Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

Alteracfes encefalicas causadas pela hipoxia intermitente em modelo

animal de apneia do sono

Dissertacdo de Mestrado

Diego Moura Baronio

Porto Alegre, 2012



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

AlteracOes encefalicas causadas pela hipoxia intermitente em modelo

animal de apneia do sono

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pés Graduacdo em
Medicina: Ciéncias Meédicas da
Universidade Federal do Rio Grande
do Sul para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Autor: Diego Moura Baronio
Orientador: Prof. Dr. Denis Martinez

Porto Alegre, 2012



CIP - Catalogacao na Publicacéo

Baronio, Diego Moura

M teragles encefilicas causadas pela hipdxia
intermitente em modelc animal d= apneia do sonoc /
Diego Moura Barcnio. -- 2Z01Z2.

70 £.

Orientador: Denis Martinez.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa
de PSs-Graduacio em Medicina: Ciéncias Médicas, Porto
Alegre, BRE-RS, 2012.

1. BEpneia do Sono. 2. Aquaporinas. 3. Dano
celular. 4. Edema. I. Martinez, Denis, orient. II.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Gerac3o Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Agradecimentos

A todos os meus familiares, que me incentivaram de uma forma ou
outra, em especial aos meus pais, Mauro e Fatima, por se privarem de tantas
coisas em beneficio da minha formacdo. S&o modelos que seguirei pelo resto
da vida. A minha namorada, Mariane, pelo companheirismo, motivacdo e
carinho, sem 0s quais certamente este percurso teria sido muito mais dificil.

Ao professor Denis Martinez, pela oportunidade, cobrancas e
conhecimento transmitido. Seguirei como exemplo sua dedicagdo a pesquisa
cientifica e interesse na formacdo de pesquisadores capazes de contribuirem
de forma positiva com o pais.

Aos colegas do LIPES, que contribuiram de forma significativa para a
realizacdo deste trabalho, em especial a Alicia, Cintia e Lenise. Aos colegas
Felipe, Darlan e Victorio, e a professora Marcelle por contribuirem com o
desenvolvimento deste trabalho. Aos amigos, colegas de profissdo e mestrado,
Jonathan e Mariana, que ao longo destes seis anos partilharam comigo

momentos alegres, davidas e preocupacdes.



Lista de Figuras
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Figura 2 — Imunofluorescéncia demonstra auséncia de caspases ativas no
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intermitente (B). Modificado de Aviles-Reyes et al. Ref 58.
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Figura 7 — A proteina possui duas metades com uma pseudosimetria. Cada
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alcas B e E possuem o0s motivos conservados aspargina, prolina, alanina [Asn-
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Pro-Ala, NPA]. O C proximo ao NPA representa cisteina 189, sensivel ao

blogueio por compostos de mercurio.
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epiderme de camundongo a AQP3 é somente encontrada no estrato basal.
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1. Resumo

Introducao

Pacientes com apneia obstrutiva do sono exibem alteracdes morfolégicas
encefélicas. A hipoxia intermitente causa morte celular em 90% dos neurdnios
de Purkinje. Aquaporinas sao proteinas de membrana que formam canais de
agua. O conhecimento do papel das aquaporinas nas alteracées encefalicas
causadas pela apneia obstrutiva do sono é limitado.

Objetivos

Avaliar o efeito da hipdxia intermitente isocapnica nas aquaporinas e no dano
celular em diferentes tecidos de camundongos C57/bl.

Métodos

Conteudo cerebral de dgua e expressao de aquaporinas 1, 3, 4, 9, e HIF-1a
foram medidos. Realizou-se coloragdo com hematoxilina-eosina e marcacao
por imunohistoquimica, além de técnicas de Western blot e ELISA.

Resultados

Os niveis de HIF-1a no cortex frontal foram maiores no grupo exposto a hipdxia
intermitente isocapnica do que no grupo controle, confirmando hip6xia efetiva.
O peso molhado e o conteudo de agua do encéfalo foram maiores no grupo
hipéxia. Os niveis cerebelares de aquaporina 1 foram menores no grupo
hip6xia. Os niveis de aquaporina 3 no hipocampo e pele foram similares em
ambos os grupos. Aquaporina 4 no cortex frontal foi mais expressa no grupo
hipéxia. Aquaporina 9 apresentou maiores niveis no coértex frontal e estriado do
grupo hipoxia. Observou-se dano celular em 88% das células de Purkinje no
grupo hipoxia. A marcacao de S100B no cerebelo de grupo hipoxia foi mais
evidente do que nos controles.

Concluséo

Exposicao cronica a hipoxia simulando apneia do sono causa edema encefalico
e altera a concentracdo de aquaporinas. Alteracdes em proteinas de canal de
agua podem estar envolvidas no mecanismo do dano observado em estruturas

cerebrais na apneia obstrutiva do sono.



2. Abstract

Background

Patients with obstructive sleep apnea exhibit cerebral morphological changes.
The damaging effect of intermittent hypoxia was already demonstrated in a
study where mice exposed to this condition had 90% of degeneration of
Purkinje cells. Aquaporins are membrane proteins responsible for the transport
and the balance of water content in the brain. Little attention has been
dedicated to the role of aquaporins in sleep apnea-related brain alterations.
Objectives

To evaluate the effect of isocapnic intermittent hypoxia on water-transport
proteins and cellular damage in different tissues of C57/bl mice.

Methods

Brain water content, aquaporins 1, 3, 4, 9, and HIF-1a were measured. Staining
with hematoxylin-eosin and immunohistochemistry were performed.

Results

HIF-1a expression in the frontal cortex was higher in the exposed than in the
sham group, confirming effective hypoxia. The brain wet weight and brain water
content were higher in the hypoxia group. Cerebellar Aquaporin-1 levels were
lower in the hypoxia group. Aquaporin 3 levels in hippocampus and skin were
similar in both groups. Aquaporin 4 expression in the frontal cortex was higher
in the hypoxia group. Aquaporin 9 expression of the hypoxia group was greater
in the cortex and striatum. Death rate of Purkinje cells in the hypoxia group was
88%. Stronger immunoreactivity to S100B was detected in the hypoxia group.
Conclusions

Chronic exposure to hypoxia simulating sleep apnea causes brain edema and
alters the concentration of aquaporins. Water channel proteins are possibly
implicated in the cellular damage to brain structures seen in obstructive sleep

apnea.
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3. Introducéo

A apneia obstrutiva do sono (AOS) é caracterizada pelo fechamento
parcial ou total da via aérea superior durante o sono, causando hipoxia
intermitente (HI) (1). Doencga cardiovascular e acidente vascular cerebral sé&o
consequéncias comuns (2-4).

AOS causa alteracdes encefalicas. Modificagcbes morfolégicas, como
reducdo da substancia cinzenta, levam a danos cognitivos (5). Exames de
imagem, como a ressonancia magnética funcional, mostram alteracées no fluxo
sanguineo cerebral, metabolismo e ativacdo cerebral de pacientes com apneia
(6). Niveis séricos elevados da proteina S100B sdo alteracdes bioquimicas
encontradas em pacientes com AOS (7).

Ao deitar, liquidos acumulados em membros inferiores sao reabsorvidos.
Simultaneamente, observa-se aumento da circunferéncia do pescoco. O
possivel deslocamento de liquidos dos membros inferiores para o pescoco
durante a noite tem sido investigado como potencial determinante da
severidade da AOS (8). O aumento da circunferéncia do pescoc¢o, como
consequéncia do deslocamento de liquidos em decubito, é associado com
maior indice de apneia-hipopneia (IAH) (9).

Aquaporinas (AQP) sdo proteinas envolvidas no transporte de &agua
através da membrana celular (10). A descoberta dessas proteinas rendeu ao
pesquisador Peter Agre o Prémio Nobel em Quimica de 2003. Agre é formado
em medicina pela Johns Hopkins. Na mesma universidade, em 1988,
conduzindo estudo envolvendo antigenos Rh, Agre e seu grupo descobriram
uma proteina de 28-KDa que pensavam ser fragmento protéico do grupo Rh.
Apos alguns anos de estudo foi descoberto que a proteina em questdo néo era
relacionada com o grupo Rh, e que se tratava de proteina de membrana
abundante nos tubulos renais e nas hemacias, embora sua fungcéo ainda fosse
desconhecida.

Em visita ao seu amigo e antigo mentor, Johh Parker, Agre descreveu as
propriedades da proteina de 28-KDa e Parker sugeriu testa-la como canal de
agua. Agre e colaboradores testaram esta hipétese expressando a proteina em
odcitos de Xenopus, que tipicamente apresentam baixa permeabilidade a agua.
Quando os odcitos foram colocados em uma solugcéo hipotdnica, eles incharam
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e explodiram, revelando a funcdo da proteina como canal de agua, que eles
nomearam como aquaporina.

AQPs 1, 4 e 9 sdo as mais presentes no encéfalo, e estdo envolvidas na
regulacdo do conteudo de agua do mesmo (11-13). A literatura sobre AQPs e
AOS se resume a um estudo que aborda a excrecdo da AQP2 pela urina (14).
Levando em consideracdo a potencial importancia da &gua nos mecanismos da

AOS, AQPs podem estar envolvidas na patogénese desta doenca.
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4. Revisao da literatura

4.1. Transtornos respiratorios do sono

O sono fragiliza o controle ventilatorio, permitindo o surgimento de
transtornos da respiracdo. Apneias, hipopneias, hipoventilacdo e respiracao
periédica sdo os principais disturbios respiratérios do sono. Os transtornos
respiratérios do sono podem estar relacionados com reducdo do estimulo
central que gera o esforco ventilatério, ou podem ser de causa obstrutiva,
mesmo em presenca de esforco. Perturbacfes da respiracdo durante o sono
levam a despertares e fragmentacédo do sono. Sono fragmentado pode causar
sonoléncia diurna excessiva, fadiga, distrbios de humor, irritabilidade e apatia.

4.2. Apneia Obstrutiva do Sono

A AOS é causada por repetitivos colapsos e reaberturas da via aérea
superior, causando supressdo do fluxo respiratério e trazendo como
consequéncia asfixia, ou seja, hipoxia e hipercapnia (1). Durante o colapso da
via aérea, a resisténcia ao fluxo do ar resulta em aumento do esforco
respiratério e mudancas de pressao intratoracica. A asfixia excita o sistema
nervoso, aumenta o esforco respiratorio até que ocorra despertar. O despertar
interrompe 0 sono e ativa os musculos da faringe, causando reabertura da via
aérea (15). O estresse provocado pela AOS pode causar sonoléncia diurna e
doencas cardiovasculares (16).

O dano vascular é causado através de inflamacao e estresse oxidativo,
com diminuicdo de NO e de capacidade de reparo. Niveis de ciclooxigenase-2
e nitrotirosina, marcadores de inflamacdo e estresse oxidativo,
respectivamente, foram medidos em 32 pacientes com AOS e foi constatado
gue eram maiores nestes pacientes do que em controles (17).

A AOS pode acometer qualquer faixa etaria. O maior estudo
populacional conhecido foi realizado no Brasil. Os autores encontraram
prevaléncia de AOS crescente com a idade, atingindo 95% na faixa acima dos
80 anos. A proporcdo feminino:masculino na faixa de 20-29 anos € de

aproximadamente 1:12. Apés os 60 anos, quando todas as mulheres ja estdo
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em menopausa, as proporcdes se igualam, sugerindo influéncia hormonal na
fisiopatologia da AOS (18).
A polissonografia € o método utilizado usualmente para diagnosticar a

AOS. O exame mede variaveis neurologicas e cardiorrespiratorias durante o
sono. Sensores respiratorios detectam diminuicdes na ventilacdo que séo
classificadas como apneias (cessacao do fluxo de ar), hipopneias (diminuicdo
parcial do fluxo de ar), ou despertares esforco respiratorio-relacionados
(reducéo no fluxo de ar devido a aumento da resisténcia da via aérea superior
que resulta em despertares) (19). O indice de apneia-hippneia (IAH) é a
medida usual da gravidade dos distirbios respiratérios do sono. E definido
como a soma das apneias e hipopneias durante o sono, dividida pelo numero
de horas dormidas. De acordo com a Academia Americana de Medicina do
Sono (20), o IAH menor que 5 por hora € normal. IAH acima de 5 por hora, na
presenca de sintomas indica sindrome da apneia do sono. A sindrome é
classificada como:

1. Leve entre 5 e 15 eventos/hora

2. Moderada entre 15 e 30 eventos/hora

3. Grave se for maior do que 30 eventos/hora.
IAH acima de 15/hora pode ser chamado de sindrome da apneia do sono

mesmo sem a presenca de sintomas.

4.3. Fisiopatologia da AOS

« palato mole

nasofaringe ;
n lingua

retropalatal
retroglossal

hipofaringe

Figura 1 - Imagens sagitais, de individuo normal e com AOS, analisada por ressonancia magnética.
Individuo normal, destacando-se as regifes da via aérea superior (A). Individuo com AOS grave
com destaque para os tecidos moles. Observa-se que o paciente com AOS apresenta as regides da
via aérea superior mais estreitas, como a retropalatal e retroglossal, assim como o palato mole, a
lingua e a gordura subcutanea sdo maiores (B).
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Nasofaringe, orofaringe (regides retropalatal e retroglossal) e hipofaringe
sao regides da faringe com possibilidade de colapso na AOS (21). Embora a
regido retropalatal da orofaringe seja o local mais comum de colapso, o
estreitamento das vias aéreas € dinamico, variando frequentemente entre os
espacos retropalatal, retrolingual e a hipofaringe (figura 1) (22).

Estruturas craniofaciais e tecidos moles de pacientes com AQOS
apresentam alteracbes, mostradas por técnicas de imagem. Reducdo do
comprimento do corpo mandibular, posicdo inferior do osso hidide e retro
posicdo do maxilar sdo anormalidades presentes nos 0ssos da face de alguns
pacientes com AOS, comprometendo o espaco aéreo da faringe (23-25).

O aumento das partes moles em torno da via aérea contribui
significativamente para o estreitamento da faringe em muitos casos de AOS. O
aumento do palato mole ou da lingua diminui o didmetro antero-posterior,
enquanto o acumulo de gordura lateralmente as paredes da faringe diminui o
espaco no plano lateral (26, 27). Cerca de 70% dos pacientes com AOS sédo
obesos. indice de massa corporal maior do que 30 kg/m? aumenta 10 vezes o
risco para a doenca (18).

A hipétese de que deslocamento de fluidos dos membros inferiores em
direcdo ao pescoco, durante o decubito, possa causar disturbios respiratorios
do sono tem sido investigada sob a lideranca de Douglas Bradley, em Toronto
(28, 29). Em estudo com 27 individuos saudaveis ndo obesos foi aplicada
pressdo nos membros inferiores e foi verificado deslocamento de fluido das
pernas, seguido de aumento da circunferéncia do pescoco e estreitamento das
vias aéreas superiores (30). O papel do deslocamento de fluido na AOS
também foi constatado na insuficiéncia cardiaca congestiva (31). Apesar de
contestado (32), parece inegavel alguma influéncia do deslocamento de fluidos

na patogénese da AOS.

4.4.Consequéncias da AOS

A hipdxia intermitente provocada pelas apneias é responsavel por varios
danos ao organismo, entre eles a inflamacéo sistémica (33). Citocinas (34),
proteina C reativa (35), moléculas de adeséo leucocitaria (36), sdo alguns dos

marcadores inflamatérios elevados em pacientes com AOS. Os niveis de NF-
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kB séo elevados nos pulmdes de ratos em modelo animal de AOS. No mesmo
estudo niveis elevados de TNF-a e IL-1B foram encontrados, e considerados
consequéncia de um aumento do esforco respiratério  (37).

A sindrome metabdlica esta associada com a AOS. Em estudo com 61
pacientes apneicos e 43 controles a AOS foi associada com aumento de
insulina em jejum e concentragfes de triglicérides, colesterol HDL diminuido,
independentemente de idade, IMC, tabagismo e consumo de alcool (38). A
hipoxia gerada durante o sono causa alteracédo de hormonios relacionados com
a obesidade. Resisténcia a insulina tem correlacdo positiva significativa com a
severidade da AOS (33). Grelina, horménio responsavel por estimular o apetite,
€ encontrado em nivel maior em pacientes com AOS do que em pacientes
controles e com uma correlagcdo positiva significativa com o IAH. Apdés
tratamento com pressao aérea positiva continua (em inglés, continuous positive
airway pressure; CPAP) os pacientes com apneia apresentaram reducdo nos
niveis desse horménio (40).

Doenca cardiovascular € mais prevalente em homens de meia idade
com AOS do que em individuos sem a doenca, independente de idade, indice
de massa corporal, pressdo arterial sistolica e diastélica e tabagismo (41). Nas
suas formas moderada e severa a AOS pode contribuir para a fibrilacéo atrial e
insuficiéncia cardiaca congestiva (42).

O risco de sofrer acidente de transito causado por sonoléncia € maior
em pacientes com AOS. Motoristas japoneses com AOS, quando comparados
a individuos sem a doenga, apresentaram historico maior de acidentes
automobilisticos e de sonoléncia no volante. A ocorréncia de acidentes foi
associada ao IAH elevado (= 40) e a pontuacao alta em questionario de medida
de sonoléncia (43).

Pessoas com profissbes que levam ao sedentarismo, como oS
motoristas profissionais, possuem maior risco de se tornarem obesas.
Baseando-se no IAH, 44% de uma amostra de motoristas de 6nibus foram
diagnosticados com AOS, sendo que o peso corporal estava significativamente
associado com a doenca (44). Em questionario por 262 motoristas de 6nibus,
68% apresentaram peso corporal acima do ideal, 34% possuiam a
circunferéncia do pescoco igual a 42 cm (45). O tratamento com CPAP reduz
significativamente os acidentes de transito de pacientes com AOS (46, 47).
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4.4.1 AOS, Hipoxia intermitente e Alteracdes encefalicas

A AOS causa alteracdes anatdbmicas no sistema nervoso central (SNC)
que se refletem em danos funcionais. Déficits de memoria, dificuldade em
aprender novas tarefas, fluéncia verbal alterada e problemas de atencéo, sao
algumas das alteragcbes cognitivas que pacientes com AOS apresentam (48,
49).

As alteracbes na morfologia encefalica de pacientes com AOS séo bem
conhecidas. Reducdo no volume de substancia cinzenta ja foi reportada em
individuos com AOS (50). O cerebelo é afetado por essa perda de substancia
cinzenta, o que pode resultar em disfuncdo motora (51). O hipocampo
esquerdo também é modificado morfologicamente (52).

Na substancia branca de pacientes com apneia ocorrem alteracbes
metabolicas, sem necessariamente haver modificagdo na morfologia do tecido.
A relacdo N-acetilaspartarto/colina medida por espectroscopia de ressonancia
magnética € significantemente menor na substancia branca de pacientes
adultos com AOS de moderada a grave (53). Criancas apresentaram algo
semelhante, sendo a relagdo N-acetilaspartarto/Colina alterada no hipocampo
esquerdo e no coértex frontal direito, além de apresentarem baixa pontuacdo em
teste de QI (54).

Sintomas de ansiedade foram verificados em pacientes com AOS
através da aplicacdo de questionario. Em exame de imagem foi visto que esses
pacientes apresentavam alteracbes em regides ligadas ao sistema limbico,
como o0 coOrtex do cingulo e a amigdalas (55). Regibes limbicas, como
amigdalas, sao ativadas durante a dispneia (56).

Em ratos, apos cinco horas de exposicdo a HI ja é possivel constatar
danos nas células de Purkinje. Apés 30 horas de exposi¢do 90% das células
apresentam-se lesionadas (57). Ja foi visto também que a HI promove
alteracdes morfologicas, reducdo das ramificacdes dendriticas e ativacao de

caspases (figura 2) em neurdnios hipocampais e induz gliose reativa em ratos,

A

Figura 2 - Imunofluorescéncia demonstra auséncia de caspases ativas no
hipocampo de rato controle (A) e presenca em rato submetido a hipoxia
intermitente (B). Modificado de Aviles-Reyes et al. Ref 58.



demonstrada com grande expresséo da proteina S100B (58).

Ratos submetidos a HI sofrem mais apoptose na regido hipocampal CA1
e no cortex. Ativacdo glial, com grande marcacdo de GFAP na
imunohistoquimica, também foi vista no cortex dos animais (figura 3). Estas

modificacdes causadas pela HI foram associadas a déficits cognitivos (59).

f oo Ao D e
e eI e R
Figura 3 - Fotomicrografias de cortes corticais ilustrando a
imunoreatividade a Glial Fibrillary Acidic Protein em rato controle
(A) e rato exposto a hipdxia intermitente por 14 dias (B). A maior

presenca de GFAP, indica gliose. Modificado de Gozal et al. Ref 59.

O estresse oxidativo pode estar envolvido nas alteracées morfolégicas
encefalicas. Ratos expostos a HI apresentam aumento da peroxidacéo lipidica
e concentragdo cerebral de isoprostano. A acdo da pirrolopirimidina PNU-
101033-E, antioxidante potente, atenuou déficits de aprendizado de ratos e
reduziu a peroxidacao lipidica, bem como a concentracéo de isoprostano (60).

Ratos idosos, de 20 meses de idade, quando comparados a ratos
jovens, de trés meses, ambos expostos a HI, mostraram maior suscetibilidade
a apoptose. Diminuicdo da fosforilagdo do fator de transcricio CREB e mau
funcionamento da via ubiquinta-proteassoma causados pelo estresse oxidativo
da HI podem estar envolvidos (61). Isto vai de acordo com relatos de reducéo
da capacidade antioxidante de neurdnios velhos (62).

Camundongos modificados geneticamente, com expressdo exacerbada
de Cu, Zn-superoxido dismutase (SOD1) expostos a HI tiveram menor nivel de
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminuicdo da apoptose
neuronal no cértex quando comparados a controles normais submetidos a Hl
(63). Esses achados indicam associacao do estresse oxidativo causado pela Hl
com alteragdes encefélicas na AOS.
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4.5, Tratamento

O CPAP é o tratamento recomendado para a AOS. O uso adequado do
CPAP elimina a sonoléncia diurna excessiva, reduz a pressdo arterial e
melhora fun¢des neurocognitivas (64, 65). O controle do peso corporal, através
de cirurgia ou de mudanca de habitos de vida, também sado tratamentos da
AOS (66). Apo6s exames de imagem especificos, cirurgias como

uvulofaringopalatoplastia, tonsilectomia e cirurgia nasal sédo consideradas (67).

4.6. Aquaporinas

A AQP1 foi a primeira AQP a ser descoberta, durante pesquisa de
antigenos do grupo Rh. Um dos antigenos Rh foi isolado e foi visto que ele
tinha tamanho de 32-kDa (68, 69). O uso de corantes demonstrou a presenca
de outra proteina de 28-kDa. Primeiramente acreditou-se que se tratava de
parte da proteina de 32-kDa, mas o anticorpo especifico para a proteina de 28-
kDa ndo se ligou a proteina de 32-kDa. Posteriormente constatou-se que a
proteina de 28-kDa nédo estava relacionada com a de 32-kDa (70) e que tinha
varias propriedades fisicas semelhantes a canais de membrana. Como
resultado, a proteina de 28-kDa foi temporariamente nomeada CHIP28,
acronimo para channel-like integral protein of 28 kDa (71). Com base na sua
localizacdo nas células vermelhas, na borda em escova dos tdbulos renais
proximais, e no ramo descendente fino da alca de Henle, foi sugerido que a
CHIP28 era um canal de agua.

A expressao da CHIP28 no odcito de Xenopus laeviss levou a crer que
a proteina classificava-se como canal de agua. Odcitos ja foram usados para
expressar e estudar outras proteinas de transporte (72). Quando odcitos
expressando CHIP28 foram colocados em solucdo Barth modificada, eles
rapidamente incharam e explodiram. Odcitos controles ndo apresentaram
grande alteracdo de volume (figura 4) (73). Agre recebeu o premio Nobel de
Quimica por esta descoberta e prop6s 0 nome aquaporina para a familia de
canais de 4gua a medida que homdlogos da CHIP28 foram identificados (74).
O nome de CHIP28 foi mudado para AQP1.

Treze membros funcional e filogeneticamente diferentes da familia das
AQPs foram identificados em mamiferos (AQP0-AQP12). Com base nas

propriedades de permeabilidade de cada poro, a familia das AQPs € dividida
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em duas subfamilias, as aquaporinas, que s6 permitem que a agua penetre 0s
poros, e as aquagliceroporinas, que também séo permeaveis ao glicerol e

outros pequenos solutos neutros (75).

Figura 4 - Edema e ruptura do odcito de Xenopus expressando
AQP1 (direita) VS. Odcito controle (esquerda). Modificado de
Preston et al. Ref 73.

AQPs 0, 1, 2, 4, 5, 6 e 8 sdo aquaporinas, embora AQP6 e AQPS8 s6
pertencam a este grupo com base em sua sequéncia de aminoacidos, ja que a
AQP6 forma um canal de anion e a AQP8 é permeavel a uréia (76, 77). AQPs
3, 7, 9 e 10 sdo aquagliceroporinas. Os substratos especificos para as AQPs
11 e 12, classificadas como superaquaporinas ainda nao foram determinados
(78). A presencade AQPs ainda se da4 em plantas e bactérias (Figura 5).
Conhecida no passado como proteina intrinseca maior (em inglés, major
intrinsic protein; MIP), a AQPO é expressa nas células do cristalino do olho (79).

Muitos tecidos expressam a AQP1. No rim, a AQP1 é encontrada nas
células endoteliais da vasa recta, no tubulo proximal, e na porcdo fina
descendente da alca de Henle (70). Nos pulmdes, a AQP1 é expressa nas
células endoteliais dos capilares onde ocorre troca de gas. A AQP1 é
encontrada também no plexo cordide, onde esta envolvida na producdo do
liquido cefalorraquidiano (LCR) (80).

AQP2 é expressa no tubulo coletor e no ducto coletor do rim, onde se
encontra dentro de vesiculas. Em resposta a vasopressina, se dirige a
membrana plasmatica, aumentando a reabsorcdo da agua para o organismo
(81). A AQP3 é expressa no ducto coletor do rim, epitélio da via aérea,

glandulas secretoras e pele (82-85).
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A maioria dos estudos envolvendo a AQP4 aborda suas fungbes no
SNC, mas ela também é expressa no ducto coletor do rim (86). AQP5 é
expressa nas porc¢des exocrinas do pancreas, glandulas lacrimais e salivares,
no pulméo e no olho (83, 87). AQP6 € encontrada em vesiculas intracelulares
do epitélio renal, podendo estar envolvida em processos fisiolégicos como a

filtracdo glomerular (88).

AQPO
AQP2

AQP9

{ L AQPS Aguaporinas
mamiferos
34 AQPE
’ AQP1 %
r AQP4 %
T - AGP11 Superaguaporinas
AQP12 mamiferos
ACPS8
AQP10
AGE3 Aquagliceroporinas
| mamiferos

- AQP7

Figura 5 - Arvore filogenética das AQPs de estrutura atdmica conhecida. Modificado de Gonen e
Walz. Ref 115.

AQP7 é presente no tecido adiposo e esta envolvida no metabolismo de
lipidios. Camundongos sem AQP7 aumentam a gordura corporal e se tornam
resistentes a insulina (89). AQP8 é encontrada principalmente no trato
digestivo, em células pancreaticas e hepatoécitos. Nas células pancreaticas a
AQP8 pode ser encontrada na membrana ou no meio intracelular em vesiculas.
Nos hepatocitos a AQP8 € localizada no citoplasma e pode se fundir a
membrana por estimulagdo com AMPc (90, 91).

AQP9 é expressa no SNC, onde estd envolvida no metabolismo do
glicerol e na homeostase da 4gua. No figado faz a captacédo do glicerol para a
gliconeogénese durante o jejum (92). AQP10 € abundante no duodeno e no

jejuno, onde esta envolvida no transporte de agua (93).
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Mutacbes em AQPs levam a perda de funcdo. Diabetes insipidus
nefrogénico é causado por mutagbes na AQP2, porém a incidéncia dessa
doenca é de menos de um em 20 milhdes de nascimentos (94). Individuos que
nao apresentam AQP1l sdo fenotipicamente normais, mas apresentam
concentracdo urinaria alterada (95). Mutac6es na APQO do cristalino causam
catarata congénita (96).

AQP4 facilita a migracdo de astrécitos. Apds lesdo no cérebro,
camundongos AQP4 knockout tiveram células astrogliais positivas para a
proteina, marcadas fluorescentemente, injetadas a 3 mm da leséo. A presenca
do canal de &gua influenciou na mudanca do formato das células, promoveu
migracdo mais rapida e formacao de cicatriz glial no local da leséo (97). AQP3
facilita a migracdo de células do epitélio corneal e células epidermais. Apds
raspagem do epitélio corneal, camundongos AQP3 knockout tiveram a
reepitelizacdo mais lenta. A cicatrizacdo de lesbes na pele de camundongos
AQP3 knockout é mais lenta, devido a diminuicdo na proliferacdo de
queratindcitos (98, 99). AQP1 facilita a migracéo de células do tabulo proximal
na resposta a lesdes no tabulo proximal (100).

Os bloqueadores das AQPs sao utilizados para entender o papel das
dessas proteinas em diferentes condigées. AQP1 é sensivel & mercurio (73). O
bloqueio com HgCI, ocorre devido a modificacdo covalente de residuos de
cisteina dentro do poro de agua e em outras regides da proteina causando
obstrucdo do poro ou mudancas de conformacdo que inibem o transporte de
agua (101).

4.6.1. Transportes mediados pelas AQPs

AQPs e aquagliceroporinas sédo capazes de mediar diferentes tipos de
transporte. A primeira aquagliceroporina a ser clonada, AQP3, é permeavel ao
glicerol e agua (102). AQP7 e AQP10 transportam agua, glicerol, e uréia.
Quando expressos em odécitos de Xenopus (103, 104). AQP9 transporta agua,
glicerol, e uréia, mas também €& permeavel a varios solutos nos oécitos (105).

Gases também podem atravessar as AQPs. A AQP1 transporta CO, de
forma rapida em odcitos (106). Células vermelhas de camundongos sem AQP1
nao tiveram sua permeabilidade ao CO, afetada (107). Células vermelhas
humanas sem AQP1 perdem 60% de sua permeabilidade ao CO, (108). A
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AQP1 é permeavel ao NO e quando ela € bloqueada esta permeabilidade se
reduz em 71% (109). A AQP1 é expressa em células endoteliais e células de
musculo liso na parede de vasos, facilitando a acdo vasodilatadora do NO
(110).

AQPs 3, 9 e 10 de peixe zebra sédo capazes de mediar o transporte de
arsénio, gerando acumulo desse metal6ide em varios tecidos (111). A AQP8 foi
identificada como canal de transporte para peroxido de hidrogénio (112). A

permeabilidade a determinados tipos de anions foi atribuida a AQP6 (113).

4.6.2. Estrutura das AQPs

As AQPs séo tetrameros, onde cada mondémero funciona como poro
independente (figura 6) (114). Os mondémeros sdo formados por 269
aminoacidos, e constituidos de seis segmentos transmembranais e alcas de
ligagcdo com tamanho varidvel. Como resultado de duplicacdo génica antiga, 0s
mondmeros apresentam duas metades com pseudo-simetria (115). Com cada
metade contendo trés dominios transmembrana, as duas devem integrar a
membrana em orientacdes opostas, propriedade estrutural basica das AQPs.
Comecando no grupo amino-terminal, a primeira metade é formada pelos
segmentos 1, 2 e 3; e a segunda, pelos segmentos 4, 5 e 6 terminando com o

grupo carboxi-terminal (116).

Figura 6 - AQPs sdo tetrameros com 4 poros
intependentes (*). O mondmero é composto de duas
metades semelhantes que estdo estruturalmente
relacionadas. O eixo de simetria dessas metades é
representado pela linha tracejada. O quadrado
vermelho representa o eixo do tetramero.
Modificadode Murata et al. Ref 114.
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A estrutura transmembrana tem seis segmentos (1 a 6 na figura 7)
conectados por cinco algas (A a E na figura 7). A, C e E séo extracelulares, B e
D intracelulares. As duas alcas longas, B e E, se curvam e penetram a
bicamada lipidica (B proveniente do lado citosélico e E do extracelular) e se
ligam para formar um filtro de seletividade. O filtro de seletividade é formado
por um motif de trés aminoacidos nas alcas B e E, aspargina, prolina, e alanina
(NPA) (figura 7) (117).

Extracelular

c | Bicamada
NPA NPA lipidica
\ Metade 1 Intracelular
C

Figura 7 - A proteina possui duas metades com uma pseudosimetria. Cada uma tem trés
dominios transmembranais (1, 2, 3, na metyade 1; e 4, 5, 6, para a metade 2). Estes
dominios estdo unidos por cinco algas (A, B, C, D, E). As alcas B e E possuem 0s motivos
conservados aspargina, prolina, alanina [Asn-Pro-Ala, NPA]. O C préximo ao NPA
representa cisteina 189, sensivel ao bloqueio por compostos de merdurio.

A seletividade conferida por esses trés aminoacidos impede a entrada
de protons (Hs0%), mas mantém alta taxa de permeabilidade de agua. A
diferenca de concentragdo hidrogenionica entre o interior e o exterior da célula
€ a base para o sistema celular de armazenamento de energia. A arquitetura
dos canais (Figura 8) permite que somente moléculas de agua passem em fila

indiana, sendo que os motifs positivamente carregados, presentes no canal,
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repelem os ions H3O". Além disso, o campo eletrostatico local gerado pela
proteina muda de polaridade no meio do canal, o que obriga as moléculas de
agua a girar de modo que seus dipolos ficam orientados em direcdes diferentes
nas extremidades intra e extracelular do canal. Isso evita a formacdo de uma
cadeia continua de moléculas de agua conectadas por pontes de hidrogénio.
Isso impede a formagédo de um “fio de protons” que facilitaria a passagem de

prétons via mecanismo de Grotthuss (118).

Canal de agua

Membrana
celular

Membrana
celular

Figura 8 - Passagem de moléculas de agua através da AQP1.
Devido a carga positiva no centro do canal, ions carregados
positivamente como o H3O+ sdo defletidos. Isto evita o
vazamento de prétons pelo canal.

4.7. Aquaporinas no Sistema Nervoso Central

A agua se desloca continuamente entre os componentes do sistema
nervoso. Distlrbios na sua homeostase podem prejudicar funcbes em casos
onde a agua se acumula devido a doencas, isquemia, hemorragia ou
traumatismo. As AQPs estdo envolvidas nos mecanismos moleculares de
transporte de agua no encéfalo.

E possivel que estas proteinas participem na fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas. Os cérebros de pacientes com doenca de Alzheimer

apresentam edema, ruptura ou atrofia de alguns tipos celulares, incluindo
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astrocitos (119). Fatos como estes dao suporte a idéia de que o transporte de
agua e nutrientes esta alterado na doenca de Alzheimer. Camundongos com
depdsitos amildides em vasos sanguineos cerebrais, caracteristica comum na
doenca de Alzheimer, apresentam perda de canais de agua astrocitarios (120).

As principais AQPs encontradas no SNC sao as AQP1, 4 e 9. Essas
proteinas sdo expressas em diferentes tipos celulares e regulam a producéo e
remoc¢do do LCR, fluxo de agua através de compartimentos, manutencdo da
pressdo intracraniana e da barreira hematoencefalica (BHE), migracdo de
astrocitos (121, 122).

4.7.1. AQP1

A AQP1 é expressa principalmente na membrana apical do plexo
cordide, e esta envolvida na producdo de LCR. A producédo de LCR é de 20-
25% menor em camundongos que nao apresentam AQP1 (123). Outras
regides, como cerebelo, também podem expressar AQP1 (124).

O blogueio da AQP1 com HgCl, reduz o edema causado por leséo
cerebral traumética (125). Foi comprovada reducéo da expressao de AQP1 no
plexo cordide de ratos com hidrocefalia congénita. Acredita-se que a reducédo
da AQP1 seja parte do mecanismo adaptativo a hipertensdo endocraniana,
diminuindo a producéo de LCR (126). O mesmo parece ocorrer em humanos.
Segundo relato de caso em criangca de 15 meses com hiperplasia do plexo
cordide, condicdo que eleva a producdo de LCR, a marcacao
imunohistoquimica com anticorpos para AQP1 mostrou presenca diminuida de
imunoreatividade no plexo cordide (127).

Outras condi¢des reduzem os niveis de AQP1. Alteracdo da gravidade
por meio de centrifugacdo reduz os niveis de AQP1 no plexo corbide de ratos
(128). Tumores no sistema nervoso central modificam a expressao de AQP1.
Em biopsias de gliomas de pacientes, a expressdao da AQP1 é aumentada
(129). Tanto proteina como mMRNA de AQP1 quase ndo sédo detectaveis em
meduloblastomas pediatricos (130). O efeito da hipdxia regula a expressao do
MmRNA e da proteina AQP1 em diversos tecidos (131). A resposta dessa

proteina a hipoxia intermitente ndo é conhecida.
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4.7.2. AQP4

Localizada nas membranas da glia, principalmente das células
ependimais e astrocitos (132, 133), a AQP4 é o canal de agua mais presente
em todo o SNC (134) e constituinte essencial da BHE (135).

Anormalidades da AQP4 astrocitaria participam na fisiopatologia das
convulsdes, ja que possui papel na remocdo de K* (136). Camundongos sem
AQP4 apresentam aumento no limiar, mas também na duracédo de convulsfes
(137, 138).

Anticorpos presentes na neuromielite Optica se ligam a AQP4. Essa
ligacdo, de alguma maneira esta relacionada com lesdes desmielinizantes no
encéfalo e na medula (139, 140). Em 2004, Lennon e colaboradores
informaram a descoberta de anticorpo IgG, altamente especifico para pacientes
dom neuromielite éptica. O auto-anticorpo (NMO-IgG) auxilia na diferenciacéo
entre a neuromielite e a esclerose multipla. Este anticorpo reage contra o canal
de agua AQP4 que estd concentrado no pé dos astrocitos (141, 142).

A formacdo de tumores também é influenciada por modificacbes na
expressdo de AQP4. A expressdo aumentada da proteina € vista em tumores
de origem astrocitica e em meningiomas (143,144). Surpreendentemente,
estudo com camundongos knockout para AQP4 mostrou que a proliferacéo de
astrécitos é normal (145).

A AQP4 desempenha papel importante na formacao/resolucédo de
edema cerebral. Em modelos de edemas citotoxicos, camundongos knockout
para AQP4 foram protegidos contra os efeitos de acumulo de agua na
hiponatremia, inflamacéo, meningite, tumores. A intoxicacdo aguda com agua,
apos 30 minutos, ndo provoca alteracdo nos pés terminais dos astrocitos de
camundongos sem AQP4, enguanto animais com a proteina apresentam
edema na mesma localizagéo (figura 9) (146-148). A expressao exagerada da
AQP4 em camundongos transgénicos provoca acumulo de agua no cérebro
(149).
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Figura 9 - Eletromicrografia demonstrando edema
perivascular nos pés dos astrocitos de camundongos controles
(flechas brancas). Animais knockout para AQP4 néo
apresentam edema celular citotdxico (flechas pretas).

Em modelos de edema cerebral vasogénico, como a lesdo por
congelamento, camundongos AQP4 knockout apresentam abertura da BHE
que aumenta a presséao intracranial e do conteudo de agua do cérebro (figura
10) (13). AQP4 nédo foi estudada em modelos de hipoxia ou hipoxia

intermitente.
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—i—1 |
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Figura 10 — Lesdo por congelamento no cdrtex causa
rompimento da BHE demonstrado pelo azul de
Evans, e edema vasogénico. Modificado de
Papadopoulos et al. Ref 149.

4.7.3. AQP9

Além de permeavel a agua, a AQP9 o é a outros moléculas como lactato
e glicerol (151). AQP9 se encontra em células gliais, células endoteliais e
neurénios (152-155). Mitocéndrias de astrocitos e neurdnios dopaminérgicos
apresentam outra isoforma de AQP9 que estad associada a seletividade da
membrana mitocondrial interna (156).

A funcdo da AQP9 no encéfalo permanece inexplicada. A atividade

elétrica dos neurbnios catecolaminérgicos €é modificada quando as
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concentracdes de glicerol e lactato aumentam (157), sugerindo envolvimento
da AQP9 no metabolismo energético do encéfalo. Sua presenca facilitaria a
difusé@o de glicerol, substrato energético para o neurdnio (158).

A sindrome do desequilibrio da dialise, complicacdo da hemodialise,
caracterizada por sintomas neurologicos incluindo dor de cabeca,
desorientacdo, nausea, convulsdo e coma, ocorre aumento da expressao da
AQP9. Foi sugerido que a AQP9 poderia estar envolvida no edema cerebral
caracteristico dessa sindrome (159).

Foi demonstrado que a expressdao da AQP9 estd aumentada em
astrocitos durante a isquemia, mas que isto ndo se correlaciona com a
formacao de edema (160). Em modelo de edema cerebral infeccioso, porém, a

expressao da AQP9 aumenta no cérebro de ratos (12).

4.8. Aquaporinas e Pele

A AQP3 foi localizada pela primeira vez na epiderme e glandulas
sebéaceas de ratos (82). E classificada como aquagliceroporina e encontrada
em grande quantidade na epiderme humana, localizando-se nas membranas
dos queratindcitos (161).

Alteracbes na AQP3 podem estar relacionadas com a hidratacdo da
pele. A delecdo do gene da AQP3 reduz a hidratacdo do estrato corneo (162).
A hidratacdo do estrato corneo esta ligada a aparéncia da pele, ja que em
peles envelhecidas e em algumas doencas dermatolégicas ha reducdo na
hidratacdo do estrato corneo (163, 164). Foi visto que radiagdo UV diminui a
expressdo de AQP3, e reduz a permeabilidade de agua em queratinécitos
humanos (165). A figura 11 mostra a localizagdo da AQP3 na epiderme
humana e de camundongo.

A AQP3 estd envolvida na cicatrizagdo. A delecdo da AQP3 em
camundongos torna o processo de cicatrizacdo mais demorado, devido a baixa
taxa de proliferacdo e migracdo de queratindcitos. Acredita-se que isSso ocorra
devido a diminuicdo de captacéo de glicerol pela célula sem AQP3. O glicerol €
importante no metabolismo celular, ja que o glicerol-3-fosfato é intermediério na
producédo de ATP (166).
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Figura 11 — Imunolocalizacdo da AQP3 na epiderme de (a) humano e camundongo (b)
através de imunofluorescéncia indireta (verde). Na epiderme humana, a AQP3 é
encontrada no estrato basal e estrato espinhoso. Na epiderme de camundongo a AQP3
é somente encontrada no estrato basal.

O envolvimento da AQP3 nos canceres de pele é incerto. Foi
demonstrada maior resisténcia a formacdo de tumores de pele em ratos
knockout para AQP3 (167). Outro estudo mostra niveis reduzidos da proteina
em cancer de pele e em psoriase (168).

A AQPS5 esta presente nas glandulas sudoriparas, acredita-se que ela
esteja envolvida diretamente na producdo de suor (169). Foi constada
presenca exacerbada de AQP5 nas glandulas sudoriparas de paciente com
hiperidrose nas palmas das méos (170). AQP1 e AQP7 foram detectadas em

células endoteliais da derme e em adipdcitos, respectivamente (171, 172).

4.9. O sono e a pele

AlteracfGes cutdneas como a psoriase e a dermatite atépica, associadas
a funcionamento anormal da barreira epidérmica, podem ser desencadeadas
por situacbes de estresse (173, 174) ou por mecanismos imunes e
neuroendaocrinos (175). Privacdo e restricdo do sono se associam a alteracdes
na fungéo do sistema imune (176, 177).

Ratos privados de sono apresentam alteracdo da camada cornea da
epiderme. O estresse provocado pela insénia diminui a proliferacdo e prejudica
a diferenciacdo de células epidérmicas e diminui a densidade e tamanho dos
corneodesmossomas (178).

Dados sobre a privagdo de sono e cicatrizagdo sdo conflitantes. Em
ratos privados de sono e que sofreram queimaduras na pele, quando

comparados a controles, a cicatrizacdo é mais lenta. Estes animais apresentam
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menor numero de fibroblastos e menor revascularizacao (179) porém, biopsias
do dorso de ratos controles e de animais privados de sono por cinco dias nao
mostraram efeitos significativos na cicatrizacdo (180). O efeito de hipoxia ou
hipoxia intermitente sobre a pele e a AQP3 ndo esta descrito na literatura

acessada.
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5. Objetivos

5.1. Gerais

Avaliar alteracfes induzidas por 35 dias de hipoxia intermitente no tecido

nervoso e dérmico de camundongos.

5.2. Especificos

1.

Determinar os niveis de AQP1 no cerebelo e de AQP1 e AQP3 no
hipocampo de camundongos expostos a 35 dias de hipoxia intermitente
ou simulada;

Determinar os niveis de AQP4, AQP9 e HIF-1a no estriado e no coOrtex
frontal expostos a 35 dias de hipoxia intermitente ou simulada,;

Avaliar danos celulares no hipocampo e cerebelo de camundongos
expostos a 35 dias de hipdxia intermitente ou simulada, através de
imunohistoquimica e hematoxilina-eosina;

Verificar alteracdo no contetdo de agua dos encéfalos de camundongos
expostos a 35 dias de hipdxia intermitente ou simulada;

Determinar os niveis de AQP3 na pele de camundongos expostos a 35

dias de hipdxia intermitente ou simulada;
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ABSTRACT

Rationale: Fluid displacement may be implicated in sleep apnea pathogenesis
and in the associated morphological and functional brain alterations.

Objective: To test the hypothesis that isocapnic intermittent hypoxia alters the
expression of water channel proteins.

Methods: Fifty-two C57/bl mice were exposed during 35 days to 30-sec of
progressive hypoxia to F|O, 7+1%, followed by 30 sec of normoxia during eight
hours/day, or to sham intermittent hypoxia.

Measurements: Brain water content, Aquaporin-1, Aquaporin-3, Aquaporin-4,
Aquaporin-9, and hypoxia inducible factor 1-alpha were measured. Staining with
hematoxylin-eosin and immunohistochemistry were performed.

Results: Hypoxia inducible factor was higher in the frontal cortex of the hypoxia
group than in the sham-hypoxia group, confirming effective exposure. The brain
wet weight and brain water content were higher in the hypoxia group. Cerebellar
Aquaporin-1 levels were lower in the hypoxia group. Aquaporin-3 levels in
hippocampus and skin were similar in both groups. Aquaporin-4 expression in
the frontal cortex was higher in the hypoxia group. Aquaporin-9 expression was
greater in the cortex and striatum of the hypoxia group. Death rate of Purkinje
cells in the hypoxia group was 88%. Stronger immunoreactivity to S100B was
detected in the hypoxia group in areas of extensive gliosis.

Conclusions: Chronic intermittent hypoxia simulating sleep apnea alters the
concentration of aquaporins. Water channel proteins are possibly implicated in
the observed brain edema and cellular damage to brain structures. These

findings are potentially relevant to the mechanisms of obstructive sleep apnea.
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) leads to intermittent hypoxia (IH) (1). IH
is a recognized cause of vascular disease and stroke (2-4). OSA causes
morphological (5), biochemical (6), and functional brain alterations (7). Animal
models using IH to simulate OSA are often employed to assess potential brain
damage. For instance, 30 hours of IH causes the death of 90% of Purkinje cells
(8).

Aquaporins are water channel proteins involved in the water transport
across the cellular membrane (9). Aquaporin-1, Aguaporin-4 and Aquaporin-9
are involved in brain edema (10-12). Aquaporin-3 has been identified in several
tissues, including the brain (13).

Aquaporin-1 is mainly expressed in the choroid plexus where it is
involved with cerebrospinal fluid (CSF) production (14), although it was found in
other locations, like the cerebellum (15). Aquaporin-3 is abundant in the skin,
where it plays a role in hydration, regulation of keratinocytes activity, and in the
metabolism of lipids (16, 17). Hypoxia and OSA may affect the skin physiology
(18, 19). Brain ischemia increases Aquaporin-3 levels. The response of
Aquaporin-3 in brain tissue to hypoxia and to isocapnica intermittent hypoxia
(IIH) has been insufficiently explored. Aquaporin-4 is localized mainly in
astrocytes and ependymal cells (20, 21). It is the most abundant aquaporin in
the central nervous system (CNS) and an essential component of blood brain
barrier (BBB) (22, 23). Aquaporin-9 is present in neurons and glial cells (24, 25).
It has an isoform localized in the mitochondria of dopaminergic neurons and

astrocytes (26).
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The response of aquaporins in brain tissue to intermittent hypoxia and
brain edema formation has been insufficiently explored. The literature on
aquaporins and OSA is limited to a study of the excretion of Aquaporin-2 in the
urine (27).

Considering the potential importance of water transport in the causation
(28) and in the consequences of OSA, implications of aquaporins in OSA
mechanisms deserve further investigation. The present study aims to test the
hypothesis that the effects of IIH on brain cellular damage and water content
involve water channel proteins. We studied Aquaporin-1, Aquaporin-3,
Aquaporin-4, and Aquaporin-9 in relation to brain edema and damage to

Purkinje cells and to neurons from dentate gyrus.
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METHODS

Two-month-old male C57bl mice were exposed to IIH or to sham
intermittent hypoxia (SIH) during 35 days. The animals were housed under
temperatures ranging between 22.5 - 24.5°C and received ad libitum standard
mice chow and water. The protocol was approved by the institutional Ethics
Committee.

The 1IH system was described in detail before (29). In brief, during five
weeks, 7 days per week, 8 hours a day, from 9 AM to 5 PM, in the lights on
period, the animals were placed in the system. A mixture with 92% nitrogen and
8% CO, was released in the hypoxia chamber, during 30 seconds, reducing the
oxygen fraction to 7£1% and increasing the CO, fraction to 5+1%. After that,
room air was insufflated in the chamber during 30 seconds. The exposure was
equivalent to an apnea index of 60 per hour. The SIH group remained in an
adjacent cage and underwent the same fan activity as the IIH group. No gas
mixture entered the cage during the hypoxia cycle.

The animals were anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg) intraperitoneally. After deep anesthesia was confirmed, the
brains were rapidly dissected. The cerebella, hippocampi, cortices, striata and
skins samples of twenty-three mice (11 IIH and 12 SIH) were dissected for
aquaporins analyses. Sixteen mice (8 IIH and 8 SIH) had the brains removed
and fixed to be stained with hematoxylin-eosin and marked with antibodies
against S100B and GFAP.

Twelve mice (6 IIH and 6 SIH) had the brains kept intact for water

content determination. These brains were weighted while wet, placed in an
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oven at 95°C during 48 hours and re-weighted after dry. Water content was
calculated as [(wet weight — dry weight)/wet weight] x 100.

Tissues were homogenized as described before (30). Homogenates
were used to determine hippocampal levels of Aquaporin-1 and Aquaporin-3,
and skin levels of Aquaporin-3 by ELISA test (CUSABIO, Wuhan, China).
Aquaporin-1 levels were also measured in a cerebellum homogenate. Western
blotting was performed using Aquaporin-4, Aquaporin-9 and HIF-1a antibodies
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) to determine their levels.
The method was described previously (25).

The brains were removed and placed overnight in 10% formalin at 4°C.
Sagital 10um thick brain sections were cut and stained with HE.
Immunohistochemical staining with antibodies specific for S100B (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and GFAP (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) were performed in the cerebella. The following
pathological features were distinguished: cariolisis, gliosis, picnosis, and
cariorrexis. Cells, in a total of ten sections per slide, were counted in the
cerebellum and dentate gyrus to compute the percentage of damaged cells in
relation to intact neurons.

Statistical analysis

The results in figures are expressed as mean and one standard error of
mean. SPSS v16 was used for all statistical analyses (SPSS Chicago, IL, USA).
To compare the differences between two means we used the Student’s t-test for
independent samples and between two proportions, the chi-square test. Results

with probability of alpha error < 5% were considered significant.
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RESULTS

Data on Aquaporin-1 and Aquaporin-3 are shown in Figure 1. Significant
difference was observed in Aquaporin-1 levels in the cerebellum between IIH
and SIH groups. The hippocampi and skin samples of both groups presented
similar Aquaporin-3 levels.

Striata and cortices from IIH group presented higher levels of Aquaporin-
4 and Aquaporin-9. HIF-1a was measured in the frontal cortex and hypoxia
exposure was confirmed with higher levels IIH animals. (Figure 2)

Data about lesions in Purkinje cells and neurons from dentate gyrus are
presented in Ffigures 3. Overall, the IIH group had the double rate of
hippocampal neurons damage. In the IIH group, Purkinje cellular death was
also superior when compared to the SIH group. In Figure 4 we see the lesions
caused by IIH on neurons from dentate gyrus. Lesions such as cariorrexis and
picnosis are observed in the Purkinje cells from IIH group (Figure 5.A).

The staining with GFAP and S100B showed that IIH group displayed
stronger immunoreactivity in the cerebellum, confirming the reactive gliosis and
neuronal damage caused by IIH. The IIH group presented astrocytes with
hypertrophic cell bodies (Figure 5.C). S100B staining in the cerebellum is
compared between the two groups in Figures 5.E and 5.F, where we can see
strong positivity in the Purkinje cells of 1IH group.

The data on brain weight and water content are presented in Figure 6.
IIH mice had higher wet weight and lower dry weight than the SIH mice.

Consequently, the calculated brain water content was higher in IIH animals.
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DISCUSSION

A model of severe OSA, with 60 cycles of hypoxia per hour to a nadir
of 7%, eight hours a day, during 35 days, was utilized to investigate the role
water-channel proteins on encephalic consequences of OSA. Neuronal damage
and reactive gliosis were the main outcomes.

The role of the aquaporins in these outcomes can only be inferred since
interventions that would allow studying mechanisms — such as aquaporin
blocking or aquaporin knockout-mice — were not employed in this preliminary
investigation. When the investigation was undertaken, the behavior of the
channel proteins on IIH was unknown. For instance, the lack of response of
Aquaporin-3 could not be anticipated. The blocking agents are relatively specific
and could have helped understanding the aquaporin-hypoxia relationship. The
present results will serve as a guideline for future research. Although there are
some studies and hypotheses indicating that a disturbed sleep can affect the
skin (31, 32), the Aquaporin-3 levels in IIH group and SIH group were practically
the same.

The reduction in cerebellar Aquaporin-1 levels may result from an
adaptive mechanism. Higher intracranial pressure seems to reduce Aquaporin-1
expression. In a case report of a patient with choroid plexus hyperplasia,
leading to an exaggerated production of CSF, immunohistochemistry revealed a
weaker reactivity of Aquaporin-1 when compared with normal choroid plexuses
(33). Aquaporin-1 levels are reduced also in the choroid plexuses of postnatal
hydrocephalic animals (34). The present findings contrast with studies that

showed hypoxia increasing Aquaporin-1 levels (35).
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Brains of rats after permanent ischemia show significantly higher
Aquaporin-3 levels than controls (13). In the present study, the levels of
Aquaporin-3 in the hippocampi are similar in the IIH and SIH groups. Because
Aquaporin-3 is intensely expressed in the skin, we performed ELISA analysis of
this protein in skin homogenates. The concentrations were 57 pg/ml in hypoxia
and sham groups.

A higher level of Aquaporin-4 was detected in the striata and cortices of
the IIH group. This may be related with increased brain water content in the
same group. Exaggerated expression of Aquaporin-4 in transgenic mice was
associated with brain edema formation (36). In models of cytotoxic brain
edema, Aquaporin-4 knockout mice are resistant to edema formation by
ischemic stroke and pneumococcal meningitis (37, 38).

Aquaporin-9 levels were superior in the striata and cortices from hypoxic
animals. Strong positive correlations among the brain water content, the
disruption of the blood-brain barrier and the enhanced expressions of
Aquaporin-9 mRNA was found in an infectious rat brain edema model (12).
Contradicting our findings, Aquaporin-9 was not found to be correlated with
brain swelling after transient cerebral ischemia in mice (39).

[IH in the present study increased wet weight and brain water content.
This is in agreement with the report that HIF-1a is involved in brain edema
formation and blood brain barrier disruption in association with Aquaporin-4
(40). Closed head injury in rats leads to a significant increase in gene
expression of HIF-1la, Aquaporin-4 and Aquaporin-9. When HIF-1a is
pharmacologically inhibited, Aquaporins levels are reduced (41). We also found

increased levels of HIF-1a following enhanced expression of Aquaporins.
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One possibility suggested by our data is that brain edema may occur in
OSA patients. This would be supported by reports of changes in brain imaging
of OSA patients (42). To the best of our knowledge, no clear evidence of brain
edema in OSA patients has been reported. The increase of 4% in brain water
content here observed may be difficult to detect by usual imaging methods.
Additionally, edema is rapidly reversible and would be necessary to study
patients immediately after awakening from episodes of severe hypoxia to
document edematous brain images.

One can speculate that water channel proteins may be involved in the
rostral fluid displacement observed during recumbence. Most studies found a
correlation between overnight fluid shift to the neck and OSA severity (28). This
influence on OSA severity is controversial. A significant rostral fluid shift was
observed in both OSA and non-OSA subjects, which was not associated with
worsening of OSA (43). If IH increases the expression of Aquaporin-4 and
Aquaporin-9 in tissues other than the brain, this could explain the progression of
OSA, in a vicious cycle with more IH leading to more edema.

We confirmed previous results of a damaging effect of IH on cerebellar
cells (44). Study in mice showed degeneration of 90% of the Purkinje cells
similar to the present data (8). Patients with OSA display reduction of grey
matter in the cerebellum (45) which may be involved in the already described
motor dysfunction and cognitive impairment of these patients (46).

S100B and GFAP staining was performed in the cerebellum for it being
the structure with higher damage rate. Increased immunoreactivity of GFAP is a
sensitive indicator of reactive gliosis and neuronal injury (47, 48). Hypoxic

animals presented extensive glial proliferation. Gozal and colleagues reported
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glial activation, indicated by increased presence of GFAP in the cortex of rats
exposed to intermittent hypoxia (49).

Purkinje cells of hypoxic animals presented increased immunoreactivity
to S100B. Presence of S100B positive Purkinje cells in mice after yessotoxin
administration was associated with cytoskeleton disassembly (50). In
nanomolar concentrations S100B is related with neurite development and
neuronal survival during development and after injury. In micromolar
concentrations, S100B may lead to neuronal death (51). Overexpression of
S100B also enhances brain damage after permanent focal ischemia, probably
due proinflammatory events associated with accelerated glial activation (52).

We have reported increased serum S100B in patients with OSA (53) and
in individuals with morbid obesity (54). Because the neuron-specific enolase
(NSE) levels, indicator of neuronal death, were similar to controls in both
groups, the high S100B was interpreted as indicative of successful neuron
protection by the astrocytes. Vis-a-vis the present results, the high S100B levels
may need to be reinterpreted. The high serum levels of S100B in OSA patients
may indicate, alternatively, the presence of gliosis.

In conclusion, IIH can lead to brain edema, reduction of cerebellar
Aquaporin-1 levels and higher levels of Aquaporin-4 and Aquaporin-9 in cortices
and striata. IIH causes reactive gliosis and irreversible lesions in Purkinje and
dentate gyrus neurons. The relevance of these findings needs to be explored in

further detail.
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Figure 1. Aquaporin-3 and Aquaporin-1 levels measured by ELISA test. Aquaporin-3 presented similar
levels in hippocampus and skin of SIH and IIH groups. Aquaporin-1 levels were significantly lower in
the cerebella of IIH group. Aquaporin-1 levels in the hippocampus of both groups were not different

statistically. Data are presented as means and + SE.
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Figure 2. Expression of Aquaporina-4 and Aquaporin-9 in the frontal cortex and striatum of SIH and I1H animals. (A)
Densitometry of Aquaporin-9 and Aquaporin-4 normalized to beta-actin in striatum of both groups. (B) Western blots
for Aquaporin-9 and Aquaporin-4 normalized to beta-actin in frontal cortex of both groups. (C) Densitometry of
Aquaporin-9, Aquaporin- 4 and HIF-1a in the frontal cortex of SIH and IIH animals. (D) Western blots for
Aquaporin-9, Aquaporin- 4 and HIF-1a normalized to beta-actin in frontal cortex. Data are presented as means and +

SE.
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Figure 3. Percentage of damaged Purkinje cells and
hippocampal neurons in response to IIH and SIH (number of
damaged cells/number of damaged and normal cells x100).
Cells were counted in a total of ten sections per slide, in the
cerebellum and dentate gyrus. Data are presented as means and
+ SE.

Figure 4. Morphological changes representing damage in
neurons of dentate gyrus IIH exposure. (A) 1IH promoted a
reduction in number of neurons (bracket) when compared
with SIH group. Arrows show damaged cells. (B) SIH
neurons exhibited homogeneity in color and shape (arrows).
A bigger layer of cells is present. (bracket).
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Figure 5. (A) IlH-associated damage to Purkinje cells.
Picnosis and cariorrexis were distinctive features of the cells
(arrows). (B) Purkinje cells of SIH group presented normal
color and shape (arrows). (C) GFAP immunostaining showing
the astrocytic morphology in cerebellum after 1IH exposure.
Distinctive features of reactive gliosis in I1H exposed animals:
increased astroglial cell area with increased cell body size and
enlarged projections (arrow). (D) SIH group astrocytes
(arrow). (E) S100B immunostaining showing the expression of
the glial soluble factor S100B inside Purkinje cells (arrow). (F)
Purkinje cells from the sham hypoxia group present weaker
S$100B immunostaining.

64



0.800
06001  p=0.003
C)
2
=
2
2 0.400
c
<
@
0.200+ P= <0.001
0.460 | 0.474 0.106 | 0.096
0
Wet weight Dry weight
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brain water content was greater in the I1H group. Data are presented as means and + SE.
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8. Consideracdes Gerais

De acordo com nossos objetivos, os achados sinalizam que:

e Observou-se diminuicdo dos niveis de aquaporina 1 no cerebelo de
camundongos exposto por 35 dias a hipoxia intermitente simulando
apneia do sono. Até entdo a influencia da apneia do sono na expressao
de aquaporinas no encéfalo ndo havia sido estudada.

e Os niveis de aquaporina 4 e aquaporina 9 apresentaram variagcdes no
estriado e cortex frontal de camundongos expostos por 35 dias a hipdxia
intermitente, sendo que o0s niveis de aquaporina 9 eram maiores nas
duas estruturas, enquanto os niveis de aquaporina 4 foram maiores
apenas no cortex frontal. Como era de se esperar, o HIF-1a apresentou-
se elevado nos animais do grupo hipdxia.

¢ A hipdxia intermitente causou danos celulares irreversiveis em neurdnios
do hipocampo e do cerebelo, algo ja demonstrado anteriormente. Além
das lesbes neuronais, a gliose reativa foi vista no cerebelo.

¢ Os animais do grupo hipéxia apresentaram maior contetdo de 4gua no
cérebro. As alteracfes cerebrais sdo caracteristicas da apneia do sono,
porém pouca informacao havia disponivel sobre a formacdo de edema
cerebral.

e Embora existam relatos de que o estresse causado pela privacdo de
sono possa afetar a pele, os niveis de aquaporina 3, proteina
relacionada com a hidratagcéo e integridade da pele nao diferiram nos

dois grupos.

Os achados acima precisam ser confirmados em pesquisas futuras, mas
aumentam o conhecimento sobre a relagéo entre a apneia obstrutiva do sono,
hipoxia, aquaporinas e alteracdes encefélicas. As alteracdes das aquaporinas
apo0s exposicdo a hipdéxia intermitente indicam possivel papel nas

consequéncias da apneia do sono, que devem continuar sendo exploradas.
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