vs 28,36 2,35 0,021

Foi utilizado o teste t-student e Mann-Whitney, incluidos todos os individuos (n=90). HCys:

homocisteina; CysGly: cisteinilglicina; LT: Livre total; SP: fracéo ligada a proteina; T: Total.
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5.2.3. Niveis séricos das diferentes fragcdes dos aminotidis nos grupos de estudo

As concentragfes de cada fracao dos diferentes aminotidis (Figura 5) foram comparadas entre
0s 4 grupos de estudo (normotensos n=26, SAOS n=8, SAOS+HTA n=40, HTA n=16).
Adicionalmente, a fracdo Cys LT permitiu distinguir hipertensdo essencial de hipertensao

secundaria associada a SAOS (Figura 5 e Tabela 6).

Tabela 6.Frac@es de Cisteina séricas que mostraram diferencas entre doentes com SAOS e HTA.

Parametros séricos (n=90) SAOS+HTA (n=40) SAOS+HTA (n=40) vs HTA
vs SAOS (n=8) (n=16)
CysT 1 (+15 puM) nd
(213 pM) * (p<0,05)
Cys LT 1 (+57 pM) 1 (+64 pM)
(66 pM) * (p<0,05) (p<0,001)

HTA: hipertensao arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono; SAOS+HTA: sindrome de
apneia obstrutiva do sono com hipertenséo arterial; Fragdes da Cisteina (Cys) T: fragéo total; LT:
frac@o livre total; nd: ndo diferem. * valor mediano da concentracdo obtida nos 90 individuos

incluidos.
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Figura 5. Concentracdes séricas obtidas para (A) cisteina, (B) y-glutamilcisteina, (C)
homocisteina, (D) cisteinilglicina e (E) glutatido para os quatro grupos de estudo: Controlo,
SAOS, SAOS + HTA e HTA. Andlise efetuada por 2-way ANOVA com teste Fisher’s LSD para
multiplas comparacgdes. a: SAOS vs SAOS+HTA; #: SAOS+HTA vs HTA; *: grupo de doenca vs.
normotensos (a ou # ou *p<0,05; bb ou ## ou ** p < 0,01; aaa ou bbb ou ### ou *** p<0,001). HTA:
hipertenséo arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono; SAOS+HTA: sindrome de
apneia obstrutiva do sono com hipertensdo arterial; LT: fracdo livre total; SSP: fracdo ligada a
proteina T: Fracdo Total, Cys: cisteina; GluCys: |-glutamilcisteina; HCys: homacisteina; CysGly:
cisteinilglicina; GSH: glutatido.
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5.2.4. Niveis séricos dos aminotidis entre os grupos de estudo por sexo

Realizou-se uma andlise entre grupos (SAOS, SAOS+HTA, HTA) no sexo masculino e
feminino, visto que a prevaléncia na HTA na SAOS e maior nos homens do que nas mulheres
(Hedner et al, 2006) e visto que foram identificadas diferengas entre homens e mulheres para

alguns tiéis (Tabela 5).

Observou-se que, as diferencas previamente encontradas para a fracdo Cys LT entre
SAOS+HTA vs HTA (Tabela 6) mantém-se em ambos os sexos (Figura 6A). Ndo houve
diferencas entre SAOS+HTA vs SAOS em homens ou mulheres. Por tanto, as diferencas entre
grupos encontradas para a Cys LT parecem néo depender do sexo (Figura 6) e nem da idade

(Tabela 4). No caso da Cys T, ndo houve diferengas entre grupos (Figura 6B).

N&o se observaram diferencas entre grupos nas mulheres para as restantes fragfes de tiois
analisadas. Para o sexo masculino, foi possivel ainda observar que os niveis de GSSP (Figura
6C) e de GluCysSSP (Figura 6D) diferenciam SAOS vs SAOS+HTA e SAOS+HTA vs HTA,

respetivamente.
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Figura 6. Concentracdes séricas de (A) cisteina livre total, (B) cisteina total, (C) glutatido ligado
as proteinas e (D) y-glutamilcisteina ligada as proteinas para os trés grupos de estudo:
Normotensos, SAQOS, SAOS + HTA e HTA comparadas relativamente ao sexo do individuo. Foram
analisadas 90 amostras de soro. Analise efetuada por 2-way ANOVA com teste Fisher's LSD para
multiplas comparagdes *: SAOS vs SAOS+HTA,; #: SAOS+HTA vs HTA; (a ou # ou *p<0,05; ## ou ** p
< 0,01; aaa ou ### ou *** p<0,001). HTA: hipertenséo arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva
do sono; SAOS + HTA: sindrome da apneia obstrutiva do sono com hipertensdo; Cys: cisteina; LT:
Livre total; T: Total; SSP: Ligado as proteinas;

5.2.5. Variaveis que se associam com os niveis de Cys LT de formaindependente
Visto que o0s resultados mais interessantes foram observados para a fracdo Cys LT
construimos um modelo de regressao linear para identificar as varidveis do estudo (sexo,

idade, IMC, patologia) associadas de forma independente com as concentra¢ges de Cys LT.

Primeiramente foram realizadas andlises univariadas, entre o log da Cys LT e as variaveis:
idade, IMC e uma variavel que combina SAOS com HTA (SAOS, HTA ou HTA+SAQOS). Sé a
variavel SAOS+HTA associou-se de forma estatisticamente significativa com o log Cys LT
(Coeficiente de regresséo ou Beta (CI95%) 0,588 (0,231-0,479), p<0,001).
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5.3. Perfil tioldbmico urinério dos diferentes grupos de estudo

5.3.1. Variabilidade interindividual no perfil de tidis urinarios

Foram analisadas um total de 149 amostras de urina (normotensos n=51, SAOS n= 8§,
SAOS+HTA n= 45, HTA n=45), uma por cada individuo (Figura 7) sendo possivel observar
que a Cys foi o tiol mais abundante na urina com valor mediano de 148 (93-208) uM, seguindo-
se por ordem decrescente o CysGly 8 (5-12) uM e o GSH 2 (1-3) uM. Estudou-se a
variabilidade interindividual das fracdes totais, expressa através do calculo coeficiente de
variagdo. Observou-se ainda uma elevada variabilidade nos valores dos tiéis urinérios entre
individuos na populacédo em estudo, sendo o valor mais elevado o do GSH (74%) e o menor
para a cisteina (53%).

Cys CysGly GSH
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Figura 7. Variabilidade interindividual dos niveis urinarios da (A) cisteina, (B) cisteinilglicina, (C)
glutatido. A variabilidade interindividual foi obtida incluindo 149 individuos através do coeficiente de
variacao expresso em percentagem. Cys: cisteina; CysGly: cisteinilglicina; GSH: glutatido.

5.3.2. Influéncia dos fatores demograficos e antropométricos nas concentracdes
urinarias dos aminotiois
Seguidamente fomos investigar o efeito da idade no perfil de tidis urinarios.

Na Tabela 7 apresentam-se as duas fracfes para as quais se encontrou uma associagdo com
a idade, em ambas esta associacdo foi negativa.
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Tabela 7.Correlagdo entre a idade e as concentragdes urinarias dos aminotiois (n=149).

Parametros urinarios Coeficiente de correlacéo (rho) p
CysT -0,2074 0,0112
GSHT -0,2068 0,0114

Foi utilizado o teste de correlacdo Spearman e incluidos todos os individuos (n=149). Cys: cisteina;
GSH: glutatido; T: Total

N&o foi encontrada nenhuma correlacéo estatisticamente significativa entre o IMC e as

concentragdes urinarias dos tidis.

Ao comparar as concentracdes dos aminotiois entre homens e mulheres ndo se encontrou

nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

5.3.3. Niveis urinarios das diferentes fracbes dos aminotidis nos grupos de

estudo

As concentragdes da fracdo total dos diferentes aminotibis (Figura 8) foram comparadas entre
0s 4 grupos de estudo, caracterizados na Tabela 3 (se¢do 5.1). Observamos que nenhum dos
tidis urinarios diferenciou individuos SAOS dos SAOS+HTA, tendo sido apenas observados
valores medianos de GSH inferiores nos grupos com patologia quando comparados com
normotensos. Sendo as Unicas diferencas observadas na Cys entre 0s normotensos e 0s
HTA (Figura 8.A).
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Figura 8. Concentrac¢8es urinédrias de (A) cisteina, (B) cisteinilglicina, (C) glutatido para os quatro
grupos de estudo: Normotensos, SAOS, SAOS + HTA e HTA. One-way ANOVA, teste Kruskal-
Wallie de comparagBes multiplas (*p<0,05; ** p<0,01;) para a analise entre 0s grupos normotensos
(n=51), SAOS (n=8), SAOS + HTA (n=45) e HTA (n=45). * vs. grupo normotenso. HTA: hipertenséo
arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono; SAOS + HTA: sindrome de apneia obstrutiva
do sono com hipertenséo arterial; Cys: cisteina; CysGly: cisteinilglicina; GSH: glutatido.

5.3.4. Niveis urinarios dos aminotidis entre os grupos de estudo por sexo
Tal como fizemos com as amostras de soro, procedemos a avaliacdo das diferencas dos
aminotidis entre os grupos (normotensos, SAOS, SAOS+HTA, HTA), dividindo os dados por

sexo (Figura 9.).

Os niveis de Cys foram menores nos grupos SAOS+HTA e HTA comparativamente aos
normotensos nos homens (Figura 9A). N&o se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre patologias nas mulheres. Os niveis de CysGly ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significativas entre patologias em homens ou mulheres (Figura
9B). Os niveis inferiores de GSH encontrados nos grupos com patologia comparativamente
aos normotensos na populagéo total, mantém-se para os individuos do sexo masculino, mas

ndo para os do sexo feminino (Figura 9C).
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Figura 9. Concentragdes urinérias de (A) cisteina, (B) cisteinilglicina, (C) glutatido para os quatro
grupos de estudo: Normotensos, SAOS, SAOS + HTA e HTA comparadas relativamente ao sexo
do individuo. Two way ANOVA de comparagdes multiplas (*p<0,05; ** p<0,01;) * vs. grupo
normotenso. HTA: hipertensao arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono; SAOS + HTA:
sindrome de apneia obstrutiva do sono com hipertenséo arterial; Cys: cisteina; CysGly: cisteinilglicina;
GSH: glutatido.

5.4. Niveis urinarios de mercapturatos de dissulfetos urinéarios

nos diferentes grupos de estudo quantificados

5.4.1. Variabilidade interindividual nas concentragcdes uNAC
No que diz respeito ao indicador dos mercapturatos de dissulfetos de cisteina, UNAC, o valor
mediano obtido foi de 23 (12-36) uM, tendo apresentado um elevado coeficiente de variacdo

(67%), ou seja, uma elevada variabilidade interindividual entre pessoas (Figura 10).
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Figura 10. Variabilidade interindividual da concentracédo do indicador dos mercapturatos de
dissulfetos urinarios uNAC. A variabilidade interindividual foi obtida incluindo 149 individuos através
do coeficiente de variacdo expresso em percentagem UNAC: indicador dos mercapturatos de

dissulfetos urinarios.

5.4.2. Influéncia dos fatores demogréaficos e antropométricos no uNAC

Na Figura 11 observa-se a associagdo negativa entre o UNAC e a idade dos individuos

independentemente do grupo de estudo. No entanto, a variacdo entre individuos no uNAC

nao parece estar dependente do IMC.

Os niveis de uNAc ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre sexos

masculino e feminino.
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Figura 11. Associacgao entre o uNAC e aidade dos individuos.

Teste de Spearman
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5.4.3. Niveis de uNAC nos diferentes grupos de estudo

As concentracdes do UNAC foram comparadas entre os grupos de estudo (normotensos n=51,
SAOS n= 8, SAOS+HTA n= 45, HTA n=45) tendo-se verificado que nao foi possivel diferenciar
0 grupo de individuos SAOS do grupo de individuos SAOS+HTA (Figura 12.). No entanto, os

niveis dos individuos com patologia séo inferiores aos normotensos.
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Figura 12. Concentracdo de uNAC para os quatro grupos de estudo: Normotensos, SAOS, SAOS
+ HTA e HTA. One-way ANOVA, teste Kruskal-Wallie de compara¢cbes mudltiplas (** p<0,01; ***
p<0,001) para a andlise entre os grupos normotensos (n=51), SAOS (n=8), SAOS + HTA (n=45) e HTA
(n=45). * vs. grupo normotenso. HTA: hipertensdo arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do
sono; SAOS + HTA: sindrome de apneia obstrutiva do sono com hipertenséo arterial; uNAC: indicador

dos mercapturatos de dissulfetos urinarios.

5.4.4. Niveis de uNAC entre os grupos de estudo por sexo
A Figura 13 mostra que os niveis de uNAC no sexo masculino permitem descriminar os dois

grupos com individuos hipertensos. Nao foram identificadas diferencas para o sexo feminino.
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Figura 13. Concentracdo de uNAC para os trés grupos de estudo: Normotensos, SAOS, SAOS +
HTA e HTA comparadas relativamente ao sexo do individuo. Two-way ANOVA, teste Kruskal-Wallie
de comparagdes multiplas (# p<0,05) para a andlise entre os grupos SAOS (n=8), SAOS + HTA (n=45)
e HTA (n=45). #: SAOS+HTA vs HTA; HTA: hipertensao arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva
do sono; SAOS + HTA: sindrome de apneia obstrutiva do sono com hipertensdo arterial; uNAC:

indicador dos mercapturatos de dissulfetos urinarios.

5.4.5. Impacto do racio uNAC/CysLT para discriminar os grupos de estudo
Com base nos resultados obtidos para os tibis urinarios e séricos, o parametro mais promissor
foi a Cys LT sérica. Sendo a CysLT substrato da enzima NATS, foi calculado o racio

UNAC/CysLT como indicador da via dos mercapturatos.

Analisamos a influéncia deste racio nos quatro grupos de estudo. O racio apresentou

diferencas tanto dos normotensos como SAOS+HTA no grupo dos HTA (Figura 14A.).

Analisamos também a influéncia do racio nos quatro grupos de estudo dividindo os dados por
sexo, onde se observou diferencas entre os normotensos vs HTA e SAOS. No entanto, ainda

foi possivel diferenciar SAOS+HTA vs HTA em homens e mulheres (Figura 14 B).
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Figura 14. Racio uNAC/sCysLT para os grupos de estudo: Normotensos, SAOS, SAOS + HTA e
HTA comparadas relativamente a doenca e ao sexo. Two-way ANOVA, teste Kruskal-Wallie de
comparacdes multiplas (# ou * p<0,05, ## ou ** p<0,01; ### ou *** p<0,001) para a andlise entre 0s
grupos SAOS (n=8), SAOS + HTA (n=45) e HTA (n=45). #: SAOS+HTA vs HTA; HTA: hipertensao
arterial; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono; SAOS + HTA: sindrome de apneia obstrutiva
do sono com hipertenséo arterial; uNAC: indicador dos mercapturatos de dissulfetos urinarios.
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6.Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil tiolbmico em amostras clinicas em doencas
metabdlicas como HTA e SAOS.

Foi encontrada uma alta variabilidade das concentragées dos aminotidis no soro e na urina.
Observou-se uma influéncia de variaveis demogréficas no tioloma como a idade e o sexo. Por
ualtimo, algumas fragBes do tioloma conseguiram discriminar os individuos com SAOS dos
individuos com SAOS e HTA, resultado muito promissor para diagnosticar de forma precoce
o risco de desenvolver HTA na populagéo com SAOS.

Os valores de aminotidis nas amostras séricas deste estudo vao ao encontro aos descritos na
literatura, apesar de quando comparamos as fracdes totais no soro, 0s nossos valores estéo
ligeiramente aumentados. Este aumento pode dever-se ao facto de as amostras néo terem
sido obtidas de individuos sujeitos a jejum. Este € importante, uma vez que o tipo de dieta
influéncia por exemplo as quantidades de cisteina em circulacdo, uma vez que uma das vias
de obtencédo deste aminotiol é pela via da metionina que vem da existéncia da HCys da dieta.
(Pennington ,1994; Vasdev, Singal, & Gill,2009).

Através da comparacao dos valores dos aminotidis urinarios obtidos com os apresentados na
Tabela 1 pode observar-se que os valores medianos dos tidis urinarios sdo semelhantes aos
descritos para a populacdo saudavel. No entanto, os valores de uNAC observados sao
inferiores aos documentados na populagédo saudavel, o que pode juntamente com a elevada
variabilidade interindividual verificada indicar-nos que grande parte dos individuos incluidos

na analise tém valores abaixo do esperado para este marcador (30%).

A variabilidade das concentragdes dos aminotidis foi mais elevada na urina em comparacao
com o0 soro, em que o aminotiol mais elevado na urina foi o glutatido (74%) e no soro a
homocisteina (fragdo livre total 74%, ligada as proteinas 58% e fracdo total 57%),

demonstrando assim uma elevada variabilidade entre doentes.

No soro, as fracOes livres foram as que apresentaram maior variacdo. A fracdo de cisteina
livre total e a ligada a proteinas foram as mais abundantes nos soros analisados. Os
dissulfetos de cisteina assim como a sua ligacdo a proteinas tém sido apontadas como
biomarcadores sensiveis de stress oxidativo, tendo sido demonstrada que a sua concentracéo
elevada em pacientes sob stresse oxidativo decrescia pelo tratamento com o antioxidante
NAC. (Fu et al, 2019).
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Na urina o aminotiol com maior variacao foi o GSH enquanto que a Cys foi a mais abundante,
sendo esta essencial para a via dos mercapturatos podendo indicar assim a sua utilizacdo na

via dos mercapturatos.

De acordo com a literatura a HTA e a SAOS encontram-se associadas a idade, obesidade,
género e indice de apneia e hipoapneia (IAH) (Ekiz et al. ,2021). Podemos observar ha urina
gue dos fatores analisados somente a idade se mostrou inversamente proporcional a
concentracdo dos aminotidis a nivel urinario (Cys e GSH). J& nas amostras séricas vemos
influéncia da idade: em que as fracées Cys T, CysSSP, GluCysSSP, HCys T, HCysSSP séo
proporcionais enquanto que as fracbes CysGly LT, GSH T e GSH LT séo inversamente
proporcionais e a influéncia do sexo nos aminotidis HCys T, HCysSSP e CysGly T, em que o

sexo masculino apresenta valores elevados em comparagdo com o sexo feminino.

Os niveis de Cys LT aumentaram na SAOS + HTA em comparacdo com SAOS e em
SAOS+HTA de HTA nos homens e mulheres; Cys T diferenciou SAOS+HTA de SAOS e o
GSSP diferenciou SAOS+HTA de SAOS no sexo masculino; o uNAC diferenciou SAOS+HTA
de HTA, mas somente no sexo masculino; sendo o interesse fundamental desta tese
encontrar marcadores de risco de HTA na populacdo com SAOS, tem patrticular relevancia a
CysLT e 0 GSSP.

A SAOS é uma doenca multifatorial e associada a muitas comorbilidades. Desta forma torna-
se importante encontrar biomarcadores especificos e sensiveis para detetar de forma precoce
estas comorbilidades, homeadamente HTA, na populagdo com SAOS. Com os resultados
obtidos, conseguimos ver a importancia de termos um perfil metabodlico que consiga distinguir
estagios da doencga e possiveis comorbilidades. Os aminotidis como a cisteina ja foram
estudados em pacientes com SAOS, mostrando-se promissores na identificacdo da
efetividade do tratamento, mas o estudo ocorreu em pacientes com SAOS e saudaveis com
sexo e idade emparelhadas. No nosso estudo, é possivel observar que a Cys LT apresenta
potencial para avaliar o risco de HTA na populacdo com SAOS, tal como o GSSP sendo este

s6 para 0 sexo masculino.

No estudo aqui apresentado, verificamos que os dissulfetos de cisteina estdo diminuidos no
soro e o racio uNAC/sCys LT aumentado nos individuos hipertensos em comparag¢ao com 0s
individuos com apneia do sono hipertensos, 0 que poderia sugerir que os dissulfetos de
cisteina séricos poderiam estar a ser canalizados para o rim, de modo a aumentar a
destoxificacdo de espécies eletrofilicas, pela via dos mercapturatos. No entanto, uma vez que
os valores urinarios de cisteina e NAC estdo diminuidos neste grupo, leva-nos a crer que a
via dos mercapturatos esta diminuida e que ao invés, estes dissulfetos de cisteina, estejam a

ser clivados, de modo a libertar a cisteina para se ligar a proteinas em circulacdo e assim
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evitar a oxidacao irreversivel com outros compostos em circulacéo. O presente estudo mostra
que os aminotibis analisados na urina (Cys, CysGly e GSH), diminuem quando comparados

0 grupo dos normotensos com 0s grupos de estudo.

A Cys LT é o marcador de HTA na SAOS mais promissor neste estudo. A cisteina ja foi
referenciada como um possivel marcador da SAOS (Cintra et al, 2011). A Cys é uma fonte de
metabdlitos intracelulares relevantes e moléculas sinalizadoras, sendo essencial para a
funcdo renal, pois regula a pressao arterial. Sendo a cisteina essencial para a via dos
mercapturatos pois sdo “criados” aductos que sao eliminados pela via. Esta via confere

protecao a células tubulares, visto que Cys em excesso é toxica.

O presente estudo, apesar de adicionar conhecimento acerca desta tematica no que se refere
ao perfil tiolbmico da HTA associada a SAOS, revelou algumas limitagdes, nomeadamente, a

reduzida dimensédo da amostra e o limitado nimero de parametros clinicos avaliados.

Seria importante em estudos futuros, aumentar o nimero de individuos no grupo da apneia
obstrutiva do sono e o fornecimento de outros parametros clinicos, como a creatinina e taxa
de filtragdo glomerular por forma a avaliar a influéncia da filtragdo renal nos aminotidis em
circulacdo e os que sdo excretados. Pardmetros como o IAH também deveriam ser

analisados, de modo a relacionar a severidade da SAOS.

Em suma, um desequilibrio nos niveis dos aminotidis, traduz-se numa diminuicdo da
capacidade antioxidante do organismo. O aumento do stress oxidativo leva a uma redugéo da
capacidade antioxidante no organismo. No conjunto dos resultados obtidos, podemos sugerir

a Cys LT como potencial marcador de risco de HTA na populagdo com SAOS.
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7.Conclusodes

O objetivo deste estudo foi caracterizar a impresséo digital tiolémica da hipertens&o associada
a sindrome da apneia obstrutiva do sono e produzir evidéncias sobre a relagdo entre a fungéo
tubular em doentes com doencas cardiometabdlicas, nomeadamente Sindrome da Apneia
Obstrutiva do Sono (SAOS) e Hipertenséo Arterial (HTA).

Como biomarcadores da funcdo tubular e diferenciadores das duas doencas
cardiometabdlicas aqui estudadas, os aminotidis, entre eles a CysLT, demostraram ser bons
candidatos de biomarcadores de risco de HTA na SAOS. Mais estudos sdo necessarios como
0 estudo de outros aminotibis e confirmar se a Cys LT poderia vir a ser uma ferramenta de
medicina de precisdo e que esta ndo seja influenciada por outros fatores. Esta abordagem
seria uma forma de diagnéstico ndo invasiva e muito mais rapida e eficiente podendo assim

evitar alta prevaléncia de hipertensao.
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