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Resumo

Objetivo: Investigar o efeito da hipoxia intermitente com um modelo de apneia obstrutiva do sono (AOS) sobre
a expressdo de wncoupling protein-2 (UCP2), assim como sobre perfis glicémicos e lipidicos, em camundongos
C57BL. Métodos: Camundongos C57BL machos foram expostos a hipoxia intermitente ou hipdxia simulada (grupo
controle) 8 h/dia durante 35 dias. A condicdo de hipdxia intermitente envolveu a exposicdo dos camundongos
a uma atmosfera de 92% de N e 8% de CO, por 30 s, com redugéo progressiva de fragdo de O, inspirado até 8
+ 1%, seguida por exposicdo a ar ambiente por 30 s e repeticdes do ciclo (480 ciclos no periodo experimental
de 8 h). Os péncreas foram dissecados para isolar as ilhotas. Foi realizada PCR em tempo real utilizando o
método TagMan. Resultados: A expressio do mRNA da UCP2 nas ilhotas pancredticas foi 20% maior no grupo
controle que no grupo hipdxia (p = 0,11). A insulina sérica de jejum foi maior no grupo hipoxia do que no grupo
controle (p = 0,01). O modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina indicou que, em comparagio
com os camundongos controle, aqueles expostos a hipdxia intermitente apresentaram 15% menor resisténcia
a insulina (p = 0,09) e 21% maior func¢io das células beta (p = 0,01). A coloracio das ilhotas pancreaticas por
imuno-histoquimica ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos em termos da drea ou da intensidade
das células alfa e beta, marcadas por insulina e glucagon. Conclusdes: Segundo nosso conhecimento, esta é a
primeira descricdo do efeito da hipoxia intermitente sobre a expressdo da UCP2. Nossos achados sugerem que
UCP2 regula a producéo de insulina na AOS. Futuras investigacdes sobre o papel da UCP2 no controle glicémico
em pacientes com AOS séo justificadas.

Descritores: Glicemia; Sindromes da apneia do sono; Pancreas; Células secretoras de glucagon.

Abstract

Objective: To investigate the effect of intermittent hypoxia—a model of obstructive sleep apnea (OSA)—on
pancreatic expression of uncoupling protein-2 (UCP2), as well as on glycemic and lipid profiles, in C57BL mice.
Methods: For 8 h/day over a 35-day period, male C57BL mice were exposed to intermittent hypoxia (hypoxia
group) or to a sham procedure (normoxia group). The intermittent hypoxia condition involved exposing mice
to an atmosphere of 92% N and 8% CO, for 30 s, progressively reducing the fraction of inspired oxygen to 8
+ 1%, after which they were exposed to room air for 30 s and the cycle was repeated (480 cycles over the 8-h
experimental period). Pancreases were dissected to isolate the islets. Real-time PCR was performed with TagMan
assays. Results: Expression of UCP2 mRNA in pancreatic islets was 20% higher in the normoxia group than
in the hypoxia group (p = 0.11). Fasting serum insulin was higher in the hypoxia group than in the normoxia
group (p = 0.01). The homeostasis model assessment of insulin resistance indicated that, in comparison with the
control mice, the mice exposed to intermittent hypoxia showed 15% lower insulin resistance (p = 0.09) and 21%
higher pancreatic 3-cell function (p = 0.01). Immunohistochemical staining of the islets showed no significant
differences between the two groups in terms of the area or intensity of a- and B-cell staining for insulin and
glucagon. Conclusions: To our knowledge, this is the first report of the effect of intermittent hypoxia on UCP2
expression. OQur findings suggest that UCP2 regulates insulin production in OSA. Further study of the role that
UCP2 plays in the glycemic control of OSA patients is warranted.
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Introducao

A apneia obstrutiva do sono (AOS) ¢
caracterizada pelo colapso recorrente da faringe
durante o sono. Cada evento apneico resulta em
dessaturacdo de oxigénio e, ocasionalmente, em
microdespertar, causando hipoxia intermitente,
estresse oxidativo e fragmentacdo do sono." Até
32% da populagdo adulta é acometida pela AOS.?

Diversos desfechos cardiovasculares e
metabdlicos tém sido atribuidos a AO0S.®)
A sindrome metabolica compartilha varias
caracteristicas com a AOS, incluindo obesidade,
hiperlipidemia, hipertenséo e resisténcia a insulina,
que podem estar implicadas em maior risco de
doenca cardiovascular.*-® Em pacientes com
AQS, pode-se melhorar a sindrome metabdlica
por meio de tratamento com pressdo positiva
continua nas vias aéreas,” indicando uma relacio
causal entre as duas condicdes.

Modelos experimentais que submetem animais
a hipoxia intermitente sdo utilizados para estudar
as consequéncias da AOS. Ha relatos de resisténcia
a insulina e de alteragdes metabdlicas apds
exposicdo a esses modelos.!*'" Os mecanismos
subjacentes as alteragdes induzidas pela hipoxia
intermitente no metabolismo da glicose ainda
ndo foram totalmente explorados.

A uncoupling protein-2 (UCP2) é um regulador
negativo da secrecio de insulina das células beta
pancreaticas.">'¥ As UCPs, localizadas na membrana
mitocondrial intera, translocam prétons do espago
intermembranar para a matriz mitocondrial. Os
prétons que vazam através de uma UCP nio podem
mais ser utilizados para conduzir a rotagcdo da ATP
sintase, e, assim, esse vazamento de protons diminui
a geracdo de ATP. Ao reduzir a sintese de ATP,
a UCP2 regula a secrecdo de insulina estimulada
por glicose.™ Os radicais livres gerados durante a
hipoxia-reoxigenacdo na apneia do sono podem
desempenhar um papel regulador nas células beta
pancreaticas.'® Essa é a fundamentacéo para a
investigacdo de uma possivel relacdo apneia-UCP2.

Em virtude das proporcdes epidémicas que o
diabetes e a AOS estdo assumindo, ha interesse em
entender a interacio entre essas duas condicdes.
Em uma extensa pesquisa da literatura, ndo
encontramos nenhuma referéncia a regulacio
molecular da secrecdo de insulina na AOS. Nossa
hipotese era que a hipoxia intermitente alteraria
a expressdo da UCP2. Portanto, investigamos
o efeito da hipoxia intermitente na expressao
da UCP2 pancreatica em camundongos C57BL.
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Metodos
Animais e hipoxia intermitente

Foram avaliados 36 camundongos C57BL
machos, em dois grupos: um grupo exposto a
hipdxia intermitente (grupo hipdxia, n = 18)
e outro submetido a hipdxia simulada (grupo
controle, n = 18). Todos os camundongos tinham
8-9 semanas de idade no inicio do estudo. Todos
os procedimentos foram realizados de acordo
com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais
de Laboratorio,'” e o protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em Porto
Alegre, RS (Protocolo n° 09-300).

Grupos de 6 camundongos permaneceram
alojados em condicdes de temperatura controlada
(22,5-24,5°C), em ciclo claro-escuro de 12 h (luzes
acesas as 7h00), e receberam racdo padrio para
camundongos e agua a vontade. Utilizando uma
balanca de precisdo com resolucdo de 0,01 g
(AS 5500C; Marte Cientifica, Sdo Paulo, Brasil),
pesamos os camundongos no inicio do estudo
e, posteriormente, a cada 3 dias, até o final do
experimento. As ra¢do padrdo em cada gaiola
foram pesadas diariamente, para quantificacdo
da ingestdo de alimentos.

Ao longo de 35 dias, durante 8 h por dia no
periodo de luzes acesas (das 9h00 as 17h00), os
camundongos foram colocados no sistema de
hipoxia intermitente. Na condicido de hipoxia
intermitente, uma mistura de gas composta por
92% de nitrogénio e 8% de CO, foi administrada
na camara de hipdxia por 30 s, progressivamente
reduzindo a fragdo inspirada de oxigénio (FiO,)
de 219 para um nadir de 8 + 1%. Em seguida,
um ventilador moveu ar ambiente para dentro da
camara por 30 s, restaurando a FiO, para 21%
em 5 s. Portanto, cada ciclo de hipoxia/normoxia
teve a duragio de 60 s (60 ciclos/h), para um
total de 480 ciclos de hipoxia durante o periodo
de 8 h. Na condicdo controle (normoxia; hipdxia
simulada), os camundongos permaneceram alojados
em uma gaiola adjacente e foram expostos aos
mesmos ciclos de ventilador desligado/ventilador
ligado, embora nenhuma mistura gasosa tenha
sido administrada na cdmara em momento algum.

No final do periodo experimental, os animais
foram submetidos a jejum de 6-10 h e, em sequida,
foram anestesiados por injecdo intraperitoneal
de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg).
Apds a confirmagdo da anestesia, amostras de
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sangue foram coletadas do seio retro-orbital. A
sangria dos camundongos foi realizada durante
o procedimento. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min a 4°C
para obtencdo das amostras de soro. Os pancreas
de 12 camundongos por grupo foram dissecados,
extraidos, embebidos por 24 h em cinco volumes de
reagente de armazenamento de tecido (RNAlater®;
Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX, EUA) e
armazenados a 4°C por toda a noite, sendo em
seguida congelados a —80°C até a analise. Os
pancreas de 6 camundongos por grupo foram
fixados em formalina a 10% por 24 h e incluidos
em parafina para processamento futuro.

PCR em tempo real para UCP2,
imuno-histoquimica das ilhotas e
ensaios bioquimicos

Os pancreas foram descongelados, dissecados
para isolar as ilhotas e homogeneizados em solucido
otimizada a base de guanidina/fenol para lise. O
RNA total foi isolado utilizando-se solucio reagente
TR1 (Applied Biosystems/Ambion). A quantificacio
e teste de qualidade do RNA foram realizados
por medicdo fotométrica em espectrofotometro
(ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, EUA). Utilizando-se um kit de transcricio
reversa High Capacity cDNA (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), cDNA foi sintetizado a
partir de 2 pg de RNA altamente purificado
(A260/A280 > 1,95). O cDNA foi armazenado
a —20°C e diluido em agua livre de DNase
(1:100) antes da quantificacio relativa por PCR
em tempo real. A andlise de expressdo génica
foi realizada utilizando-se o método TagMan
para o gene UCP2 (Mm00627598_m1; Applied
Biosystems), com as seguintes sequéncias de
primers. forward, 5'-ACAAGACCATTGCACGAGAG-3’
e reverse, 5'-ATGAGGTTGGCTTTCAGGAG-3'. Os
resultados foram normalizados para expressdo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, do
inglés giyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).
A ciclagem térmica foi realizada em sistema de PCR
em tempo real (StepOne™; Applied Biosystems).

A expressio génica foi quantificada
utilizando-se 0 método 2-AACt (ciclo limiar).(®
Cada amostra foi analisada em duplicata, e o
valor de ACt foi obtido subtraindo-se o valor
de Ct do GAPDH do valor de Ct do gene UCP2.
Para o calculo da diferenca entre os grupos,
a média do valor de ACt obtida para o grupo
controle foi utilizada para o cdlculo de AACt
do gene (2-AACt).
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Os pancreas incluidos em parafina foram
cortados em seccdes de 5 pm. As seccdes foram
montadas em 1dminas de vidro, revestidas com
3-aminopropiltrioetoxisilano, desparafinizadas em
xileno (duas mudancas, 5 min cada) e reidratadas
em uma série graduada de etanol (quatro lavagens
sucessivas), sendo em seguida imersas em agua
destilada e PBS. Para a recuperacdo antigénica,
as laminas foram imersas em tampéo citrato de
sodio a 10 mM, pH 6,0, aquecidas em micro-
ondas por 21 min e resfriadas até a temperatura
ambiente. Para inibicdo da atividade da peroxidase
endogena, as 1aminas foram imersas duas vezes
em perdxido de hidrogénio a 5% por 15 min. Os
sitios ndo especificos de ligacdo de anticorpos
foram bloqueados com leite em po desnatado
a 5% diluido em PBS por 20 min. A marcagido
imuno-histoquimica para células beta e alfa foi
realizada utilizando-se o anticorpo policlonal anti-
insulina de porquinho-da-india (A0564, diluicio de
1:200; Dako, Carpinteria, CA, EUA) e o anticorpo
policlonal anti-glucagon de coelho (GA 1181,
1:4.000; Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
EUA), respectivamente. Apos trés lavagens, em agua
corrente, dgua destilada e PBS, respectivamente,
as laminas foram incubadas por 1 h em cdmara
de umidade a temperatura ambiente. Foram entdo
lavadas uma vez com agua destilada e trés vezes
com PBS e, em seguida, foram incubadas com
um anticorpo secundario (Picture-MAX Polymer
Kit; Invitrogen, Camarillo, CA, EUA) por 30 min
na camara de umidade. A revelacdo das laminas
foi realizada utilizando-se 3,3’-diaminobenzidina
como cromdgeno, de acordo com as instrucdes do
fabricante. As laminas foram entdo contracoradas
com hematoxilina de Harris por 20 s, lavadas
em agua corrente e enxaguadas com hidréxido
de amonio para se obter uma cor azul clara. Em
seguida, foram lavadas uma vez com agua, duas
vezes com etanol e trés vezes com xilol. Todas
as seccdes foram analisadas em microscopio de
luz (aumento, 400x), digitalizadas e avaliadas
utilizando-se um sistema de analise de imagem
por computador (Image-Pro Plus, version 6.0;
Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). A area
de células beta nas ilhotas foi determinada
pela area celular positiva para insulina, que foi
calculada como a razdo entre a area intrailhota
positiva para insulina e a area total da ilhota.
A area relativa do glucagon, que representava
a quantidade de células alfa em cada ilhota, foi
avaliada pelo mesmo método. Os indices de células
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positivas para insulina e de células positivas para
glucagon para cada grupo foram calculados como
a média de pelo menos 24 seccdes. Os nucleos
ndo foram levados em consideracdo para a andlise
da composicdo celular das ilhotas.

Os niveis de glicemia de jejum, colesterol total,
HDL colesterol e triglicérides foram medidos por
métodos enzimaticos colorimétricos utilizando-se
kits disponiveis comercialmente (Labtest Diagnostics,
Belo Horizonte, Brasil). Os niveis de LDL colesterol
foram estimados pela férmula de Friedewald"”:

LDL colesterol = (colesterol total - HDL coles-
terol - triglicérides) / 5

A insulina sérica de jejum foi determinada
utilizando-se um kit ELISA insulina de camundongo
(ALPCO Diagnostics, Salem, NH, EUA). O glucagon
sérico de jejum foi quantificado utilizando-se
um kit de imunoensaio enzimatico (EIA; Phoenix
Pharmaceuticals, Burlingame, CA). Para a avaliagio
do grau de resisténcia a insulina, foi calculado
o valor do modelo de avaliagdo da homeostase
da resisténcia a insulina (HOMA-IR, do inglés
homeostasis model assessment of insulin resistance
utilizando-se a seguinte formula®?:

HOMA-IR = insulina sérica de jejum (pU/mL) x
glicemia de jejum (mmol/L) /22,5

Além disso, calculou-se o valor do HOMA da
funcio das células beta pancreaticas (HOMA-f)
da seguinte maneira:

HOMA-B = [nivel de insulina sérica de jejum
MU/mL) x 20] / [nivel de glicemia de jejum
fmmol/L) - 3,5]

Andlise estatistica

Os dados foram tabulados e expressos em
medianas e intervalos interquartis e em graficos
box plot mostrando os percentis 10, 25, 50, 75 e
90, assim como os valores aberrantes. O teste U de
Mann-Whitney foi utilizado para comparacio entre
grupos em relacdo a mediana do mRNA da UCP2,
a area celular positiva para insulina/glucagon e
aos valores dos doseamentos bioquimicos. O peso
corporal em cada grupo foi ajustado para ingestao
de alimentos utilizando-se o método das equacdes
de estimacio generalizadas (EEG), seguido por
comparacdes pareadas com corre¢do sequencial
de Bonferroni. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com o Statistical Package for the Social
Sciences, versido 17.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, EUA). A significancia estatistica foi
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assumida se a probabilidade de erro alfa fosse
< 0,05.

Resultados

Os dados mostrando a expressdo da UCP2 em
ambos o0s grupos sdo apresentados na Figura 1A.
A expressao relativa da UCP2 foi 16% menor no
grupo hipoxia do que no grupo controle, (0,82
[0,71-0,94] vs. 0,98 [0,78-1,19]), embora a diferenca
entre os dois grupos nédo tenha sido significativa
(p=0.11).

Os niveis de glicemia de jejum (Figura 1B)
foram 12% menores no grupo hipdxia do que no
grupo controle (144 [115-156] vs. 163 [133-184]
mg/dL; p = 0,025). Os niveis de insulina sérica
de jejum (Figura 1C) foram 5% maiores no grupo
hipoxia em comparacdo ao grupo controle (0,44
[0,42-0,46] vs. 0,42 [0,40-0,44] ng/mL; p = 0,01).
Os niveis de glucagon sérico de jejum (Figura 1D)
foram 37% menores no grupo hipoéxia do que
no grupo controle (6,84 [3,64-9,90] vs. 10,87
[7,43-14,21] ng/mL; p = 0,023).

Apos a exposicdo a hipdxia intermitente, o
valor médio do HOMA-IR (Figura 1E) foi 15%
menor no grupo hipdxia do que no grupo controle,
embora a diferenca ndo tenha sido significativa
(3,45 [3,00-4,17] vs. 4.06 [3,35-4,55]; p = 0,095).
0 valor médio do HOMA-B (Figura 1F) foi 21%
maior no grupo hipdxia do que no grupo controle
(46,6 [42-74] vs. 36,6 [29-52]; p = 0,014).

Conforme mostrado na Figura 2, a area relativa
de células positivas para insulina no grupo hipdxia
nio foi significativamente maior do que no grupo
controle: 0,62 [0,56-0,67] vs. 0,56 [0,51-0,59]
respectivamente (p = 0,14). A area de células
positivas para glucagon foi de 0,10 [0,06-0,15]
no grupo hipdxia e de 0,09 [0,08-0,17] no grupo
controle (p = 0,67).

Os pardmetros do perfil lipidico foram
comparados entre os grupos. Os camundongos
expostos a hipdxia intermitente nio diferiram
significativamente dos camundongos controle
em relagdo aos triglicérides séricos de jejum e aos
niveis de HDL, LDL e colesterol total.

Os pesos corporais permaneceram relativamente
estaveis durante o periodo de estudo de 35 dias:
23,7 + 0,3 g no dia 1 versus 25,1 + 0,3 g no dia
35 no grupo controle; e 24,6 + 0,5 g no dia 1
versus 24,8 + 0,3 g no dia 35 no grupo hipdxia. O
peso corporal inserido como varidvel dependente
no modelo de EEG ndo mostrou nenhum efeito da
alocacdo dos grupos ou da ingestdo de alimentos.
0 tempo teve um efeito significativo, e houve
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Figura 1 - Graficos box plot das varidveis do metabolismo da glicose
mostrando os percentis 10, 25, 50, 75 e 90; os valores aberrantes (circulos
cheios); e os aberrantes extremos (asterisco). UCP2: uncoupling protein-2
(proteina desacopladora 2); HOMA-IR: Aomeostasis model assessment
of insulin resistance (modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia
a insulina); e HOMA-B: Aomeostasis model assessment of pancreatic
B-cell function (modelo de avaliacio da homeostase da funcio das
células beta pancreaticas). Valores de p foram calculados utilizando-se

o teste U de Mann-Whitney.

uma interacdo significativa entre tempo e grupo
(p < 0,001 para ambos).

Discussio

Segundo nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo a analisar o efeito de um modelo
de AOS baseado em hipoxia intermitente sobre a
expressdo do mRNA da UCP2 no pancreas. Nesse
modelo, a exposicdo a 480 ciclos por dia de hipoxia
intermitente com um nadir de FiO, de 8% por 35
dias resultou em niveis de expressio do mRNA
da UCP2 menores do que os observados para a
condicdo controle, embora a diferenca nio tenha
sido estatisticamente significativa. Esses resultados
preliminares suplementam o conhecimento atual
sobre 0s mecanismos subjacentes as consequéncias
metabdlicas da AOS, gerando diversas hipdteses. A
auséncia de reducdo significativa na expressao da
UCP2 no grupo hipdxia pode indicar que a hipoxia
intermitente nido tem efeito sobre a expressio
da UCP2 ou que ela promove a downregulation
desta expressdo para um grau abaixo do limiar do
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poder estatistico permitido pelo pequeno numero
de animais avaliados.

Os resultados do presente estudo contribuem
para o debate sobre as alteragdes metabdlicas
induzidas pela AOS. Nossos dados mostram que
0s camundongos expostos a hipoxia intermitente
apresentaram menores niveis séricos de glicose e
glucagon de jejum do que os camundongos controle.
Estudos anteriores demonstraram que camundongos
expostos a hipdxia intermitente apresentam niveis
de glicose elevados!'*?" ou diminuidos."” Nossos
achados estdo de acordo com os deste ultimo
estudo, que envolveu camundongos C57BL/6J
magros e obesos expostos a hipoxia intermitente
cronica por 5 dias."") Nos camundongos magros,
os niveis de glicose e a resisténcia a insulina
diminuiram apds hipdxia. Nos camundongos
obesos (deficientes em leptina), os niveis de glicose
também diminuiram, embora a resisténcia a insulina
tenha aumentado.'” No presente estudo, foram
empregados apenas camundongos magros, € Nossos
resultados podem, portanto, representar a resposta
real de camundongos magros expostos a hipdxia
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Figura 2 - Coloragfio imuno-histoquimica por insulina e glucagon
(aumento, 400x) com graficos box plot da area relativa da ilhota
ocupada por células beta e alfa. Os graficos box plot mostram
os percentis 10, 25, 50, 75 e 90; os valores aberrantes (circulos
cheios); e os aberrantes extremos (asterisco).

intermitente, evidenciada pelo aumento dos niveis
de insulina e diminuicdo dos niveis de glucagon.

Nosso achado de que os niveis de insulina
sérica de jejum e a funcdo das células beta foram
maiores no grupo hipoxia do que no grupo controle
¢ compativel com os niveis menores de glicose e
glucagon relatados anteriormente em resposta a
hipoxia. Em estudos anteriores, os camundongos
obesos expostos a hipdxia intermitente apresentaram
maiores niveis de insulina do que os camundongos
controle,"""?? embora a FiO, e o periodo de exposigao
tenham diferido dos empregados no presente estudo.
Outro estudo mostrou que os niveis de insulina
foram menores nos camundongos expostos a hipdxia
intermitente do que nos camundongos controle.®”

No presente estudo, os niveis de insulina foram
maiores nos camundongos expostos a hipoxia
intermitente do que nos camundongos controle.
Os niveis significativamente menores de glucagon
encontrados no grupo hipdxia podem indicar que
mecanismos compensatdrios sdo ativados para
manter a homeostase da glicose. Uma revisdo da
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literatura ndo encontrou estudos comparaveis
que descrevam a resposta do glucagon a hipdxia
intermitente.

Nenhuma diferenca na resisténcia a insulina
foi detectada pelo HOMA-IR nos camundongos
submetidos a hipdxia intermitente, sendo que
os niveis de glicose dos mesmos foram maiores
do que os dos controles. O valor do HOMA- foi
maior no primeiro grupo, sugerindo que algum
mecanismo — talvez uma reduc¢do dos niveis de
UCP2 — foi ativado para aumentar a producgao
de insulina. 0 HOMA-IR e 0 HOMA-f nao foram
validados para uso em roedores, sendo que a
formula para este ultimo representa uma medida
da funcdo das células beta em humanos.®¥ Porém,
a diferenca na relagio insulina/glicose sugere que
os camundongos podem se tornar resistentes a
insulina, como relatado anteriormente.(')

Até o momento, sdo poucos os relatos na
literatura que abordam a funcdo das células beta
pancredticas e o sono. No experimento aqui relatado,
os valores do HOMA-f foram significativamente
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Expressdo do mRNA da wncoupling protein-2 em
camundongos submetidos a hipoxia intermitente

elevados nos animais expostos a hipoxia intermitente
por 35 dias, sendo 10% maiores no grupo hipoxia
do que no grupo controle. O aumento no valor
do HOMA-f indica que a AOS causa um aumento
excessivo da demanda funcional das células beta
pancreaticas, o que leva & piora da secrecdo de
insulina com o avancar da doenca.

Nossos achados devem ser interpretados
com cautela. Os dados referentes aos niveis de
glicose podem ndo ser confidveis, pois mesmo os
camundongos do grupo controle tinham niveis
altos de glicose, apesar do jejum. Uma possivel
explicagdo para isso, além de um erro de medicao,
¢ que, embora a ra¢do padrdo tenha sido removida
das gaiolas, uma porcéo significativa poderia ter
permanecido dentro da gaiola. Porém, o erro
pode ter sido sistematico, sendo o menor nivel
de glicose no grupo hipdxia um efeito do maior
nivel de insulina. Embora o resultado seja negativo,
futuras exploracdes sobre o efeito da hipdxia
intermitente sobre a UCP2 poderiam ser uteis.
Modelos empregando camundongos knockout
para a UCP2 poderiam esclarecer a verdadeira
reacdo dessa proteina a hipoxia intermitente.
Um teste de provocacdo oral de glicose poderia
confirmar a resisténcia a insulina, e uma curva
seria mais informativa do que medicées individuais.
Embora dificil em camundongos, isso foi feito
anteriormente.® Os triglicérides baixos sugerem que
os camundongos do grupo hipoxia ndo estavam
comendo tanto quanto os do grupo controle.
Isso poderia ser um potencial fator de confusdo
dos achados.

A hiperlipidemia é comum em pessoas com
apneia do sono. Experimentos avaliando o efeito
da hipdxia intermitente sobre o perfil lipidico
relataram achados discordantes em razdo de
inconsisténcias metodoldgicas entre os estudos.
Exemplos de parametros que variam de estudo para
estudo e poderiam explicar achados discrepantes
sdo diferencas na duragio da exposicio (em dias
e em horas por dia), na duracio de cada ciclo
de hipoxia (em segundos), nos nadires de FiO,
e nas linhagens de camundongos. A magnitude
do disturbio metabdlico induzido pela hipoxia
intermitente depende do nadir de Fi0,. Experimentos
utilizando FiO, de 10% como nadir do ciclo de
hipdxia ndo induziram alteracdes metabdlicas
apos 28 dias. Por outro lado, a utilizagdo de um
nadir de FiO, de 5% levou a alteragdes em todos
os parametros do perfil lipidico.?” A gravidade
moderada da hipoxia intermitente — tanto em
termos do nadir de FiO, quanto das horas de
exposicdo por dia — pode ser um motivo para a
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auséncia de alteracdes nos pardmetros lipidicos
no presente estudo. Da mesma forma, o nadir de
FiO, de 8% e as 8 h de exposi¢do por dia aqui
empregadas podem nio ter induzido uma hipdxia
grave o suficiente para afetar a expressao da UCP2.

Em suma, nossa investigacio sobre o efeito da
hipoxia intermitente sobre a expressdo do mRNA
da UCP2 em camundongos C57BL revelou que,
apos 35 dias de exposicdo a hipdxia intermitente,
ndo houve alteracdes significativas na expressdo
dessa proteina regulatdria. No nivel de gravidade
aqui empregado, a hipdxia intermitente causa
alteracdes na funcdo pancreatica que podem
ndo estar relacionadas a potenciais alteracdes
na expressdo do mRNA da UCP2.
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