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Imaginar que um sono pde remate aos sofrimentos do coragdo e aos golpes infinitos
que constituem a natural heranca da carne, é solucdo para almejar-se. Morrer...,
dormir... dormir... Talvez sonhar... E ai que bate o ponto. O ndo sabermos que sonhos
podera trazer o sono da morte, quando alfim desenrolarmos toda a meada mortal,

pde suspensos.

Willian Shakespeare, Hamlet, 1603
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACS - apneia central do sono

ACTH — horménio adrenocorticotréfico pituitario

AH — apneia-hipopneias

AQOS — apneia obstrutiva do sono

CPAP — Continuous Positive Airway Pressure (Pressdo Aérea Positiva Continua)

DEXA — Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (Absortometria por Dupla Emissao de
Raios-X)

DRER - Despertares Relacionados aos Esfor¢cos Respiratérios

FiO, — Fracdo inspiratoria de oxigénio

BE_FDG — ®Fluorine-Fluorodeoxyglucose

Eixo HPA — Eixo Hipotalamico-Pituitaria-Adrenal

IAH — indice de apneia-hipopneia

MRNA — messenger ribonucleic acid (RNA mensageiro)

PET — positron emission tomography (tomografia por emissao de pdsitrons)

RERAs — respiratory effort-related arousals (despertares relacionados ao esforco
respiratorio)

Sono NREM - non-rapid eye movement (sono sem movimentos rapido dos olhos)
Sono REM - rapid eye movement (sono com movimentos rapido dos olhos)
SaO, — dessaturacdo arterial de oxigénio

SAOS - sindrome da apneia obstrutiva do sono

TAM - tecido adiposo marrom

TC — tomografia computadorizada

UCP-1 — uncoupling protein-1 (proteina desacopladora-1)



TABELAS E FIGURAS DA REVISAO DE LITERATURA:

Figura 1 — Obstrucdo parcial e completa da via aérea superior durante o sono,

resultando em hipopneia (A) e apneia (B) respectivamente. Adaptada referéncia 18.

Figura 2 — llustracdo do esforgo ventilatério téraco-abdominal e auséncia de fluxo
aéreo no tracado de polissonografia.

Figura 3 — Critérios diagnosticos para SAOS.

Figura 4 — Distribuicdo em 24 horas de sono de ondas lentas (SOL), vigilia, sono
NREM, sono REM em camundongos C57BL/6 e em ratos Sprague-Dawley avaliados
em ciclo de 12hs de claro e 12hs de escuro. Registro do padréo polifasico sono-vigilia
(tipicamente para todos os primatas ndo humanos) e o curto ciclo de sono NREM-REM
de 12 a 15 minutos que séo tipicos de pequenos roedores. Adaptada referéncia 30.

Figura 5 — Imagem sagital, de individuo normal e com AOS, analisada por ressonancia
magnética. A: individuo normal e destacadas as regides da VAS. B: individuo com AOS
grave com destaque para os tecidos moles. Observa-se que o paciente com AOS
apresenta as regides da VAS mais estreitas, como a retropalatal e retroglossal, assim
como o palato mole, a lingua e a gordura subcutanea sdo maiores. Adaptada referéncia
54,

Figura 6: Esquema do modelo mecanico do espaco aéreo faringeo. P tecido = pressao

tecidual em torno da via colapsavel. Adaptada referéncia 55.

Figura 7: Evolucdo do peso corporal de camundongos obeso (ob/ob) e controle aos 21
dias (A) e aos 10 meses (B) de idade. Adaptada referéncia 100.

Figura 8 — Resumo dos fatores mais importantes e estados de doenga que levam ao
aumento ou a diminuicdo da regulacdo da adiponectina no tecido adiposo. Adaptada
referéncia 132.



Figura 9 — Perspectiva termodindmica do gasto energético (A); Termogénese adaptativa

induzida pelo frio (B). Adaptada referéncia 171.

Figura 10 — Resultados do PET-TC em nove dos 24 individuos mostram variacao
fisiologica da captagdo e distribuicdo de 18F-FDG no TAM. A: individuos magros, com
0s mais altos niveis de atividade do TAM (>500kBq); B: individuos magros, com niveis
medianos de atividade; C: individuos obesos ou com sobrepeso com niveis mais baixos
de atividade do TAM (<100kBq). A regido supraclavicular tem a maior quantidade de
TAM. Adaptada referéncia 6.

Figura 11 — Associacdo de PET-TC revela os padrées de absorcdo de *|F-FDG no
mesmo individuo magro em exposi¢cdo ao frio e em termoneutralidade. Adaptada

referéncia 6.

Figura 12 — Amostra corada com hematoxilina e eosina (Painel A) identifica o
citoplasma granular contendo mitocondrias e varias vacuolos de gordura, que sdo
caracteristicas do TAM, e um unico vacuolo lipidico grande em cada célula de gordura
branca. Uso de imunofluorescéncia com anticorpo para a UCP-1 (Painel B) mostra
imunomarcacao positiva para UCP-1 (verde) em TAM, mas ndo no tecido adiposo

branco. Adaptada referéncia 6.

Figura 13 — Quantidade e a atividade do tecido adiposo marrom em regides de
interesse, demarcadas com contorno vermelho nas imagens obtidas por PET (A), TC
(B), e a combinacdo de PET-TC (C), que incluiu a regido cervical, supraclavicular, e

mediastino superior. Adaptada referéncia 184.

Figura 14 — Imagem dos 15 individuos com obesidade morbida avaliada por PET. Trés
individuos do sexo feminino indicam aumento da atividade do TAM na area

supraclavicular, marcados por retangulo vermelho. Adaptada referéncia 185.

Figura 15 — Combinacdo de PET-TC mostra a captacdo de ®F-FDG no TAM
supraclavicular. Individuo com obesidade mérbida com maior atividade do TAM.

Adaptada referéncia 185.
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Figura 16 — Distribuicdo do TAM e a relagdo com grau de adiposidade. Adaptada

referéncia 186.
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TABELAS E FIGURAS DO ARTIGO EM INGLES:

Table 1 — Means and standard deviations of body weight, food intake, and weight of

tissues in the studied groups of mice.

Figure 1 — Histological features of BAT and WAT. Interescapular BAT (A) and
epididymal WAT (B) of mice submitted to isocapnic intermittent hypoxia and sham
intermittent hypoxia were stained with hematoxylin and eosin. BAT: brown adipose

tissue; WAT: white adipose tissue.

Figure 2 — Means and one standard error mean of studied variables by groups: A-
Leptin levels showed no significant difference between groups; B- Adiponectin levels
were significantly lower on the hypoxia group, compared with sham group; C: Cortisol
levels showed no significant difference between groups. Box-plot of UCP-1 mRNA
expression, in which the horizontal lines illustrate the 25th, 50th, and 75th percentiles
and the error bars represent the 10th and 90th percentiles: D- In the hypoxia group
expression of UCP-1 was strongly suppressed. The P values for multiple comparisons

were calculated by the Mann-Whitney test.
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RESUMO

Objetivo: Testar a hipdtese de que a perda de peso no modelo de hipoxia intermitente
isocapnica (hipoxia) de apneia do sono altera a fisiologia do tecido adiposo branco e
marrom, particularmente, leptina, adiponectina e proteina desacopladora 1 (UCP-1).
Desenho e Intervengdo: Camundongos Balb/c foram expostos a hipdxia intermitente
ou a hipoxia intermitente simulada. Durante oito horas por dia, o sistema de hipdxia
alterna 30 segundos de inalacdo de O, a 9%=1, com 30 segundos de normdxia (O, a
21%).

AvaliacOes e Resultados: Apos 37 dias, o tecido adiposo marrom (TAM) dissecado e
imediatamente congelado. A expressao do mMRNA da proteina desacopladora 1 (UCP-1)
do TAM foi mensurada por PCR em tempo real. Os niveis séricos de adiponectina,
leptina e cortisol foram quantificados por ELISA. O grupo hipdxia consumiu
significativamente menos racdo comparado ao grupo hipoxia simulada e ganhou
significativamente menos peso corporal. Observacdo microscépica e mensuracdo do
tamanho celular demonstraram diminuicdo significativa no tamanho dos adipécitos
branco e marrom. Os niveis de leptina e cortisol ndo sofreram alteracdes significativas
entre os grupos. No grupo hipdxia os niveis de adiponectina foram significativamente
menores (84,33+6.2 pg/mL) comparado ao grupo simulada (116,85+12 pg/mL; P=0,02).
Mediana da expressdo do mRNA da UCP-1 nos grupos hipdxia e simulada foram
respectivamente, 0,0007 [0,0002-0,66] e 1,33 [0,49-11,94] (P=0,006).

Conclusdo: Modelo de hipdxia intermitente de apneia do sono reduz a ingestdo
alimentar, o ganho de peso, os niveis de adiponectina e as expressdao do mRNA da UCP-
1. Estes resultados originais estdo em contraste com o aumento da propensdo para a
obesidade em pacientes com apneia e gera a hipotese do papel da hipdxia intermitente
na supressao da atividade do BAT observado em individuos com obesidade.
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INTRODUCAO

Estudos anteriores de nosso grupo investigaram em roedores a influéncia do
modelo de apneia do sono por hipoxia intermitente, no peso corporal, no tecido adiposo
marrom (TAM)*, na concentracdo de proteina total do TAM? e no estresse oxidativo®.

Embora a apneia do sono esteja associada a obesidade, a hipoxia intermitente
causa perda de peso nos roedores a ela submetidos. Esse comportamento paradoxal
nunca foi investigado em suas causas.

Apneia do sono tem graves consequéncias e, por sua elevada prevaléncia®,
representa problema de satde plblica.’ Ligar os mecanismos da hipéxia intermitente
aos da obesidade pode auxiliar nos métodos de tratamento de ambos os problemas. O
tratamento da obesidade ndo conta com estratégias eficazes. O entendimento da
fisiologia do TAM foi considerado alvo para a abordagem da obesidade.”

A reducdo na expressdo da principal proteina do TAM foi observada neste
estudo. Isso pode representar passo adicional na compreensdo do complexo obesidade-

apneia-hipoxia.
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REFERENCIAL TEORICO

SONO

O sono consiste num estado ativo e complexo. Sua ocorréncia envolve diferentes
fendmenos comportamentais, bioquimicos e eletrofisiolégicos.”®

O sono humano normal é composto por dois estados.” Segundo o Manual de
Estagiamento do Sono publicado no ano de 2007 pela American Academy of Sleep
Medicine™ estagia-se 0 sono como: sono REM (rapid eye movement), caracterizado
pela presenca de ondas dessincronizadas no eletroencefalograma, presenca de
movimentos oculares rapidos, os muasculos estdo atdnicos e 0 sonho esta presente; sono
NREM (non-rapid eye movement) estd associado com a presenca de ondas
sincronizadas corticais, com atividade psicoldégica minima pelo eletroencefalograma e
baixo tdnus muscular. O sono NREM é subdividido em trés estagios definidos que se
situa desde o sono mais superficial até o mais profundo: estagio N1, N2 e N3.1° Os
termos sincronizados e dessincronizados referem-se a presenca ou a auséncia de
descargas conjuntas entre neurdnios do cortex cerebral.™

O ciclo completo do sono se repete de quatro a cinco vezes por noite com
duracdo aproximada de 90 a 110 minutos e é alternado ciclicamente pelos trés estagios
do sono NREM (75 a 80% do sono) seguido do nosso REM (20 a 25% do sono).

O registro do sono através da polissonografia é considerado padrdo aureo para
diagnostico de transtornos do sono. O exame consiste na monitorizagdo continua do
sono do paciente no decorrer de uma noite inteira, realizado no horario habitual, em
torno, das 23 horas as 7 horas, em ambiente assistido em laboratorio do sono. Trés
parametros fisioldgicos sdo utilizados para definir os estagios do sono pela
polissonografia: o eletroencefalograma (atividade cerebral/estadiamento do sono), o
eletrooculograma (movimentos oculares horizontais e verticais) e o eletromiograma
(tdnus muscular; movimento de pernas, bracos e masseteres).’? Sao utilizadas outras
caracteristicas como aspectos cardio-respiratorios (eletrocardiograma, fluxo aéreo,
esforgo toraco-abdominal e oximetria). Os dados de fluxo aéreo e movimentos toracicos
e abdominais, junto com a saturacdo de oxigénio, revelam o desempenho respiratorio e

guantificam o numero de apneias e hipopneias durante o sono.
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A macroestrutura do sono pode ser avaliada pelo tempo total no leito, tempo
total de sono, eficiéncia do sono, laténcia ao sono NREM e REM, troca de estagios e
numeros de movimentos corporeos.

Obter clara apreciacao das caracteristicas normais do sono fornece base solida e
padronizada para o entendimento das condi¢des clinicas e na interpretacdo de certas

consequéncias dos transtornos do sono, onde as caracteristicas normais estéo alteradas.

TRANSTORNOS DO SONO

A publicacdo da Diagnostic Classification of Sleep and Arousal Disorder™ pela
Association of Sleep Disorders, em 1979, anunciou o surgimento da disciplina da
medicina do sono. Isto foi seguido pela The International Classification of Sleep
Disorders (ICSD), publicado em 1990. Em 1997 foi revista (ICSD-R)™, e em 2005 foi
lancada a segunda edicdo (ICSD-2)". Esta classificacdo é utilizada para diagndstico
primario, epidemioldgico e de codificagdo para especialistas e pesquisadores da area do
sono e da medicina do sono.

A ICDS-2 classifica os transtornos do sono em oito grandes categorias: insonia,
transtornos respiratorios relacionados ao sono, hipersonias de origem central,
transtornos do sono relacionados ao ritmo circadiano, parassonias, transtorno de
movimento relacionado ao sono, sintomas isolados, variantes normais e outros

transtornos do sono.

APNEIAS E HIPOPNEIAS

Dentro do espectro de possiveis perturbages do sono, as mais facilmente
identificaveis sdo as apneias e hipopneias (AH) do sono que se enquadram nos
transtornos respiratorios do sono. A apneia (Figura 1A) é definida como a interrupcéao
completa do fluxo aéreo para os pulmdes por pelo menos 10 segundos e hipopneia
(Figura 1B) como a reducdo de 50% do fluxo, acompanhada de dessaturacdo da
hemoglobina maior que 3% efou de evidéncia de despertares no
eletroencefalograma.’®*” AH diferem quanto ao grau de obstrucdo da faringe,

entretanto, apresentam fisiopatologia e impactos clinicos semelhantes.*®
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A gravidade da apneia do sonol9 é classificada de acordo com o indice de
apneia e hipopneia (IAH), que é determinado dividindo o nimero total de episodios de
AH pelo niimero de horas de sono. Conforme a American Academy™, se considera o
IAH normal até 5 AH/h. Se o IAH estiver entre 5 e 15 AH/h, o caso sera considerado
leve; IAH entre 16 e 30 AH/h, moderado; e acima de 30 AH/h, grave.

Os critérios para diagnéstico da apneia do sono mais recentes™ incluem os
eventos respiratorios relacionados a resisténcia da via aérea superior, que ndo alteram a
linha de base da saturacdo de oxigénio, mas provocam breves despertares e sao
classificados como despertares relacionados aos esforcos respiratérios (DRER, em
inglés, Respiratory effort-related arousals, RERAs). Como esses despertares sdo fatores
de risco para sono nao reparador, sonoléncia diurna e fadiga, pode ser presumido que

sua fisiopatologia seja a mesma das AHs, devendo fazer parte dos eventos obstrutivos.

Fluxo aéreo

- (\' Lingua
' N\ )/

Uvula

Hipopneia Apneia

A B

Figura 1 — Obstrucéo parcial e completa da via aérea
superior durante o sono, resultando em hipopneia (A)
e apneia (B) respectivamente. Adaptada referéncia
18.

Os episodios de apneia do sono podem ser classificados em trés tipos: apneia
obstrutiva do sono (AOS; Figura 2A), apneia central do sono (ACS; Figura 2B), e
apneia mista (Figura 2C). A principal diferenca entre AOS e ACS € a presenga ou

auséncia de esforco respiratorio, respectivamente.”
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O mecanismo fisiopatoldgico que promove a AOS é o colapso da faringe que
pode ser causado por anormalidade anatdmica ou por controle anormal dos musculos
gue mantém a permeabilidade da via aérea superior.”>?*> Ocorrem oclusdes repetitivas da
via aérea, apesar da manutencdo dos esforcos inspiratorios e se observa que a
complacéncia da faringe esta alterada nos pacientes com AOS. Essas alteracGes foram
observadas em pacientes roncadores com e sem AOS® que possuem menor &rea
transversal da faringe comparado aos nao roncadores, e que os roncadores com AQOS
tem menor volume pulmonar.

Na ACS ndo ocorre obstrugdo da via aérea, e a cessacdo da ventilacdo € causada
por auséncia de impulsos dos centros neurais que regulam a respiragdo, ocorrendo
principalmente em pacientes com insuficiéncia cardiaca.?#*?%2"® Quando a ACS, sem
movimento respiratorio, tornam-se obstrutiva, devido ao reinicio dos movimentos de

térax e abddmen, é caracterizada de apneia do sono mista.?®

FTOR £TOR L
J

fxABD,

faBD
Fluco /

Fluxo

A) Apneia obstrutiva do sono

-

fzABD

B) Apneia central do sono
T W WL W

Fluxo

C) Apnela mista

Figura 2 — llustracdo do esforco ventilatério téraco-abdominal e auséncia de fluxo aéreo no

tracado de polissonografia.

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) compreende o conjunto de
sinais e sintomas relacionados a doenca aliado a presenca de numero significante de
eventos de apneia do sono. A figura 3 demonstra os critérios diagndsticos para a

sindrome, conforme a American Academy.™
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Figura 3 — Critérios diagnosticos para SAOS
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SONO NOS MAMIFEROS

A duracdo do ciclo do sono varia de espécie para espécie, bem como a
percentagem de tempo ocupado pelo sono REM. A organizagdo ciclica do sono é
caracteristica compartilnada por mamiferos e aves na qual também compartilha o
comportamento e algumas mensuracgdes dos critérios do sono pelo eletroencefalograma.
Passaros tem menor diferenca no eletroencefalograma entre vigilia e sono NREM do
que mamiferos. O sono das aves do sono dos mamiferos é distinguido por, 1) menor
percentagem de sono REM em aves, 5% em aves e 10-15% em mamiferos, 2)
ocorréncia de sono REM em grupos, 3) periodos breves de sono REM, frequentemente

menores que 10 segundos e 4) ciclos do sono correspondentemente curtos.*

Camundongo

soL |4}

Vigilia |LiBZ AHEARTN wkhi 1119
NREM wm-.whh #r"-. H-m*'-.-m—-mﬁﬁ-m—wf-'ﬁmmw |
0] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

)

Horas

Figura 4 — Distribuicdo em 24 horas de sono de ondas lentas (SOL), vigilia, sono
NREM, sono REM em camundongos C57BL/6 e em ratos Sprague-Dawley avaliados
em ciclo de 12hs de claro e 12hs de escuro. Registro do padrdo polifasico sono-vigilia
(tipicamente para todos os primatas ndo humanos) e o curto ciclo de sono NREM-REM

de 12 a 15 minutos que sdo tipicos de pequenos roedores. Adaptada referéncia 30.
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EPIDEMIOLOGIA DA APNEIA DO SONO

Em Israel®!, 78 trabalhadores foram selecionados de uma populagdo de 1502
industriais presumivelmente saudaveis. Os individuos foram entrevistados sobre seus
habitos de sono e transtornos do sono, e submetidos a registros poligraficos pelo menos
uma noite. A prevaléncia de apneia do sono foi de 1,2% e se identificou associagdo
significativa entre a queixa de sonoléncia excessiva diurna e da incidéncia da apneia do
sono. Trabalhadores com AH maiores que 10/hora queixaram-se mais de ronco alto e
dores de cabeca frequentes.

Utilizando dados do Wisconsin Sleep Cohort Study, estudo iniciado em 1988,
estimou que 2% das mulheres e 4% dos homens da populacdo de idade entre 30 a 60
anos preenchiam os critérios minimos para diagnéstico de SAOS (AH>5/hora e
sonoléncia excessiva diurna). Esse € o estudo mais citado de epidemiologia da apneia do
sono, apesar de estar desatualizado.

Em primeiro lugar, para detectar os eventos respiratorios neste estudo foi
utilizada tecnologia dos anos 80. Segundo, a presenca de sonoléncia excessiva diurna
foi avaliada por duas questdes concebidas pelos autores e ndo por instrumentos
validados. Em terceiro lugar, sabe-se que obesidade é o principal fator de risco para
apneia do sono. Embora a epidemia de obesidade ja comecasse na década de 80, apenas
em 1997 a Organizacdo Mundial da Saude a reconheceu como problema de salde
publica.

Projecdes baseadas nos National Heatlh and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) dos Estados Unidos®, preveem que, se a tendéncia da obesidade continuar
aumentando na taxa atual, 86% dos americanos adultos apresentardo sobrepeso e 51%
serdo obesos em 2030, e todos os individuos americanos adultos serdo obesos em 2048.

Bixler et al.**

apontaram, em 1741 individuos nos Estados Unidos, prevaléncia
de apneia do sono de 3,9% em homens e 1,2% em mulheres, relagdo de 3,3:1
respectivamente. A prevaléncia de apneia do sono foi baixa em mulheres pré-
menopausa (0,6%), assim como as mulheres poOs-menopausicas com terapia de
reposi¢cdo hormonal (0,5%). Além disso, a presenca de apneia do sono nestas mulheres
parece estar associada exclusivamente com obesidade (IMC>32,3 kg/m?). Estes dados
combinados indicam que a menopausa € fator de risco para a apneia do sono em

mulheres e que a reposi¢do hormonal parece estar associada com risco reduzido.
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Na india, foi realizado estudo na populacdo urbana do sexo masculino, com
idade entre 35 a 65 anos que frequentaram o hospital de Bombay, local do estudo, para
exames de rotina. Na primeira fase, 658 individuos (94%) retornaram 0s questionarios
preenchidos sobre seus habitos de sono e condi¢bes medicas associadas. Na segunda
fase, 250 destes foram submetidos a polissonografia domiciliar. Assim, do total de 700
individuos, 250 retornaram as duas fases do estudo, na qual se identificou a prevaléncia
de 19,5% de transtornos respiratorios do sono (AH>5/hora) e de SAOS (AH>5/hora ou
sonoléncia excessiva diurna) de 7,5% em homens e 4,5% em mulheres.*®

O primeiro estudo com levantamento de dados de apneia do sono em grande area
metropolitana da América do Sul foi realizado em S&o Paulo. Tufik et al.* identificaram
a maior prevaléncia de SAQOS ja encontrada entre todos estudos epidemioldgicos. Eles
detectaram a prevaléncia de SAOS em 32,8% na populacdo adulta da cidade de S&o
Paulo. Os autores avaliaram 1042 voluntarios amostrados na populacdo a partir de
dados do censo do IBGE de 2000, que realizaram polissonografia. A alta prevaléncia de
AOS neste estudo pode ser explicada pelo processo de amostragem probabilistica, a
baixa taxa de recusa para o exame de polissonografia, 0 uso de uma canula nasal, a
utilizacdo dos critérios mais recente da American Academy™ para o diagnéstico da
SAQS, a incluséo de grupos de pessoas mais idosas e a maior prevaléncia de obesidade
na populacdo estudada. O uso de canula nasal detecta 16% mais eventos respiratorios e
o0s recentes critérios da American Academy, inclui RERASs no IAH e nédo exige presenca
de sintomas para diagnostico quando IAH>15/hora.

Os dados do estudo anterior ndo estdo fora do padrdo mundial. Na Espanha, 26%
dos homens e 28% das mulheres tém IAH>5/h e 14% dos homens e 7% das mulheres,
IAH>15/h dentre a populacio com idade entre 30 e 70 anos.*® A populacdo australiana

também tem alta prevaléncia de AOS. Bearpark et al.*’

, utilizando método diagnostico o
monitor portatil tipo 1V, relataram que 10% dos individuos apresentavam IAH>10/h. J4,
na populacédo asiatica, se estima que a prevaléncia de SAQOS, definida por IAH>5/h, em
homens é de 4,5% e em mulheres de 3,2%.%

Estes dados epidemioldgicos sugerem que a apneia do sono estd presente em
diversos grupos raciais e éetnicos. A doenga pode sido descoberta pelos individuos no

decorrer do estudo devida a apneia do sono ser assintomatica.
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QUADRO CLINICO

SINTOMAS

As principais manifestacdes da AOS sdo de dois tipos: durante o sono e/ou
durante a vigilia. Durante 0 sono séo ronco, apneias e 0s despertares repetidos, enquanto
durante a vigilia € a sonoléncia excessiva diurna que aparece ap6s algum tempo do
inicio da doenca, com intensidade habitualmente proporcional a gravidade da AOS.

Os pacientes se queixam que adormecem lendo, assistindo a televisdo, viajando,
em aulas ou palestras, no trabalho, conversando, escrevendo, durante as refeicdes e
dirigindo. A sonoléncia ocorre em situagcbes monotonas, e sdo avaliadas pela Escala de
Sonoléncia de Epworth.*® O adormecer pode atrapalhar o ambiente de trabalho, familiar

e até mesmo conjugal.

EXAME FiSICO
Distribuicdo da gordura corporal

Condicdes clinicas podem ser detectadas para determinar a gravidade da SAOS.

Simpson et al.*°

evidenciaram em mulheres, a percentagem de gordura na regido do
pescoco e o IMC explicaram juntos 33% da variacdo no IAH. J& em homens, 0
percentual de gordura na regido abdominal e a razdo pescocgo/cintura juntos
responderam por 37%. Assim, a obesidade estd associada regionalmente com a
gravidade da SAOS, embora em diferentes locais entre 0s géneros.

Embora a obesidade seja considerada fator predisponente, grande estudo
epidemiolégico mostrou que aproximadamente 60% dos pacientes com SAOS na

comunidade ndo eram obesos.*!

42,43 44,45

Estudos de casos-controle e transversais revelaram associa¢do entre
SAOS e hipertensdo. Dados longitudinais do Wisconsin Sleep Cohort*® forneceram a
evidéncia convincente para a relacdo de causalidade. Esse estudo demonstrou relagéo
dose-resposta entre a gravidade da SAOS e incidéncia de hipertensdo, com elevados
indices de chances para os individuos com IAH de 5 a 15/hora e aqueles com
IAH>15/hora. Em contraste com estes achados, estudo prospectivo de maior incidéncia
de hipertenséo deixou de encontrar relagdo dose-resposta entre o IAH e a incidéncia de

hipertens&o independente da obesidade.*’
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O apoio inicial para o nexo de causalidade SAOS-hipertensdo veio de modelos
animais. Exposicdo a hipoxia intermitente em ratos*® ou ocluséo intermitente da via
aérea superior em caes* resultou em elevagdo da pressdo arterial, evidente durante o

periodo de exposicdo, e sustentada no periodo de normdxia.

Anatomia da via aérea superior

A obstrucédo da via aérea superior durante o sono € mais frequente nos humanos,
em parte, porque 0 0sso hioide, apoio para os musculos dilatadores da faringe, ndo esta
firmemente ligado a estruturas esqueléticas.”® Em outros mamiferos, o osso hioide se
fixa ao processo estiloide do cranio.”*** Assim, a faringe humana ndo tem suporte
rigido, exceto nos extremos superior e inferior, onde esta ancorada a rinofaringe, e a
laringe.

A regido oral da faringe se divide em: nasofaringe, retropalatal, retroglossal e
hipofaringe (Figura 5 A). Em individuos com AOS o bloqueio da passagem de ar pode
ocorrer em uma ou mais regides da faringe podendo apresentar estreitamento também
na vigilia.>

Estudo de caso controle® demonstrou que a estrutura dos tecidos moles da via
aérea superior incluindo lingua, paredes laterais da faringe, palato mole e camada de
gordura no espaco perifaringeo, foram significativamente maiores em apneicos
comparados aos controles (Figura 5 B). Esse resultado permaneceu entre 0s grupos
mesmo ajustando para sexo, idade, etnia, tamanho craniofacial e quantidade de gordura
ao redor da via aérea. Além disso, 0 aumento do volume destes tecidos ampliou

significativamente o risco para AOS.

« palato mole

nasofaringe ;
== lingua

retropalatal
retroglossal == gordura

hipofaringe

Figura 5 — Imagem sagital, de individuo normal e com AQS, analisada por ressonancia magnética. A:
individuo normal e destacadas as regies da VAS. B: individuo com AQS grave com destaque para 0s
tecidos moles. Observa-se que o paciente com AOS apresenta as regides da VAS mais estreitas, como
a retropalatal e retroglossal, assim como o palato mole, a lingua e a gordura subcutanea sdo maiores.
Adaptada referéncia 54.
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Watanabe et al.*>®

afirmam que anormalidades craniofaciais e obesidade podem
contribuir sinergicamente no aumento da colapsabilidade da via aérea superior na AOS.
Em obesos apneicos, o fechamento da via aérea superior ocorre principalmente na
velofaringe e quando acompanhado de recuo na mandibula, o colapso ocorre na

velofaringe e orofaringe.

Tecidos Area T_ama_nhcr da
moles dssea Wia acrea
— N
Mormal : %‘é
Obesidade E
Maxila e Fr
mandibula
pequena

Figura 6 — Esquema do modelo mecénico do espago aéreo
faringeo. P tecido = pressdo tecidual em torno da via colapsavel.
Adaptada referéncia 55.

Obesidade é importante fator de risco para AOS.** No entanto, a relacio entre
obesidade e AOS ndo é bem compreendida. A obesidade diminui o tamanho da via
aérea faringea aumentando sua colapsabilidade. Aumento da circunferéncia do pescoco,
devido a maior distribuicdo de gordura ao redor da via aérea, € excelente preditor de
AOS, melhor que o IMC.%%°"8

Outras explicacdes para a relacdo entre obesidade e AOS incluem alteragdes da
complacéncia da via aérea superior e alteracdes na relacdo biomecénica dos musculos
da via aérea.>® Embora a obesidade seja importante fator de risco para AOS, o efeito de
ganho de peso nas estruturas dos tecidos moles especificamente na perifaringe
permanece indefinido.

A reducdo de 5 a 10% do peso corporal diminui da colapsabilidade da via

aérea.?*%961%2 No entanto, permanece inexplorado como se altera o tamanho ou



25

configuracdo dos tecidos moles de cada uma das diferentes estruturas, como palato

mole, lingua, paredes laterais da faringe e camada de gordura no espaco perifaringeo.

FISIOPATOLOGIA DA HIPOXIA

Chama a atencdo na apneia, o0s repetidos periodos de hipdxia a que o individuo é
submetido. Esta hipdxia intermitente difere da hipdxia cronica. No caso de habitantes de
altitude ou de pneumopatas, a hipOxia sustentada e crénica permite adaptacdo,
envolvendo processos moleculares e gendmicos.”> No treinamento de atletas, se
utilizam com sucesso os efeitos da altitude sobre a ventilagéo, o transporte de oxigénio e
as alteracBes teciduais para melhorar a entrega e a utilizacdo de oxigénio.** Os tecidos
hipéxicos produzem o fator hipdxia-induzivel 1 (Hypoxia-inducible factor 1; HIF-1)
que desencadeia angiogénese. Esse fator comanda a expressdo de genes controlando a
sobrevivéncia das células e a neoformagdo vascular. Pesquisas sobre o controle desse
fator estdo no cerne de novas terapéuticas anticancer e para revascularizagdo. A hipoxia
intermitente, entretanto, apesar de possiveis efeitos benéficos, pode ter consequéncias
sobre varios tecidos, sem papel adaptativo aparente. As oscilacbes da concentracdo de
oxigénio causadas pelas apneias expdem os pacientes com SAOS a processos
semelhantes ao de isquemia/reperfusdo, ensejando a producdo de radicais livres e
estresse oxidativo.®® Em modelo animal, a hipéxia intermitente causa morte dos
neurdnios corticais por apoptose.®

Hipdxia ativa outro fator de transcricdo, o gene de resposta de crescimento
precoce 1 (early growth response gene 1; Egrl). Hipoxia endovascular causa reaces
intensas, talvez fruto de adaptacdo evolutiva ao ambiente hipdxico, que podem ter
graves consequéncias clinico-patologicas. Embora a populagédo vivendo acima de 3.000
metros seja pequena, muito se viaja, a trabalho ou a passeio, criando exposicao
intermitente ou cronica a hipoxia. A sindrome mais comum, o mal de montanha agudo
(acute mountain sickness), se caracteriza por cefaleia, nausea, anorexia e fadiga que
ocorre em quem sobe rapido a altitude. Ja se relacionou esses sintomas com aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica pela formacdo de radicais livres.
Complicagbes menos frequentes, mas extremamente graves, os edemas pulmonar e

cerebral da grande altitude causam a maioria das mortes nas escaladas.
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As espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species; ROS) ou radicais
livres envolvidas na sinalizacdo que levara as células a adaptacdo a altitude, podem
contribuir para os problemas agudos, pulmonares e neuroldgicos, bem como prejudicar

a funcdo muscular.

MODELOS DE HIPOXIA INTERMITENTE

A literatura descreve modelos de hipdxia intermitente em cdes, coelhos, ratos e
camundongos ou mesmo em culturas de células para simular os danos potenciais a que
estdo expostos pacientes com SAQOS. Estes experimentos, em sua totalidade,
demonstraram alteracdes anatébmicas e funcionais em: 1) reatividade simpatica e
vascular & hipéxia e hipercapnia®’, 2) upregulation do fator de crescimento endotelial
vascular®, 3) pressio arterial sistémica®, 4) presséo arterial pulmonar®, 5) eritropoese e
massa do ventriculo direito’, 6) crescimento fetal”? e 7) comportamento de crias de

|.73

ratas expostas a hipdxia intermitente pré-natal.” Aspectos que indicam envolvimento do

sistema nervoso central na fisiopatogenia das consequéncias das apneias sdo: 1)

I”®, 3) neur6nios do hipocampo’®’’ 4) metabolismo

sonoléncia’®, 2) aprendizado espacia
lipidico cerebral® e 5) serotonina.”

Muitos dos modelos ndo reproduzem a real situacdo de uma apneia por usar
tempos de exposicdo a hipoxia muito variados. Por exemplo, num estudo em que a
pressao arterial sistémica foi medida por telemetria, produzia hipdxia por 12 segundos,
sequida de normdxia por 18 segundos.® Em outro trabalho, com outra metodologia,
periodos de hipoxia de 3 minutos alternaram-se com periodos de norméxia de 3
minutos.®*

A maioria dos modelos animais de apneia do sono nao acrescentam CO; ao N,
inalado na cdmara de hipdxia intermitente. Com isso, 0s animais, ao hiperventilarem por
causa da hipdxia, sofrem hipocapnia intermitente. Nas apneias obstrutivas do sono,
ocorre hipercapnia e hipdxia, ou seja, asfixia. Modelos de hipdxia intermitente
isocapnica ou hipoxia intermitente asfixica, por acrescentar CO, a mistura, obtém
alteracdes mais rapidamente e reproduzem melhor uma das caracteristicas da AOS.

Avangos importantes no conhecimento da genémica permitiram entender melhor
os efeitos da hipoxia intermitente no ser humano adulto e em desenvolvimento, em

curto e longo prazo. Ndo obstante, permanecem lacunas a serem preenchidas. Sem
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duvida, mesmo breves periodos de hipoxia desencadeiam respostas celulares. Identificar
quais dessas respostas sdo protetoras e quais sdo prejudiciais, quais sdo permanentes e
quais sdo reversiveis tera valor tanto para a compreensdo das consequéncias da SAOS

como para a prevencao das respostas indesejaveis.

SISTEMA ENDOCRINO E HIPOXIA

A obesidade, as alteragdes do ciclo sono-vigilia, 0 estresse oxidativo e do eixo
hipdfise-pituitaria-adrenal (HPA) remetem as consequéncias enddcrinas da AOS. O
sistema enddcrino tem papel relevante na adaptacdo a hipoxia e ao estresse. O efeito da
hipoxia sobre o sistema enddcrino foi estudado em humanos em altitudes elevadas
82838485 o em animais expostos a hipoxia.2®8" #8899 Esse efeito abrange as secrecdes
hormonais, afetando a morfologia e histologia das glandulas endécrinas.* O estresse

92,93

hipdxico diminui o apetite e 0 ganho de peso em camundongos em crescimento e

induz a perda de peso em humanos em altitude,**%>96:97:%8
O tecido adiposo branco é um 6rgdo enddcrino que participa do controle do
peso.”® Entre os hormdnios secretados por esse tecido, a leptina e a adiponectina s&o

relevantes para a investigacdo em apneia do sono.

LEPTINA

A leptina comecou a ser investigada em 1949 a partir de uma linhagem de
camundongos geneticamente obesos (Figura 7). Esse modelo animal ¢ deficiente na
producdo de leptina, possui homozigose para a mutacdo do gene ob. Tais camundongos
ndo possuem saciedade, com ingestdo excessiva de alimentos e desenvolvimento de
obesidade. Além disso, 0s animais apresentam diabete tipo 2, hiperinsulinemia,
resisténcia & insulina e esterilidade.’®* O tratamento desse camundongos com leptina

exdgena reverte o quadro de hiperfagia e obesidade.*
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21 dias 10 meses

12 gramas 16 gramas 29 gramas 90 gramas

Figura 7 — Evolucéo do peso corporal de camundongos obeso (ob/ob) e
controle aos 21 dias (A) e aos 10 meses (B) de idade. Adaptada

referéncia 100.

Zhang et al.'® publicaram a primeira descricdo da leptina (de leptos, magro).
Essa proteina é produzida e secretada pelos adipocitos brancos, placenta, ovarios,
células mamérias, figado, misculo esquelético, medula éssea e pituitaria.’®* A proteina
de 16kDa é constituida por 167 aminoacidos. A leptina sinaliza a quantidade de tecido
adiposo e reduz o apetite para regular o depésito de gordura corporal.’® Existe
correlacdo positiva entre os niveis de leptina circulantes e a percentagem de gordura
corporal.1%®% por n&o se observar, porém, reducdo de apetite em obesos, se evidenciou
resisténcia & leptina enddégena.’® A hiperleptinemia da obesidade esta associada a
defeitos no receptor da leptina ou ao nivel de transporte de leptina no sistema nervoso
central 1%

Em 1950, parecia resolvido o problema da obesidade a medida que ganhou forca
a hipétese de a hipoleptinemia ser a determinante do acimulo de gordura. Entretanto,
estudos posteriores mostraram que as mutagdes no gene que determinante da sintese do
receptor de leptina, também determinavam animais resistentes a insulina,
hiperleptinémicos e obesos. 0!

Autores do Beth Israel Deaconess Medical Center e da Harvard Medical
School**? publicaram revisdo intitulada Leptin, descrevendo a frustracdo da pesquisa da
leptina como hormonio anti-obesidade. A leptina serve como mediador da adaptacao ao

jejum, e este papel pode ser a principal fungéo para a qual a molécula evoluiu. Além dos
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efeitos sobre a homeostase energética, a leptina tem outros importantes efeitos
sistémicos.

Na associagdo com a apneia do sono, o efeito inflamatorio da leptina é
destaque.™™* A sintese de leptina é estimulada por endotoxinas™™, infec¢do, fator de
necrose tumoral**®, fator inibitério da leucemia'’ e interleucina 1."®* O aumento da
leptina como resultado da elevacgdo dos niveis de citocinas pode contribuir para anorexia
e perda de peso nessas condicdes inflamatérias.™®

A gravidade da hipoxemia no sono se associa com aumento de leptina,
independente do grau de obesidade. Kapsimalis et al."®° avaliaram pacientes com AQOS e
identificaram que a relacdo cintura-quadril e o percentual de tempo total de sono com
hipoxemia (Sa0,<90%) foram preditores significativos para os niveis de leptina.

Pacientes com AOS tém niveis de leptina 29% maiores comparados aos
controles. Apds tratamento com CPAP, durante seis meses, houve diminui¢do
significativa deste horménio.'**

Em 25 pessoas saudaveis, expostas por 17hs a hipdxia normobarica, com
inalacdo de O, a 12,5%, simulando de 4100 m de altitude, Snyder et al. mediram os
niveis de leptina e glucagon plasmaticos. Os individuos ingeriram refeicdo antes e apos
a exposicao a hipoxia. A leptina foi avaliada antes da refei¢do e o glucagon antes e apds
20 e 40 minutos da refeicdo. A hipdxia causou elevacéo significativa de 37% nos niveis
de leptina, mas nenhuma mudanca nos niveis de glucagon.'?

Perda de peso sob hipdxia intermitente ocorre com diminui¢do da ingestao
alimentar e elevagdo de niveis séricos de leptina.** Quando camundongos C57BI foram
expostos a hipdxia intermitente grave com FiO; de 5%, a hipdxia intermitente moderada

com FiO, de 10% ou a ar intermitente como grupo controle*?

, 0 peso corporal do grupo
hipoxia grave diminuiu 7% no sétimo dia e se manteve estavel até o fim do experimento
de quatro semanas. Na 12 semana de exposicdo, 0 peso corporal os niveis séricos de
leptina e a ingestdo alimentar permaneceram inalterados no grupo hipoxia moderada.
No final do experimento o peso corporal aumentou em 15% nos grupos hipoxia
moderada e controle. Esse estudo demonstrou que apenas a hipdxia grave causa
aumento nos niveis de leptina e esta relacionada a menor ingestdo alimentar com
consequente perda de peso. Houve aumento de 14% nos niveis de colesterol total e

aumento de 52% nos niveis de LDL-colesterol dos animais do grupo hipdxia grave
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comparado ao grupo controle. Os autores salientam a ocorréncia de hiperlipidemia
mesmo em face da reducéo de peso corporal na hipdxia grave.

O efeito da hipdxia intermitente foi avaliado em diferentes tempos de exposicéo.
Em cinco dias, tempo curto, e em 12 semanas, tempo longo. Camundongos magros em
tempo curto apresentaram diminuicdo de 25% nos niveis de glicemia de jejum e
aumento de 53% nos niveis séricos de leptina. Em obesos, o tempo curto levou a
diminuicdo nos niveis de glicose e aumento de 136% nos niveis de insulina sérica. Este
aumento na secrecdo de insulina foi completamente abolido pela infuséo de leptina.
Camundongos obesos a tempo longo pioraram a toleréncia a glicose, consistente com
aumento na resisténcia a insulina.

O mesmo grupo de pesquisadores, da Johns Hopkins®, avaliaram o efeito da
hipdxia intermitente no metabolismo lipidico de camundongos magros e obesos em
cinco dias de exposi¢do com inalacdo de O, de 5%. Para cada grupo de exposicao havia
0 seu grupo controle exposto a ar intermitente. Camundongos magros da hipoxia
tiveram niveis séricos de colesterol total, triglicerideo sérico e hepatico e fosfolipideos
aumentados. Adicionalmente, niveis de leptina foram 73% mais elevados comparados
ao seu grupo controle. Em camundongos obesos da hipdxia, a hiperlipidemia pré-
existente e os disturbios metabolicos ndo foram agravados.

A hipdxia intermitente é aplicada no ar ambiente. Ndo se conhecia, porém, o
grau de hipoxia tecidual, medido pela pressdo parcial de O, nos tecidos (PtO,).”** O
efeito da exposi¢do a hipoxia continua por 12 horas e hipdxia intermitente com 12 e 60
ciclos por hora foi estudado em camundongos magros e obesos. As medidas de PtO,
foram realizadas no figado, para refletir niveis sistémicos de hipdxia e no musculo
esquelético e na gordura epididimal, para refletir a hipoxia periférica. Em camundongos
magros, hipdxia intermitente-60/h causou oscilagdes de oxigénio no figado, mas as
flutuacbes de PtO, foram atenuadas no musculo e abolidas na gordura. Hipoxia
intermitente e continua induziram resisténcia a insulina, mas a inflamacdo foi
aumentada apenas em camundongos magros expostos a hipoxia intermitente-60/h. A

inflamacéo da obesidade nédo ¢é agravada pelo regime de hipdxia aguda.
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ADIPONECTINA

A adiponectina foi descoberta em 1995 por Scherer et al.*® E identificada como
horménio ou como adipocina. A proteina de 244 aminoacidos e 30KDa € produzida
exclusivamente pelos adipdcitos brancos e circula em niveis relativamente elevados na
corrente sanguinea. Como a adiponectina é produzida exclusivamente pelo adipocitos,
poderia se relacionar as concentragdes séricas de adiponectina com mudangas na massa

de tecido adiposo. No entanto, os niveis séricos de adiponectina estdo diminuidos na

obesidade.*?%%?’

Além da obesidade, a relacdo inversa entre adiponectina e peso corporal é

12
|.128

sustentada em individuos extremamente magros. Delporte et al.™, evidenciaram valor

plasmatico de adiponectina 30% mais elevado em sujeitos com anorexia nervosa

129

comparados aos controles. Em outro estudo, Pannacciulli el at.” mostraram aumento

de adiponectina sérica de 35% em individuos anoréticos comparados com controles. Em

apoio a esses achados, estudos transversais mostram relagdo inversa entre a expressao

de MRNA da adiponectina e niveis séricos com o IMC."***%

A diminuicdo nos niveis de adiponectina esta associada com sindrome

133,134

metabdlica’®, doencas cardiovasculares , apneia do sono™®, dislipidemia™®,

resisténcia & insulina®*’ e diabete tipo 2.1%813%140141 propriedades anti-inflamatérias'* e

143,144

anti-aterogénicas tém sido descritas.

- Mulheres

- Ndo obesos
- Sensibilidade a insulina
- Diabetes Mellitus Tipo 1

R
- Lipodistrofia /X
- Resisténcia a insulina

- Doenca cardiovascular

- Diabetes Mellitus Tipo 2

- Estimulacdo inflamatoria

Figura 8: Resumo dos fatores mais importantes e estados de doenca que levam
ao aumento ou a diminuicdo da regulacdo da adiponectina no tecido adiposo.

Adaptada referéncia 132.
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O papel da adiponectina no desenvolvimento da diabete foi avaliado em estudo
longitudinal na populacdo indigena Pima.**® Individuos com concentracdes séricas
elevadas de adiponectina foram menos propensos a desenvolver diabete. Isso apoia a
hipotese de que a adiponectina tem papel contra a progressao da obesidade e da diabete.

A reducéo de peso corporal normalizou a expressdo de mRNA da adiponectina
anteriormente reduzidos em ratos obesos.**® Em humanos, a diminuicdo do peso
corporal apos ajuste para IMC, circunferéncia da cintura e quadril aumentou o0s niveis
de adiponectina plasmaéticos.**’

Suplementacdo de adiponectina foi investigada em ratos Wistar expostos a
hipéxia intermitente com nadir de O, inalado de 5%.**® Os animais foram divididos em
trés grupos: controle, hipdxia intermitente e hipoxia-adiponectina, que recebeu
adiponectina por injegdo intravenosa duas vezes/semana nas cinco semanas do estudo.
O grupo hipdxia teve valores menores de adiponectina comparado ao grupo controle. Os
desfechos incluiam a disfuncdo da membrana mitocondrial e a microscopia eletrdnica
dos midcitos do genioglosso. O grupo hipoxia apresentou alteracfes significantes nos
midcitos, que foram impedidas pela suplementagdo de adiponectina.

Em resumo, pacientes com AOS e obesos, perdem a protecdo da adiponectina
para o principal masculo abdutor da faringe, o0 mais importante na manutencdo da
permeabilidade da via aérea. Os efeitos benéficos da adiponectina elevada para a doenca
cardiovascular podem incluir a protecdo contra o dano hipdéxico, em geral, e contra a

apneia do sono, em particular.

CORTISOL

Sistema neuroenddcrino, em particular o eixo HPA, é uma das respostas do
organismo a algumas formas de estresse. O eixo é controlado por sinais circadianos,
derivado de conexdes entre o nucleo paraventricular e o ndcleo supraquiasmatico do
hipotalamo.’* Sua atividade pode ser mensurada pelos niveis plasmaticos do horméonio
adrenocorticotréfico pituitario (ACTH) e pela medida do cortisol, hormdnio adrenal
controlado pela estimulagdo do ACTH.*°

A resposta do cortisol a doenga é essencial para a sobrevivéncia. Niveis

elevados e baixos de cortisol foram associados com aumento da mortalidade.’®® Altos
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niveis de cortisol refletem estresse grave.’®*'**'>* Baixos niveis apontam resposta
insuficiente ao estresse, marcando insuficiéncia adrenal.™>>**® Os efeitos do cortisol s&o
direcionados para fornecimento de energia, protecdo contra a inflamacdo e melhora do
estado hemodinamico.™’

A privagdo do sono tem efeito sobre o eixo HPA. Niveis de cortisol plasmaticos
estdo ligeiramente aumentados durante a privacéo total de sono.™*8**%10161 A requlacio
do eixo HPA foi comparada entre individuos controles saudaveis e individuos com
disturbios do sono. Dentre os disturbios estéo incluidos: AOS com IAH>15/h, sindrome
das pernas inquietas e insénia. Nenhum grupo apresentou anormalidades nos niveis de
ACTH ou cortisol.*®?

Fator Inibidor de Migracdo dos Macrdfagos participa no processo inflamatorio
da AOS e est4 relacionado com a gravidade da doenca.'®® Adicionalmente, os niveis de
cortisol foram mensurados, demonstrando nenhuma diferenga significativa entre os
individuos com AOS comparados aos controles.

Niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), cortisol e lipidios
foram avaliados em 39 pacientes com AOS com IAH>10/h e no grupo controle.'®*
Niveis séricos de BDNF foram analisados por ELISA enquanto os de cortisol pelo
método de quimioluminescéncia. BDNF, triglicerideos, colesterol total e cortisol néo
apresentaram diferenca entre 0s grupos.

Inexistem estudos provando os efeitos da hipdxia intermitente no metabolismo

185 submeteram 13 voluntarios saudaveis a

da glicose em humanos. Louis e Punjabi
cinco horas de hipoxia intermitente e normdxia. O estudo ocorreu no periodo de vigilia
em dois dias separados. A hipdxia intermitente foi associada com diminuicdo na
sensibilidade a insulina e na tolerancia a glicose. Os niveis séricos de cortisol apds
hipoxia intermitente e normoxia foram semelhantes. Estresse hipoxico em AOS
aumenta a predisposicdo para a disfuncdo metabdlica, mesmo na auséncia de outras
alteracoes fisiopatologicas.

Subgrupo com 546 participantes do Wisconsin Sleep Cohort Study'®® foram
avaliados para cortisol urinario, norepinefrina urinaria e variabilidade da frequéncia
cardiaca. AOS foi diagnosticada por polissonografia, sindrome metabodlica pelo

National Cholesterol Education Program®®’

e resisténcia a insulina pelo modelo
homeostastico de avaliacéo (HOMA).*® O 1AH se correlacionou apenas com HOMA e

niveis de norepinefrina. As associacdes enfraqueceram apos ajuste para IMC, mas se
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mantiveram com diferenca estatistica. Essas associacdes parecem ser independentes de

marcadores de ativacdo simpatica e do eixo HPA.

TECIDO ADIPOSO

A gordura é armazenada principalmente em tecido adiposo branco. O adipécito
branco possui diametro médio de 90-100um e armazena os triglicerideos em uma
grande gota lipidica que ocupa de 85 a 90% do citoplasma. O conteldo de gordura
empurra o nlcleo e o citosol para a periferia da célula. A gordura contida nos adipécitos
brancos é convertida em &cidos graxos para ser utilizada por outras células.”

O tecido adiposo marrom (TAM) faz parte do sistema de termogénese. Apenas
50 gramas desse tecido, podem gerar gasto energético equivalente a 20% do custo
energético metabélico de um adulto humano.'® O adipdcito marrom é menor que o
branco, atingindo em média 60um de didmetro. Caracteriza-se pela presenca de
pequenas e multiplas gotas de lipidios. E rico em mitocondrias, com citoplasma
relativamente abundante, ndcleo esférico e ligeiramente excéntrico. Os triglicerideos
hidrolisados resultam em &cidos graxos que sdo oxidados para producéo de calor.!™

O gasto energético total pode ser dividido em: 1) obrigatério, exigido para o
funcionamento normal das células e érgdos, 2) resultante da atividade fisica e 3)
adaptativo, resultante da termogénese ou da dieta (Figura 9). Foi proposto que estimular
a termogénese adaptativa, definida como producdo de calor facultativa produzida em

resposta a dieta e ao frio, pode ser alternativa de impedir ou tratar a obesidade.!™
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Consumo de energia ( alimento)
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Total de energia gasta = produgdo de calor +

atividades
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desempenho das Hiperplasia do TAM
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dos érgdos no lugar do tecido adiposo branco
==

Figura 9 — Perspectiva termodindmica do gasto energético (A); Termogénese adaptativa induzida pelo
frio (B). Adaptada referéncia 171

TECIDO ADIPOSO MARROM

A proteina desacopladora 1 (UCP-1) foi identificada no TAM em meados de
1970%"?, e seu cDNA foi clonado em 1984.*"*'™ Sua localizacdo é na membrana
mitocondrial interna. Mitocéndrias sdo abundantes nos musculos esqueléticos, no
coracao e no cérebro, onde metabolizam acUcares e gorduras para a formacao de ATP.

As mitocondrias das células da gordura marrom sdo as Unicas que contém UCP-
1. Essa proteina faz com que a membrana interna da mitocondria vaze prdtons durante a
fosforilagdo oxidativa, impedindo a producdo de ATP na cadeia respiratoria. Assim,

ocorre liberacdo de energia em forma de calor.*™

A alta concentracdo de citocromo
oxidase nessas mitocondrias bem como a elevada vascularizag¢do por capilares contribui
para a coloragcdo mais escura das células e do tecido.

A termogénese no TAM é desencadeada através de neurbnios do simpatico. Esse
mecanismo € necessario em ocasides que o organismo precisa de calor adicional como

17
|5

exposicdo ao frio, periodo pds-natal ">, estados febris ou durante a hibernacdo. Em
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coelhos recém-nascidos, o TAM estimulado por exposi¢cdo ao frio ou infusdo de
noradrenalina, aumenta o consumo de oxigénio e a producéo de calor, sendo o principal
local da producdo do calor extra nestes animais.'’® A hipéxia induz diminuicdo na
temperatura corporal de mamiferos mediada pelo sistema nervoso central. Esse
mecanismo acarreta reducdo do consumo de oxigénio e aumento da afinidade da
hemoglobina com o oxigénio. Esta adaptacdo parece ser vantajosa quando o mamifero é
exposto & hipoxia.*™

Coelhos com um més de idade foram expostos a condi¢des de temperatura de
24°C e 13°C. Os animais foram distribuidos a grupos de normdxia, com ar ambiente,
seguidos de hipdxia com inalacdo de O, de 10% e saturagdo de O, de 54%.'"" Conclui-
se que o frio é mais importante que a hipdxia na determinacdo do TAM. Em condicdes
de hipdxia, a resposta do consumo de O, ao frio é reduzida ou completamente abolida
pela depressdo hipdxica da termogénese.

Os mecanismos da depressdo hipdxica da atividade do TAM ainda estdo
indefinidos. Embora se saiba que, mesmo em animais jovens, a inibicdo da termogénese
ndo é efeito da limitagdo na fonte de O,, mas da resposta regulada pela hipoxia.'® A
resposta termorregulatéria a hipoxia provoca diminui¢do na temperatura corporal em
ratos. Esse mecanismo é mediado pela inibicdo da vasoconstricdo cutdnea ou pela
inibicdo da termogénese sem tremor durante a qual, mais da metade de todo o O,
capturado é consumido pelo TAM.!"

Acreditava-se que o TAM diminui com o avancar da idade e estd completamente
ausente na idade adulta em humanos.'*® Porém, a capacidade de produzir TAM na idade
adulta é demonstrada em pacientes com tumores secretores de catecolaminas como
feocromocitomas e paragangliomas. 882

As evidéncias existentes até a primeira década deste século apontavam para a
atividade da UCP-1 apenas em roedores e beb&s humanos. No entanto, sua clara
atividade foi detectada em adultos.

Trés estudos independentes publicados em 20098358 na revista The New
England Journal of Medicine, objetivaram identificar de forma conclusiva a presenca e
atividade do TAM em adultos humanos. Os estudos utilizaram a associagdo da
tomografia por emissdo de pésitrons e tomografia computadorizada com ‘®Fluorine-

Fluorodeoxyglucose (PET-TC, ®F-FDG), fornecendo informacdes sobre a atividade
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metabdlica de cada tecido. Para a identificacdo do TAM, os autores realizaram analise
histoldgica e bioquimica da UCP-1 em amostras de bidpsia.

1.8 submeteram os sujeitos do estudo, antes de serem

Virtanem et a
posicionados no scanner, a exposicdo ao frio, por duas horas em sala a temperatura
ambiente de 17 a 19°C. Enquanto o escaneamento estava sendo realizado, um dos pés
dos sujeitos foi imerso em agua a temperatura de 5 a 9°C, de cinco em cinco minutos.
Individuos expostos ao frio aumentaram em 15 vezes a captacdo de ®F-FDG na regido
supraclavicular. A bidpsia do tecido para confirmacdo de TAM foi realizada em trés dos
cinco voluntérios.

Van Marken Lichtenbelt et al.® examinaram a presenca, a distribuicdo e a
atividade do TAM em homens magros, com sobrepeso e com obesidade. A composi¢do
corporal e o metabolismo energético foram avaliados. Foi evidenciada atividade do
TAM em 23 dos 24 individuos expostos a 16°C, e ndo a 22°C. Um individuo sem
atividade do TAM tinha o maior percentual de gordura corporal. De fato, a atividade do
TAM mostrou correlacdo negativa com percentual de gordura corporal e correlacdo

positiva com a taxa metabdlica de repouso.



38

_ _ Ri : y il
Figura 10 — Resultados do PET-TC em nove dos 24 individuos mostram
variagéo fisiolégica da captagdo e distribuicdo de *F-FDG no TAM. A:
individuos magros, com os mais altos niveis de atividade do TAM
(>500kBq); B: individuos magros, com niveis medianos de atividade; C:
individuos obesos ou com sobrepeso com niveis mais baixos de atividade
do TAM (<100kBq). A regido supraclavicular tem a maior quantidade de
TAM. Adaptada referéncia 6.
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Figura 11 — Associacdo de PET-TC revela os padrdes de
absorcdo de F-FDG no mesmo individuo magro em

exposicdo ao frio e em termoneutralidade. Adaptada
referéncia 6.
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Figura 12 — Amostra corada com hematoxilina e eosina (Painel A)
identifica o citoplasma granular contendo mitocondrias e Vvérias
vacutolos de gordura, que séo caracteristicas do TAM, e um Unico
vacuolo lipidico grande em cada célula de gordura branca. Uso de
imunofluorescéncia com anticorpo para a UCP-1 (Painel B) mostra
imunomarcacdo positiva para UCP-1 (verde) em TAM, sem
marcacdo no tecido adiposo branco. Adaptada referéncia 6.

39
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Cypess et al.!® analisaram 3640 exames previamente gravados de 1972
pacientes de ambos 0s sexos que haviam sido submetidos a combinacdo de PET-TC
com ®F-FDG. A atividade do TAM foi identificada em 8% das mulheres e 3% dos
homens, com relacdo aproximada de 2:1. O TAM foi inversamente correlacionado com
idade, temperatura ambiente no momento do mapeamento, uso de beta-bloqueadores e
IMC. Os resultados foram observados principalmente em pessoas mais Vvelhas,

sugerindo papel do TAM no metabolismo humano adulto.

Figura 13 — Quantidade e a atividade do tecido adiposo marrom em regiGes de interesse,
demarcadas com contorno vermelho nas imagens obtidas por PET (A), TC (B), e a combinacéo

de PET-TC (C), que incluiu a regido cervical, supraclavicular, e mediastino superior. Adaptada

referéncia 184.

Em seguimento aos estudos, Vijgen et al.®® da Maastricht University da
Holanda avaliaram a atividade do TAM e o papel na termogénese induzida pelo frio a
16°C em 15 individuos com obesidade morbida. A média de peso corporal era de
124417 Kg, o IMC de 42+4 Kg/m?, a idade de 39+8 anos e o percentual de gordura
corporal de 49+5%. O método de densitometria por dupla emissdo de raios-X (DEXA)
para avaliacdo da composicao corporal foi utilizado. Esse método permite mensuragédo
da medida de massa 0ssea, massa de gordura e massa magra. Resultados indicaram que
0 TAM explica 64% da variagdo do IMC (r=0,8; P<0,001) e que a composic¢ao corporal
explica 60% (r=0,75; P<0,001) da variacdo do IMC. Em individuos com obesidade
morbida, a termogénese induzida pelo frio combina com reduzida atividade do TAM.
Trés individuos dentre os 15 com obesidade morbida apresentaram atividade do TAM
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induzida pelo frio (Figura 14). Os autores concluiram que a atividade do TAM esta

altamente correlacionada com IMC e percentagem de gordura corporal.

Figura 14 — Imagem dos 15 individuos com obesidade morbida avaliada por PET. Trés

individuos do sexo feminino indicados por retingulo vermelho apresentam aumento da

atividade do TAM na &rea supraclavicular. Adaptada referéncia 185.
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Figura 15 — Combinacdo de PET-TC mostra a
captacido de F-FDG no TAM supraclavicular.
Individuo com obesidade morbida com maior
atividade do TAM. Adaptada referéncia 185.

Comentéario da Nature, de 2009'®, tem o subtitulo: Para perder peso, vocé

preferiria dieta, exercicio ou se sujeitar a baixas temperaturas? A Ultima opcdo indica

gue humanos adultos tem TAM, queimador de calorias em resposta ao frio.

ec:do adiposo

Figura 16 — Distribuicdo do TAM e a relagéo com
grau de adiposidade. Adaptada referéncia 186.
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Beaudry et al.’®" avaliaram em camundongos o efeito cronico de quatro semanas
de exposicdo continua a hipoxia hipobarica equivalente a 13,3% de O, ao frio de 5°C
e a combinacdo dos dois fatores. Os grupos de animais foram comparados a animais
controles normadxicos-termoneutros a 28°C. A expressdo do mRNA da UCP-1 foi 49%
menor nos animais do grupo hipoxia e 58% maior no grupo exposto ao frio quando
comparados ao grupo controle. Os autores concluiram que o TAM em ambiente frio é
vantajoso para a termorregulacédo, e desvantajoso em condicdes de hipdxia, pois leva a

aumentos de despesas desnecessarias de energia.
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ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

O projeto de pesquisa de numero 09-356 foi submetido em 15-07-2009 e
aprovado em 03-09-2009, pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (CEP — HCPA). Os animais utilizados neste estudo foram mantidos em
conformidade com as diretrizes do Manual sobre Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério do National Research Council.*®®

JUSTIFICATIVA

Os mecanismos da associacdo AOS-obesidade ainda s&o desconhecidos. A
obesidade pode participar como fator predisponente da AOS, como consequéncia, ou
ambos.’® A reducdo do peso corporal de animais expostos ao modelo de apneia do sono

pode estar envolvida nesse mecanismo. Tecido adiposo marrom também pode ter papel

190 191,192,193,194

no desenvolvimento da obesidade™", assim como altos niveis de leptina e
baixos niveis de adiponectina'® encontrados em pacientes com AOS.

Ha deficiéncia na literatura sobre a reducdo de peso corporal de animais
expostos a hipdxia intermitente isocapnica, simulando apneia do sono. Dessa forma, o
presente estudo examinou quatro fatores envolvidos na relagdo entre perda de peso e
apneia do sono: 1) a expressdo da proteina responsavel pela termogénese corporal,

niveis plasmaticos de 2) leptina, 3) adiponectina e 4) cortisol.
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HIPOTESE

Perda de peso corporal por exposicdo a hipoxia intermitente isocapnica pode
ocorrer por diminuicdo da expressdo do mRNA da UCP-1 do tecido adiposo marrom e
dos niveis circulantes de adiponectina, bem como por aumento dos niveis de leptina e

cortisol.

OBJETIVOS

Geral:

Avaliar, em camundongos, os mecanismos da perda de peso sob efeito de

hipdxia intermitente isocapnica.

Especificos:

Avaliar o efeito da hipoxia intermitente isocapnica sobre os niveis séricos de leptina.
Avaliar o efeito da hipOxia intermitente isocdpnica sobre os niveis séricos de
adiponectina.

Avaliar o efeito da hipoxia intermitente isocapnica sobre os niveis séricos de cortisol.
Avaliar o efeito da hipdxia intermitente isocapnica sobre a expressdo da proteina

desacopladora 1.
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ABSTRACT

Study Objectives: To test the hypothesis that an isocapnic intermittent hypoxia model
of obstructive sleep apnea affects the white and brown adipose tissue physiology,
particularly, leptin, adiponectin, and uncoupling protein-1 (UCP-1).

Design and Intervention: Balb/c mice were exposed either to intermittent hypoxia or
to sham intermittent hypoxia. During 8 hours daily, the model alternated 30 seconds of
normoxia with 30 seconds of progressive cage hypoxia to a nadir of 9%z=1 oxygen
concentration.

Measurements and Results: After 37 days, brown adipose tissue (BAT) was dissected
and immediately frozen. UCP-1 mRNA expression in BAT was measured by real-time
PCR. Leptin, adiponectin, and cortisol levels were quantified by ELISA. The hypoxia
group consumed significantly less chow than the sham group and gained less body
weight. BAT weight was reduced in hypoxia group. Microscopic observation and
measurement demonstrated a significant decrease in size of white and brown
adipocytes. Leptin and cortisol levels did not differ significantly between the groups.
Adiponectin levels in the hypoxia group were significantly lower (84.3+6.2 pg/mL) than
in the sham group (116.9+12 pg/mL; P=0.02). Median [25-75 percentiles] UCP-1
MRNA expression in the hypoxia and sham groups were, respectively, 0.0007 [0.0002-
0.66] and 1.33 [0.49-11.94] (P=0.006).

Conclusion: An intermittent hypoxia model of sleep apnea reduces food intake, weight
gain, adiponectin levels, and UCP-1 mRNA expression. These original results are in
contrast with the increased propensity to obesity in apnea patients and generate the
hypothesis of a role of intermittent hypoxia in the reduced BAT activity observed in

individuals with obesity.

Keywords: isocapnic intermittent hypoxia, leptin, adiponectin, cortisol, uncoupling

protein-1.
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INTRODUCTION

OBSTRUCTIVE SLEEP APNEA (OSA) LEADS TO SLEEP
FRAGMENTATION AND INTERMITTENT HYPOXIA (IH).}? Similar effects are
obtained in animal models utilizing IH to simulate OSA.>* Changes in adipose tissue
metabolism®’ and weight gain are associated with OSA®*° and with sleep time
restriction.’®? Weight loss has been reported in IH models of OSA utilizing rats and
mice.’**" Several mechanisms could explain weight loss under IH. Either reduction of
food intake or increase of energy expenditure can be implicated.

Reduction of food intake may occur due to increase of appetite-reducing
adipokines as leptin'®. Higher leptin levels have been described in animals exposed to
IH during 5 days™ and 4 weeks.!” Evidence that adiponectin has a role in controlling
food intake is less convincing although adiponectin levels are negatively correlated with
obesity.?

Impairment of the energy-sparing mechanism of non-shivering thermogenesis
may cause increased energy expenditure. Brown adipose tissue (BAT) and its
uncoupling protein 1 (UCP-1) are present and functioning in small mammals®* and in
the majority of adult humans.??* Individuals with obesity show null or low BAT
activity. No study investigated presence of OSA in cases with low BAT activity or BAT
activity in OSA patients.

In animals exposed to isocapnic intermittent hypoxia, BAT wet weight is
reduced"®**, possibly reflecting functional decline of the energy saving mechanisms. No
references were found on the response of UCP-1 to isocapnic intermittent hypoxia.

We hypothesized that an isocapnic intermittent hypoxia model of sleep apnea
changes the physiology of leptin, adiponectin, cortisol, and UCP-1. The purpose of this
study was to examine some of the mechanisms of weight loss under isocapnic

intermittent hypoxia, regarding the main adipokines and UCP-1.

METHODS
Animals

Two groups of two-month-old male Balb/c mice were studied: 12 mice
submitted to 37 days of hypoxia, and 11 mice, submitted to 37 days of sham. Groups
were housed under temperatures ranging between 22.5 and 24.5°C and received

standard mice chow and water ad libitum. The experiment was approved by the
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Institutional Ethics Committee and followed the “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”.®

The mice were weighed at the baseline, and every four days until the end of the
experiment in a scale with precision of 0.01 g (Marte, model AS 5500C). The food was
weighed daily to estimate consumption. The nasal-anal length was measured with a

ruler under anesthesia at the beginning and end of the experiment.

Isocapnic Intermittent Hypoxia System

During 37 days, 8 hours a day, from 9 a.m. to 5 p.m., in the lights on period, the
animals were placed in the isocapnic intermittent hypoxia system. A mixture with 92%
nitrogen and 8% CO, was released in the hypoxia chamber, for 30 seconds. The gas
mixture progressively reduced the inspired oxygen fraction from 21% to 9+1% and
increased the CO, fraction to 5+1%. Subsequently, a fan insufflated room air into the
chamber for 30 seconds, restoring the oxygen fraction to 21%. Each hypoxia/normoxia
cycle lasted for 60 seconds; in 8 hours, 480 periods occurred or 60 per hour. The sham
group remained in an adjacent cage and underwent the same fan activity as the hypoxia
group, but no gas mixture entered the cage in the hypoxia cycle. Gas insufflation and
fan activity reduced temperature in the hypoxic cage by 0.2+0.3°C, as compared to the
normoxic cage that reduced 0.1+0.2°C. Temperature in the cage was measured by fast-
response thermometers at three cage locations. Deflectors were used to prevent wind
chill effect.

Removal of Tissues, Organs, and Blood

When deep anesthesia was confirmed, mice were exsanguinated while blood
samples were collected from the retro-orbital sinus®® into heparinized capillary tubes.
Interscapular BAT, epididymal fat, heart, liver, and brain used to establish tissue
weights were dissected with fine-tipped scissors and tweezers and extracted. All these
tissues were weighed while wet in a digital scale with precision of 0.0001 g (Bel
Engineering, Italy). The blood samples were centrifuged at 5,000 rpm for 5 min to
obtain sera that were used to hormonal analysis. Serum and BAT were placed in
microtubes, frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until the moment of analysis.
Other tissues were fixed during 24 hours in 10% formalin, and blocked in paraffin for

future processing.



68

Histological Examinations

Sections of formalin-fixed tissue specimens were stained with hematoxylin-eosin
and examined light microscopically. The average diameter of adipocytes of each mouse
was calculated from about of 100 cells by lamina. The cell diameter was measured
using Image-Pro Express 5.1 software (Media Cybernetics - Bethesda, EUA). From the
mean cell diameter, assuming that the adipocyte is spherical, the area and mean cell

volume were calculated.?’

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Leptin and adiponectin quantitative determination was done using Invitrogen
mouse Kits (Camarillo, CA, USA). The minimum detectable dose of mouse leptin and
adiponectin is 50 pg/mL. Absorbance (OD) was measured at 450 nm. Cortisol was
quantified utilizing Enzo Life Sciences assay (Farmingdale, NY, USA). The minimum
detectable dose of mouse cortisol is 56.72 pg/mL. Absorbance (OD) was measured at
405 nm. All samples were analyzed using an Anthos microplate reader (Hamburg,

Germany).

RNA Preparation, cDNA Synthesis and Quantitative Real-Time PCR of the UCP-1

The BAT samples that were used for real time PCR were immediately frozen
and were not dissected or weighed. At the laboratory, the BAT was unfrozen,
immediately dissected, and homogenized in optimized phenol/guanidine-based lysis
solution. Total RNA was isolated using QIAzol and the RNeasy Lipid Tissue Kit
(QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). RNA was quantified and the quality tested by
photometric measurement on a Nanodrop apparatus (Wilmington, DE, USA). Only
highly purified RNA (A260/A280>1.95) was used. cDNA synthesis was performed
using the SuperScript™ III/RNaseOUT™ Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). The cDNA was stored at -20°C and diluted in DNase-free water (1:20) before
relative quantification of UCP-1 by real-time PCR. The primers used for UCP-1
expression had the  following sequences: UCP-1 forward: 5’-
CGACTCAGTCCAAGAGTACTTCTCTTC-3’; reverse: 5’-
GCCGGCTGAGATCTTGTTTC-3”, B-actin forward: 5-
GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT-3’; reverse: 5-ATATCGTCATCCATGGCGAAC-3.
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Detection of the PCR products was achieved with SYBR® Green | (LGC
Biotecnologia, SP, Brazil) in a final volume of 25 pl, containing 1 uM of both primers,
1x SYBR Green MIX, and variable amounts of cDNA templates. The program profile
used for UCP-1 and B-actin amplification was the following: 95°C for 2 min, 40 cycles
of denaturation for 30 sec at 95°C, annealing for 15 sec at 60°C and extension for 30 sec
at 60°C. Thermal cycling was performed in a Mx3000P™ real-time PCR system
Stratagene Thermocycler (Agilent Technologies, Inc. Life Sciences and Chemical
Analysis Group, Santa Clara, CA USA). Data were analyzed with the accompanying
software MX PRO System Software, using 2AACt formula.”®

Data Analysis

The data were expressed as mean + standard deviation in table and mean * one
standard error of mean in figure. Medians and percentiles [25th-75th] were utilized to
express non-normally distributed data. To evaluate differences of normally distributed
variables, paired t-test or Student’s t test, were employed. The food intake in the groups
was adjusted for body weight using generalized estimating equations.?*!, followed by
pairwise comparisons in Bonferroni’s sequential adjustment method. Mann-Whitney U
test was used to evaluate difference in the body weight gain between groups. Statistical
significance was assumed if the probability of alpha error was <0.05. Statistical analysis
was performed using the SPSS for Windows, version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

RESULTS
Food Intake and Body Weight

The mice in the hypoxia group ingested significantly less chow when compared
to sham group, even after adjusting by body weight. Body weight gain of the hypoxia
group was lower significantly than sham group. The hypoxia group gained 7% (2.19)
and o sham group gained 10% (3.3g) of the body weight during the 37 days of

experiment (Table 1).
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Nasal-Anal Length, Epididymal Fat, Organs Wet Weights, and Brown Adipose
Tissue

The groups had similar increase of about 0.5 cm in nasal-anal length from day 1,
to day 37 (6% increase; all paired-t P<0.002). There were no difference between groups
on epididymal fat and heart wet weights. Organs with statistically significant difference
after the adjustment by body weight were liver and brain. Liver weight in the hypoxia
group was lighter that liver weight in sham group (— 10%; P<0.001) while brain weight
was heavier in the hypoxia group than in the sham group (13%; P<0.001). BAT weight
was smaller in hypoxia group compared to sham group even when whole animal weight
was considered (— 9%; P<0.001) (Table 1). Specimens stained with hematoxylin and
eosin (Figure 1) cytoplasm containing mitochondria and multiple fat vacuoles, which

are characteristic of BAT, and a single large lipid vacuole in each white fat cell.

Histology of White Adipose Tissue and Brown Adipose Tissue

Figure 1 shows the histology of BAT and white adipose tissue (WAT).
Interscapular BAT consisted of multilocular adipocytes in both hypoxia and sham
groups, but with apparently larger lipid droplets in sham group (Figure 1A). In
epididymal WAT, all the adipocytes were unilocular (Figure 1B), and hypoxia group
decreased their size compared to sham group (130£28 vs. 161+29um in diameter,
P<0.001) as well as the cell volume (1.3x10® vs 2.4x10°cm?®, P<0.001).

Serum Leptin, Adiponectin, and Cortisol Levels

Leptin, adiponectin, and cortisol serum levels were compared between the
groups (Figure 2). Hypoxia group did not change significantly leptin (Figure 2A) and
cortisol levels (Figure 2C) compared with sham group. The adiponectin (Figure 2B) in
the hypoxia group was significantly lower compared with sham group (P=0.02),
indicating that isocapnic intermittent hypoxia system did play a role changing the levels
of this adipokine.

Expression of UCP-1 mRNA in Brown Adipose Tissue

Data of UCP-1 mRNA expression were expressed as box plots showing the
median and percentiles [25th-75th] (Figure 2, panel D). Expression of UCP-1 mRNA in
the animals of the hypoxia group was 0.0007 [0.0002-0.66], and of the sham group was
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1.33 [0.49-11.94] (P=0.006). In relative terms, the BAT of the sham group had 1 copy
of MRNA per cell for each 0.11 copies of the hypoxia group.

DISCUSSION

The present study shows that isocapnic intermittent hypoxia reduces food intake,
body weight gain, adiponectin levels, and mRNA UCP-1 expression in mice. In contrast
with earlier reports and with ongoing experiments in our laboratory, no body weight
reduction was noticed in the present study.

It was previously shown that during 21 days decreases 4% the body weight of
Wistar rats'® and that isocapnic intermittent hypoxia during 35 days causes a 17%
reduction of body weight in Balb/c mice.*® The difference in results may be due to the
mice being young, still in a growing phase, indicated by the significant increase in
nasal-anal length. Another reason can be the hypoxia nadir of 9% in the present study,
less severe as compared to the previous experiments that reduced inspired oxygen to
7%. It has been shown that inspired oxygen of 10% does not cause weight loss while a
nadir of 5% causes."’

The body weight gain during the 37 days of experiment was significantly lower
in the hypoxia group (7%) than in the sham group (10%, P=0.04). All groups were
receiving the same standard chow and water ad libitum but the hypoxia group ingested
significantly less food than the sham group (Table 1). Considering that the same reasons
for a lesser weight gain - increased calorie expenditure and/or decreased calorie
ingestion — are present in weight loss, the present results are acceptable to confirm our
previous findings of weight loss.

Increased caloric output may be due to reduction of BAT quantity and/or UCP-1
activity, as confirmed in the present study.’*'* The animals from which BAT was
dissected to be weighed were not the same that provided BAT used for determination of
MRNA expression. The BAT used for mRNA was immediately immersed in liquid
nitrogen to avoid post-mortem functional changes. The UCP-1 mRNA expression was
virtually abolished in the hypoxia group. This may cause higher energy expenditure,
since non-shivering thermogenesis mediated by UCP-1 is an energy-saving mechanism.
The UCP-1 relative protein content after 4 weeks under continuous hypobaric hypoxia
(480 mmHg ambient pressure) is similar to control. The UCP-1 relative mRNA

expression, however, was about half of the expression in controls.® In the present study
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the relative mRNA expression is 0.11, reduced in nine fold compared to sham group.
This suggests that isocapnic intermittent hypoxia 8 hours/day is a more potent inhibitor
of UCP-1 expression than constant hypoxia and that an overriding inhibition by hypoxia
persists even after two weeks of recovery.

The diminished UCP-1 expression explains previous observations in
experimental animals but does not offer mechanistic explanation for what is seen in
humans with OSA. In 2009, the doubts regarding the existence of BAT activity in
humans have been dissipated. Three studies presented clear evidence of the
functionality of BAT in adults by use of integrated positron-emission tomography and
computed tomography (PET-CT) with **fluorine-fluorodeoxyglucose (**F-FDG).
Repeated immersion of one foot in cold water, causes a 15-fold increase in *F-FDG
uptake in the supraclavicular region in all individuals.?* Lichtenbelt et al.?* observed
BAT activity in 23 of 24 individuals at ambient temperature of 16 °C, but not at 22 °C.
BAT activity in the lean group was more than four times higher than in the overweight
and obese group. ®F-FDG uptake was negatively correlated with percentage of body fat
and positively with resting metabolic rate. ®F-FDG-PET/CT diagnostic screening of
1,972 patients performed for various medical reasons showed BAT activity in 7.5% of
women and 3.1% of men. Moreover, women had a greater BAT mass, which captured
more ®F-FDG.

A higher brain weight and a lower liver weight in the hypoxia group are also
relevant findings. Brain is heavier in the hypoxia group probably due to edema or

3334 and increases brain

35-38

increased brain capillary density. Hypoxia causes brain edema
capillary density as a mechanism to compensate tissue oxygenation.
Liver weight is correlated with dietary restriction.>**° The lower liver weight
was, therefore, expected vis-a-vis the lower food ingestion in the hypoxia group.
Leptin reduction was expected since it is secreted in proportion with the body fat

content!®442

acting on the hypothalamus to reduce appetite and induce energy
expenditure.”® Leptin, however, is increased in OSA®*, independently of obesity. In
mice model of OSA, moderate chamber hypoxia to a nadir of 10%"" provoked neither
change in leptin levels nor weight loss, as in the present study. Only severe hypoxia to a
nadir of 5% increased leptin and was associated with weight loss. Increased leptin levels
may be related to abnormal sympathetic activity. OSA creates a vicious cycle where

weight gain, aggravates breathing cessation, daytime sleepiness, and leads to additional
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weight gain.**" This cannot be reproduced in the animal model, being one possible
reason for the weight gain in humans and weight loss in rodents.

In contrast to leptin, adiponectin levels are negatively correlated with obesity.?
Adiponectin also circulates in plasma at a much higher concentration than leptin. Data

suggest that adiponectin is protective against the development of type 2 diabetes*®*,

%152 and anti-

glucose intolerance, and dyslipidemia®, as well as have anti-atherogenic
inflammatory>® properties. However, the evidence that adiponectin has a role in
controlling food intake is less convincing. Although, ectopic overproduction of
adiponectin can reduce food intake in high-fat-fed rats, preventing the development of
obesity®*, food intake in adiponectin knockout mice is no different from that seen in
wild-type littermates.® Our data suggest either positive or null correlation of
adiponectin levels with food intake, since the serum levels of this hormone were
reduced and the animals exposed to isocapnic intermittent hypoxia diminished food
consumption. Reasons for lower serum adiponectin may be: 1) enhanced activity of the
sympathetic nervous system;*®°’ 2) increased levels of interleukin-6;"° 3) higher
levels of tumor necrosis factor-alpha.®®®* Adiponectin is a hormone secreted exclusively
by adipocytes. It is reduced in diseases linked to obesity and OSA, including coronary

6264 6567 and chronic inflammation.®®®° Reduction of
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artery disease’ ™", type 2 diabetes,

adiponectin levels was expected based on the data in OSA patients without,
however, the data containing a clear connection with weight control. OSA alters
adiponectin and leptin secretion.’*"

The potential of intermittent hypoxia to elevate cortisol levels has not been
confirmed. Comparable levels of serum cortisol have been reported in OSA and control
patients.” In healthy volunteers exposed to intermittent hypoxia during 5 hours’ no
change of cortisol levels was reported. The present negative result agrees with the
existing evidence.

The present study tested four possible contributors in the weight control system
of rodents that might help to explain the weight loss under intermittent hypoxia. Two
possible influences of interest for the research question were observed. The nine-fold
reduction of UCP-1 expression may be a reason for weight loss in small animals, as it
may lead to increases in energy expenditure. Reduction of adiponectin levels may affect

the weight control. None of these two factors, however, explain the consistently lower
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food ingestion in the hypoxia group. This finding is difficult to be translated to humans

since patients with OSA show weight gain.
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TABELA E FIGURAS DO ARTIGO

Table 1 — Means and standard deviations of body weight, food intake, and weight of tissues in the studied
groups of mice.

Sham Isocapnic
Intermittent Intermittent
Hypoxia Hypoxia
Body weight, g Day 1 31.95+1.81 29.22+1.92
Day 37 35.20+2.05* 31.28+£2.59*
Food intake, g Day 1 5.99+0.57 5.07+0.58"
Day 37 6.07+0.82 5.33+0.31"
BAT, g 0.038+0.003 0.030+0.003"
BAT/body weight, % 0.174+0.034 0.159+0.019"
Epididymal fat, g 0.5+0.2 0.5+0.1
Ep'dljvy:gar::i;/b()dy 1.3+0.5 1.5+0.3
Heart weight, g 0.3+0.04 0.2+0.02
Heart weight/body
weight, % 0.7+0.1 0.7+0.1
Liver weight, g 1.7+0.3 1.440.1"
Liver weight/body +
weight, % 4.9+0.6 4.4+0.3
Brain weight, g 0.5+0.03 0.5+0.04
Brain weight/ body 14501 16501"

weight, %

Significance of differences between day 1 and day 37 in body weight and food intake was calculated using
generalized estimating equations. BAT - brown adipose tissue, epididymal fat and others organs firstly
were weighted (g) and after were corrected by body weight, which was calculated: division organ weight by
body weight, multiplied by 100, signify the percentage in relation to body weight. *P<0.05; Significantly
different from Day 1. "P<0.05; Significantly different from sham intermittent hypoxia.
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Sham Intermittent Hypoxia Isocapnic Intermittent Hypoxia
.,'9»’3"4"" 2"‘& ) 7 b

-t?'.

Figure 1 — Histological features of BAT and WAT. Interescapular BAT (A) and
epididymal WAT (B) of mice submitted to isocapnic intermittent hypoxia and sham
intermittent hypoxia were stained with hematoxylin and eosin. BAT: brown adipose

tissue; WAT: white adipose tissue.
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Figure 2 — Means and one standard error mean of studied variables by groups: A-
Leptin levels showed no significant difference between groups; B- Adiponectin levels
were significantly lower on the hypoxia group, compared with sham group; C: Cortisol
levels showed no significant difference between groups. Box-plot of UCP-1 mRNA
expression, in which the horizontal lines illustrate the 25th, 50th, and 75th percentiles
and the error bars represent the 10th and 90th percentiles: D- In the hypoxia group
expression of UCP-1 was strongly suppressed. The P values for multiple comparisons

were calculated by the Mann-Whitney test.
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