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1. Resumo 

Introdução 

Pacientes com apneia obstrutiva do sono exibem alterações morfológicas 

encefálicas. A hipóxia intermitente causa morte celular em 90% dos neurônios 

de Purkinje. Aquaporinas são proteínas de membrana que formam canais de 

água. O conhecimento do papel das aquaporinas nas alterações encefálicas 

causadas pela apneia obstrutiva do sono é limitado. 

Objetivos 

Avaliar o efeito da hipóxia intermitente isocápnica nas aquaporinas e no dano 

celular em diferentes tecidos de camundongos C57/bl. 

Métodos 

Conteúdo cerebral de água e expressão de aquaporinas 1, 3, 4, 9, e HIF-1a 

foram medidos. Realizou-se coloração com hematoxilina-eosina e marcação 

por imunohistoquímica, além de técnicas de Western blot e ELISA.  

Resultados 

Os níveis de HIF-1a no córtex frontal foram maiores no grupo exposto a hipóxia 

intermitente isocápnica do que no grupo controle, confirmando hipóxia efetiva. 

O peso molhado e o conteúdo de água do encéfalo foram maiores no grupo 

hipóxia. Os níveis cerebelares de aquaporina 1 foram menores no grupo 

hipóxia. Os níveis de aquaporina 3 no hipocampo e pele foram similares em 

ambos os grupos. Aquaporina 4 no córtex frontal foi mais expressa no grupo 

hipóxia. Aquaporina 9 apresentou maiores níveis no córtex frontal e estriado do 

grupo hipóxia. Observou-se dano celular em 88% das células de Purkinje no 

grupo hipóxia. A marcação de S100B no cerebelo de grupo hipóxia foi mais 

evidente do que nos controles.    

Conclusão 

Exposição crônica a hipóxia simulando apneia do sono causa edema encefálico 

e altera a concentração de aquaporinas. Alterações em proteínas de canal de 

água podem estar envolvidas no mecanismo do dano observado em estruturas 

cerebrais na apneia obstrutiva do sono. 
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2. Abstract 

Background  

Patients with obstructive sleep apnea exhibit cerebral morphological changes. 

The damaging effect of intermittent hypoxia was already demonstrated in a 

study where mice exposed to this condition had 90% of degeneration of 

Purkinje cells. Aquaporins are membrane proteins responsible for the transport 

and the balance of water content in the brain. Little attention has been 

dedicated to the role of aquaporins in sleep apnea-related brain alterations.  

Objectives 

To evaluate the effect of isocapnic intermittent hypoxia on water-transport 

proteins and cellular damage in different tissues of C57/bl mice. 

Methods 

Brain water content, aquaporins 1, 3, 4, 9, and HIF-1a were measured. Staining 

with hematoxylin-eosin and immunohistochemistry were performed.  

Results 

HIF-1a expression in the frontal cortex was higher in the exposed than in the 

sham group, confirming effective hypoxia. The brain wet weight and brain water 

content were higher in the hypoxia group. Cerebellar Aquaporin-1 levels were 

lower in the hypoxia group. Aquaporin 3 levels in hippocampus and skin were 

similar in both groups. Aquaporin 4 expression in the frontal cortex was higher 

in the hypoxia group. Aquaporin 9 expression of the hypoxia group was greater 

in the cortex and striatum. Death rate of Purkinje cells in the hypoxia group was 

88%. Stronger immunoreactivity to S100B was detected in the hypoxia group.    

Conclusions 

Chronic exposure to hypoxia simulating sleep apnea causes brain edema and 

alters the concentration of aquaporins. Water channel proteins are possibly 

implicated in the cellular damage to brain structures seen in obstructive sleep 

apnea. 
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3. Introdução 

 

A apneia obstrutiva do sono (AOS) é caracterizada pelo fechamento 

parcial ou total da via aérea superior durante o sono, causando hipóxia 

intermitente (HI) (1). Doença cardiovascular e acidente vascular cerebral são 

consequências comuns (2-4).  

AOS causa alterações encefálicas. Modificações morfológicas, como 

redução da substância cinzenta, levam a danos cognitivos (5). Exames de 

imagem, como a ressonância magnética funcional, mostram alterações no fluxo 

sanguíneo cerebral, metabolismo e ativação cerebral de pacientes com apneia 

(6). Níveis séricos elevados da proteína S100B são alterações bioquímicas 

encontradas em pacientes com AOS (7).  

Ao deitar, líquidos acumulados em membros inferiores são reabsorvidos. 

Simultaneamente, observa-se aumento da circunferência do pescoço. O 

possível deslocamento de líquidos dos membros inferiores para o pescoço 

durante a noite tem sido investigado como potencial determinante da 

severidade da AOS (8). O aumento da circunferência do pescoço, como 

consequência do deslocamento de líquidos em decúbito, é associado com 

maior índice de apneia-hipopneia (IAH) (9).  

Aquaporinas (AQP) são proteínas envolvidas no transporte de água 

através da membrana celular (10). A descoberta dessas proteínas rendeu ao 

pesquisador Peter Agre o Prêmio Nobel em Química de 2003. Agre é formado 

em medicina pela Johns Hopkins. Na mesma universidade, em 1988, 

conduzindo estudo envolvendo antígenos Rh, Agre e seu grupo descobriram 

uma proteína de 28-KDa que pensavam ser fragmento protéico do grupo Rh. 

Após alguns anos de estudo foi descoberto que a proteína em questão não era 

relacionada com o grupo Rh, e que se tratava de proteína de membrana 

abundante nos túbulos renais e nas hemácias, embora sua função ainda fosse 

desconhecida. 

Em visita ao seu amigo e antigo mentor, Johh Parker, Agre descreveu as 

propriedades da proteína de 28-KDa e Parker sugeriu testá-la como canal de 

água. Agre e colaboradores testaram esta hipótese expressando a proteína em 

oócitos de Xenopus, que tipicamente apresentam baixa permeabilidade à água. 

Quando os oócitos foram colocados em uma solução hipotônica, eles incharam 
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e explodiram, revelando a função da proteína como canal de água, que eles 

nomearam como aquaporina. 

AQPs 1, 4 e 9 são as mais presentes no encéfalo, e estão envolvidas na 

regulação do conteúdo de água do mesmo (11-13). A literatura sobre AQPs e 

AOS se resume a um estudo que aborda a excreção da AQP2 pela urina (14). 

Levando em consideração a potencial importância da água nos mecanismos da 

AOS, AQPs podem estar envolvidas na patogênese desta doença. 
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4. Revisão da literatura 

 

4.1. Transtornos respiratórios do sono 

O sono fragiliza o controle ventilatório, permitindo o surgimento de 

transtornos da respiração. Apneias, hipopneias, hipoventilação e respiração 

periódica são os principais distúrbios respiratórios do sono. Os transtornos 

respiratórios do sono podem estar relacionados com redução do estímulo 

central que gera o esforço ventilatório, ou podem ser de causa obstrutiva, 

mesmo em presença de esforço. Perturbações da respiração durante o sono 

levam a despertares e fragmentação do sono. Sono fragmentado pode causar 

sonolência diurna excessiva, fadiga, distúrbios de humor, irritabilidade e apatia. 

4.2. Apneia Obstrutiva do Sono 

 A AOS é causada por repetitivos colapsos e reaberturas da via aérea 

superior, causando supressão do fluxo respiratório e trazendo como 

consequência asfixia, ou seja, hipóxia e hipercapnia (1). Durante o colapso da 

via aérea, a resistência  ao fluxo do ar resulta em aumento do esforço 

respiratório e mudanças de pressão intratorácica. A asfixia excita o sistema 

nervoso, aumenta o esforço respiratório até que ocorra despertar. O despertar 

interrompe o sono e ativa os músculos da faringe, causando reabertura da via 

aérea (15). O estresse provocado pela AOS pode causar sonolência diurna e 

doenças cardiovasculares (16).  

 O dano vascular é causado através de inflamação e estresse oxidativo, 

com diminuição de NO e de capacidade de reparo. Níveis de ciclooxigenase-2 

e nitrotirosina, marcadores de inflamação e estresse oxidativo, 

respectivamente, foram medidos em 32 pacientes com AOS e foi constatado 

que eram maiores nestes pacientes do que em controles (17). 

 A AOS pode acometer qualquer faixa etária. O maior estudo 

populacional conhecido foi realizado no Brasil. Os autores encontraram 

prevalência de AOS crescente com a idade, atingindo 95% na faixa acima dos 

80 anos. A proporção feminino:masculino na faixa de 20-29 anos é de 

aproximadamente 1:12. Após os 60 anos, quando todas as mulheres já estão 
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em menopausa, as proporções se igualam, sugerindo influência hormonal na 

fisiopatologia da AOS (18). 

 A polissonografia é o método utilizado usualmente para diagnosticar a 

AOS. O exame mede variáveis neurológicas e cardiorrespiratórias durante o 

sono. Sensores respiratórios detectam diminuições na ventilação que são 

classificadas como apneias (cessação do fluxo de ar), hipopneias (diminuição 

parcial do fluxo de ar), ou despertares esforço respiratório-relacionados 

(redução no fluxo de ar devido a aumento da resistência da via aérea superior 

que resulta em despertares) (19). O Índice de apneia-hippneia (IAH) é a 

medida usual da gravidade dos distúrbios respiratórios do sono. É definido 

como a soma das apneias e hipopneias durante o sono, dividida pelo número 

de horas dormidas. De acordo com a Academia Americana de Medicina do 

Sono (20), o IAH menor que 5 por hora é normal. IAH acima de 5 por hora, na 

presença de sintomas indica síndrome da apneia do sono. A síndrome é 

classificada como:  

1. Leve entre 5 e 15 eventos/hora 

2. Moderada entre 15 e 30 eventos/hora  

3. Grave se for maior do que 30 eventos/hora.  

IAH acima de 15/hora pode ser chamado de síndrome da apneia do sono 

mesmo sem a presença de sintomas. 

4.3. Fisiopatologia da AOS 

Figura 1 - Imagens sagitais, de indivíduo normal e com AOS, analisada por ressonância magnética. 

Indivíduo normal, destacando-se as regiões da via aérea superior (A). Indivíduo com AOS grave 

com destaque para os tecidos moles. Observa-se que o paciente com AOS apresenta as regiões da 

via aérea superior mais estreitas, como a retropalatal e retroglossal, assim como o palato mole, a 

língua e a gordura subcutânea são maiores (B). 
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Nasofaringe, orofaringe (regiões retropalatal e retroglossal) e hipofaringe 

são regiões da faringe com possibilidade de colapso na AOS (21). Embora a 

região retropalatal da orofaringe seja o local mais comum de colapso, o 

estreitamento das vias aéreas é dinâmico, variando frequentemente entre os 

espaços retropalatal, retrolingual e a hipofaringe (figura 1) (22).  

 Estruturas craniofaciais e tecidos moles de pacientes com AOS 

apresentam alterações, mostradas por técnicas de imagem. Redução do 

comprimento do corpo mandibular, posição inferior do osso hióide e retro 

posição do maxilar são anormalidades presentes nos ossos da face de alguns 

pacientes com AOS, comprometendo o espaço aéreo da faringe (23-25). 

 O aumento das partes moles em torno da via aérea contribui 

significativamente para o estreitamento da faringe em muitos casos de AOS. O 

aumento do palato mole ou da língua diminui o diâmetro ântero-posterior, 

enquanto o acúmulo de gordura lateralmente às paredes da faringe diminui o 

espaço no plano lateral (26, 27). Cerca de 70% dos pacientes com AOS são 

obesos. Índice de massa corporal maior do que 30 kg/m2 aumenta 10 vezes o 

risco para a doença (18).   

 A hipótese de que deslocamento de fluidos dos membros inferiores em 

direção ao pescoço, durante o decúbito, possa causar distúrbios respiratórios 

do sono tem sido investigada sob a liderança de Douglas Bradley, em Toronto 

(28, 29). Em estudo com 27 indivíduos saudáveis não obesos foi aplicada 

pressão nos membros inferiores e foi verificado deslocamento de fluido das 

pernas, seguido de aumento da circunferência do pescoço e estreitamento das 

vias aéreas superiores (30). O papel do deslocamento de fluido na AOS 

também foi constatado na insuficiência cardíaca congestiva (31). Apesar de 

contestado (32), parece inegável alguma influência do deslocamento de fluídos 

na patogênese da AOS. 

4.4.Consequências da AOS 

A hipóxia intermitente provocada pelas apneias é responsável por vários 

danos ao organismo, entre eles a inflamação sistêmica (33). Citocinas (34), 

proteína C reativa (35), moléculas de adesão leucocitária (36), são alguns dos 

marcadores inflamatórios elevados em pacientes com AOS. Os níveis de NF-
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kB são elevados nos pulmões de ratos em modelo animal de AOS. No mesmo 

estudo níveis elevados de TNF-a e IL-1B foram encontrados, e considerados 

consequência de um aumento do esforço respiratório (37).  

 A síndrome metabólica está associada com a AOS. Em estudo com 61 

pacientes apneicos e 43 controles a AOS foi associada com aumento de 

insulina em jejum e concentrações de triglicérides, colesterol HDL diminuído, 

independentemente de idade, IMC, tabagismo e consumo de álcool (38). A 

hipóxia gerada durante o sono causa alteração de hormônios relacionados com 

a obesidade. Resistência à insulina tem correlação positiva significativa com a 

severidade da AOS (33). Grelina, hormônio responsável por estimular o apetite, 

é encontrado em nível maior em pacientes com AOS do que em pacientes 

controles e com uma correlação positiva significativa com o IAH. Após 

tratamento com pressão aérea positiva contínua (em inglês, continuous positive 

airway pressure; CPAP) os pacientes com apneia apresentaram redução nos 

níveis desse hormônio (40). 

Doença cardiovascular é mais prevalente em homens de meia idade 

com AOS do que em indivíduos sem a doença, independente de idade, índice 

de massa corporal, pressão arterial sistólica e diastólica e tabagismo (41). Nas 

suas formas moderada e severa a AOS pode contribuir para a fibrilação atrial e 

insuficiência cardíaca congestiva (42).  

O risco de sofrer acidente de trânsito causado por sonolência é maior 

em pacientes com AOS. Motoristas japoneses com AOS, quando comparados 

a indivíduos sem a doença, apresentaram histórico maior de acidentes 

automobilísticos e de sonolência no volante. A ocorrência de acidentes foi 

associada ao IAH elevado (≥ 40) e à pontuação alta em questionário de medida 

de sonolência (43). 

Pessoas com profissões que levam ao sedentarismo, como os 

motoristas profissionais, possuem maior risco de se tornarem obesas. 

Baseando-se no IAH, 44% de uma amostra de motoristas de ônibus foram 

diagnosticados com AOS, sendo que o peso corporal estava significativamente 

associado com a doença (44). Em questionário por 262 motoristas de ônibus, 

68% apresentaram peso corporal acima do ideal, 34% possuíam a 

circunferência do pescoço igual a 42 cm (45). O tratamento com CPAP reduz 

significativamente os acidentes de trânsito de pacientes com AOS (46, 47). 
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4.4.1 AOS, Hipóxia intermitente e Alterações encefálicas 

 A AOS causa alterações anatômicas no sistema nervoso central (SNC) 

que se refletem em danos funcionais. Déficits de memória, dificuldade em 

aprender novas tarefas, fluência verbal alterada e problemas de atenção, são 

algumas das alterações cognitivas que pacientes com AOS apresentam (48, 

49).  

As alterações na morfologia encefálica de pacientes com AOS são bem 

conhecidas. Redução no volume de substância cinzenta já foi reportada em 

indivíduos com AOS (50). O cerebelo é afetado por essa perda de substância 

cinzenta, o que pode resultar em disfunção motora (51). O hipocampo 

esquerdo também é modificado morfologicamente (52).  

Na substância branca de pacientes com apneia ocorrem alterações 

metabólicas, sem necessariamente haver modificação na morfologia do tecido. 

A relação N-acetilaspartarto/colina medida por espectroscopia de ressonância 

magnética é significantemente menor na substância branca de pacientes 

adultos com AOS de moderada a grave (53). Crianças apresentaram algo 

semelhante, sendo a relação N-acetilaspartarto/Colina alterada no hipocampo 

esquerdo e no córtex frontal direito, além de apresentarem baixa pontuação em 

teste de QI (54). 

Sintomas de ansiedade foram verificados em pacientes com AOS 

através da aplicação de questionário. Em exame de imagem foi visto que esses 

pacientes apresentavam alterações em regiões ligadas ao sistema límbico, 

como o córtex do cíngulo e a amígdalas (55). Regiões límbicas, como 

amígdalas, são ativadas durante a dispneia (56). 

Em ratos, após cinco horas de exposição à HI já é possível constatar 

danos nas células de Purkinje. Após 30 horas de exposição 90% das células 

apresentam-se lesionadas (57). Já foi visto também que a HI promove 

alterações morfológicas, redução das ramificações dendríticas e ativação de 

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

Figura 2 - Imunofluorescência demonstra ausência de caspases ativas no 

hipocampo de rato controle (A) e presença em rato submetido à hipóxia 

intermitente (B). Modificado de Aviles-Reyes et al. Ref 58. 
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demonstrada com grande expressão da proteína S100B (58). 

Ratos submetidos à HI sofrem mais apoptose na região hipocampal CA1 

e no córtex. Ativação glial, com grande marcação de GFAP na 

imunohistoquímica, também foi vista no córtex dos animais (figura 3). Estas 

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

 

O estresse oxidativo pode estar envolvido nas alterações morfológicas 

encefálicas. Ratos expostos a HI apresentam aumento da peroxidação lipídica 

e concentração cerebral de isoprostano. A ação da pirrolopirimidina PNU-

101033-E, antioxidante potente, atenuou déficits de aprendizado de ratos e 

reduziu a peroxidação lipídica, bem como a concentração de isoprostano (60).  

Ratos idosos, de 20 meses de idade, quando comparados a ratos 

jovens, de três meses, ambos expostos a HI, mostraram maior suscetibilidade 

à apoptose. Diminuição da fosforilação do fator de transcrição CREB e mau 

funcionamento da via ubiquinta-proteassoma causados pelo estresse oxidativo 

da HI podem estar envolvidos (61). Isto vai de acordo com relatos de redução 

da capacidade antioxidante de neurônios velhos (62). 

Camundongos modificados geneticamente, com expressão exacerbada 

de Cu, Zn-superoxido dismutase (SOD1) expostos à HI tiveram menor nível de 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e diminuição da apoptose 

neuronal no córtex quando comparados a controles normais submetidos à HI 

(63). Esses achados indicam associação do estresse oxidativo causado pela HI 

com alterações encefálicas na AOS. 

Figura 3 - Fotomicrografias de cortes corticais ilustrando a 

imunoreatividade à Glial Fibrillary Acidic Protein em rato controle 

(A) e rato exposto à hipóxia intermitente por 14 dias (B). A maior 

presença de GFAP, indica gliose. Modificado de Gozal et al. Ref 59. 
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4.5. Tratamento 

O CPAP é o tratamento recomendado para a AOS. O uso adequado do 

CPAP elimina a sonolência diurna excessiva, reduz a pressão arterial e 

melhora funções neurocognitivas (64, 65). O controle do peso corporal, através 

de cirurgia ou de mudança de hábitos de vida, também são tratamentos da 

AOS (66). Após exames de imagem específicos, cirurgias como 

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

4.6. Aquaporinas 

A AQP1 foi a primeira AQP a ser descoberta, durante pesquisa de 

antígenos do grupo Rh. Um dos antígenos Rh foi isolado e foi visto que ele 

tinha tamanho de 32-kDa (68, 69).  O uso de corantes demonstrou a presença 

de outra proteína de 28-kDa. Primeiramente acreditou-se que se tratava de 

parte da proteína de 32-kDa, mas o anticorpo específico para a proteína de 28-

kDa não se ligou à proteína de 32-kDa. Posteriormente constatou-se que a 

proteína de 28-kDa não estava relacionada com a de 32-kDa (70) e que tinha 

várias propriedades físicas semelhantes a canais de membrana. Como 

resultado, a proteína de 28-kDa foi temporariamente nomeada CHIP28, 

acrônimo para channel-like integral protein of 28 kDa (71). Com base na sua 

localização nas células vermelhas, na borda em escova dos túbulos renais 

proximais, e no ramo descendente fino da alça de Henle, foi sugerido que a 

CHIP28 era um canal de água. 

 A expressão da CHIP28 no oócito de Xenopus laeviss levou a crer que 

a proteína classificava-se como canal de água. Oócitos já foram usados para 

expressar e estudar outras proteínas de transporte (72). Quando oócitos 

expressando CHIP28 foram colocados em solução Barth modificada, eles 

rapidamente incharam e explodiram. Oócitos controles não apresentaram 

grande alteração de volume (figura 4) (73). Agre recebeu o premio Nobel de 

Química por esta descoberta e propôs o nome aquaporina para a família de 

canais de água à medida que homólogos da CHIP28 foram identificados (74). 

O nome de CHIP28 foi mudado para AQP1. 

Treze membros funcional e filogeneticamente diferentes da família das 

AQPs foram identificados em mamíferos (AQP0–AQP12). Com base nas 

propriedades de permeabilidade de cada poro, a família das AQPs é dividida 
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em duas subfamílias, as aquaporinas, que só permitem que a água penetre os 

poros, e as aquagliceroporinas, que também são permeáveis ao glicerol e 

outros pequenos solutos neutros (75). 

 

AQPs 0, 1, 2, 4, 5, 6 e 8 são aquaporinas, embora AQP6 e AQP8 só 

pertençam a este grupo com base em sua sequência de aminoácidos, já que a 

AQP6 forma um canal de ânion e a AQP8 é permeável à uréia (76, 77). AQPs 

3, 7, 9 e 10 são aquagliceroporinas. Os substratos específicos para as AQPs 

11 e 12, classificadas como superaquaporinas ainda não foram determinados 

(78). A presençade AQPs ainda se dá em plantas e bactérias (Figura 5). 

Conhecida no passado como proteína intrínseca maior (em inglês, major 

intrinsic protein; MIP), a AQP0 é expressa nas células do cristalino do olho (79).  

Muitos tecidos expressam a AQP1. No rim, a AQP1 é encontrada nas 

células endoteliais da vasa recta, no túbulo proximal, e na porção fina 

descendente da alça de Henle (70). Nos pulmões, a AQP1 é expressa nas 

células endoteliais dos capilares onde ocorre troca de gás. A AQP1 é 

encontrada também no plexo coróide, onde está envolvida na produção do 

líquido cefalorraquidiano (LCR) (80). 

 AQP2 é expressa no túbulo coletor e no ducto coletor do rim, onde se 

encontra dentro de vesículas. Em resposta à vasopressina, se dirige à 

membrana plasmática, aumentando a reabsorção da água para o organismo 

(81). A AQP3 é expressa no ducto coletor do rim, epitélio da via aérea, 

glândulas secretoras e pele (82-85). 

Figura 4 - Edema e ruptura do oócito de Xenopus expressando 

AQP1 (direita) VS. Oócito controle (esquerda). Modificado de 

Preston et al. Ref 73. 
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 A maioria dos estudos envolvendo a AQP4 aborda suas funções no 

SNC, mas ela também é expressa no ducto coletor do rim (86). AQP5 é 

expressa nas porções exócrinas do pâncreas, glândulas lacrimais e salivares, 

no pulmão e no olho (83, 87). AQP6 é encontrada em vesículas intracelulares 

do epitélio renal, podendo estar envolvida em processos fisiológicos como a 

filtração glomerular (88). 

 

AQP7 é presente no tecido adiposo e está envolvida no metabolismo de 

lipídios. Camundongos sem AQP7 aumentam a gordura corporal e se tornam 

resistentes à insulina (89). AQP8 é encontrada principalmente no trato 

digestivo, em células pancreáticas e hepatócitos. Nas células pancreáticas a 

AQP8 pode ser encontrada na membrana ou no meio intracelular em vesículas. 

Nos hepatócitos a AQP8 é localizada no citoplasma e pode se fundir à 

membrana por estimulação com AMPc (90, 91). 

AQP9 é expressa no SNC, onde está envolvida no metabolismo do 

glicerol e na homeostase da água. No fígado faz a captação do glicerol para a 

gliconeogênese durante o jejum (92). AQP10 é abundante no duodeno e no 

jejuno, onde está envolvida no transporte de água (93). 

Figura 5 - Árvore filogenética das AQPs de estrutura atômica conhecida. Modificado de Gonen e 

Walz. Ref 115. 
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 Mutações em AQPs levam a perda de função. Diabetes insipidus 

nefrogênico é causado por mutações na AQP2, porém a incidência dessa 

doença é de menos de um em 20 milhões de nascimentos (94). Indivíduos que 

não apresentam AQP1 são fenotipicamente normais, mas apresentam 

concentração urinária alterada (95). Mutações na APQ0 do cristalino causam 

catarata congênita (96). 

AQP4 facilita a migração de astrócitos. Após lesão no cérebro, 

camundongos AQP4 knockout tiveram células astrogliais positivas para a 

proteína, marcadas fluorescentemente, injetadas a 3 mm da lesão. A presença 

do canal de água influenciou na mudança do formato das células, promoveu 

migração mais rápida e formação de cicatriz glial no local da lesão (97). AQP3 

facilita a migração de células do epitélio corneal e células epidermais. Após 

raspagem do epitélio corneal, camundongos AQP3 knockout tiveram a 

reepitelização mais lenta. A cicatrização de lesões na pele de camundongos 

AQP3 knockout é mais lenta, devido a diminuição na proliferação de 

queratinócitos (98, 99). AQP1 facilita a migração de células do túbulo proximal 

na resposta a lesões no túbulo proximal (100). 

Os bloqueadores das AQPs são utilizados para entender o papel das 

dessas proteínas em diferentes condições. AQP1 é sensível à mercúrio (73). O 

bloqueio com HgCl2
 ocorre devido à modificação covalente de resíduos de 

cisteína dentro do poro de água e em outras regiões da proteína causando 

obstrução do poro ou mudanças de conformação que inibem o transporte de 

água (101).   

4.6.1. Transportes mediados pelas AQPs 

AQPs e aquagliceroporinas são capazes de mediar diferentes tipos de 

transporte. A primeira aquagliceroporina a ser clonada, AQP3, é permeável ao 

glicerol e água (102). AQP7 e AQP10 transportam água, glicerol, e uréia. 

Quando expressos em oócitos de Xenopus (103, 104). AQP9 transporta água, 

glicerol, e uréia, mas também é permeável a vários solutos nos oócitos (105). 

 Gases também podem atravessar as AQPs. A AQP1 transporta CO2 de 

forma rápida em oócitos (106). Células vermelhas de camundongos sem AQP1 

não tiveram sua permeabilidade ao CO2 afetada (107). Células vermelhas 

humanas sem AQP1 perdem 60% de sua permeabilidade ao CO2 (108). A 
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AQP1 é permeável ao NO e quando ela é bloqueada esta permeabilidade se 

reduz em 71% (109). A AQP1 é expressa em células endoteliais e células de 

músculo liso na parede de vasos, facilitando a ação vasodilatadora do NO 

(110). 

 AQPs 3, 9 e 10 de peixe zebra são capazes de mediar o transporte de 

arsênio, gerando acúmulo desse metalóide em vários tecidos (111). A AQP8 foi 

identificada como canal de transporte para peróxido de hidrogênio (112). A 

permeabilidade a determinados tipos de ânions foi atribuída à AQP6 (113). 

4.6.2. Estrutura das AQPs 

  As AQPs são tetrâmeros, onde cada monômero funciona como poro 

independente (figura 6) (114). Os monômeros são formados por 269 

aminoácidos, e constituídos de seis segmentos transmembranais e alças de 

ligação com tamanho variável. Como resultado de  duplicação gênica antiga, os 

monômeros apresentam duas metades com pseudo-simetria (115). Com cada 

metade contendo três domínios transmembrana, as duas devem integrar a 

membrana em orientações opostas, propriedade estrutural básica das AQPs. 

Começando no grupo amino-terminal, a primeira metade é formada pelos 

segmentos 1, 2 e 3; e a segunda, pelos segmentos 4, 5 e 6 terminando com o 

grupo carboxi-terminal (116).   

Figura 6 - AQPs são tetrâmeros com 4 poros 

intependentes (*). O monômero é composto de duas 

metades semelhantes que estão estruturalmente 

relacionadas. O eixo de simetria dessas metades é 

representado pela linha tracejada. O quadrado 

vermelho representa o eixo do tetrâmero. 

Modificadode Murata et al. Ref 114. 
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A estrutura transmembrana tem seis segmentos (1 a 6 na figura 7) 

conectados por cinco alças (A a E na figura 7). A, C e E são extracelulares, B e 

D intracelulares. As duas alças longas, B e E, se curvam e penetram a 

bicamada lipídica (B proveniente do lado citosólico e E do extracelular) e se 

ligam para formar um filtro de seletividade. O filtro de seletividade é formado 

por um motif de três aminoácidos nas alças B e E, aspargina, prolina, e alanina 

(NPA) (figura 7) (117).  

 

A seletividade conferida por esses três aminoácidos impede a entrada 

de prótons (H3O
+), mas mantém alta taxa de permeabilidade de água. A 

diferença de concentração hidrogeniônica entre o interior e o exterior da célula 

é a base para o sistema celular de armazenamento de energia. A arquitetura 

dos canais (Figura 8) permite que somente moléculas de água passem em fila 

indiana, sendo que os motifs positivamente carregados, presentes no canal, 

Figura 7 - A proteína possui duas metades com uma pseudosimetria. Cada uma tem três 

domínios transmembranais (1, 2, 3, na metyade 1; e 4, 5, 6, para a metade 2). Estes 

domínios estão unidos por cinco alças (A, B, C, D, E). As alças B e E possuem os motivos 

conservados aspargina, prolina, alanina [Asn-Pro-Ala, NPA]. O C próximo ao NPA 

representa cisteína 189, sensível ao bloqueio por compostos de merúrio. 
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repelem os íons H3O
+. Além disso, o campo eletrostático local gerado pela 

proteína muda de polaridade no meio do canal, o que obriga as moléculas de 

água a girar de modo que seus dipolos ficam orientados em direções diferentes 

nas extremidades intra e extracelular do canal. Isso evita a formação de uma 

cadeia contínua de moléculas de água conectadas por pontes de hidrogênio. 

Isso impede a formação de um “fio de prótons” que facilitaria a passagem de 

prótons via mecanismo de Grotthuss (118). 

 

 

4.7. Aquaporinas no Sistema Nervoso Central  

 A água se desloca continuamente entre os componentes do sistema 

nervoso. Distúrbios na sua homeostase podem prejudicar funções em casos 

onde a água se acumula devido a doenças, isquemia, hemorragia ou 

traumatismo. As AQPs estão envolvidas nos mecanismos moleculares de 

transporte de água no encéfalo.  

É possível que estas proteínas participem na fisiopatologia de doenças 

neurodegenerativas. Os cérebros de pacientes com doença de Alzheimer 

apresentam edema, ruptura ou atrofia de alguns tipos celulares, incluindo 

Figura 8 - Passagem de moléculas de água através da AQP1. 

Devido à carga positiva no centro do canal, íons carregados 

positivamente como o H3O+ são defletidos. Isto evita o 

vazamento de prótons pelo canal. 
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astrócitos (119). Fatos como estes dão suporte à idéia de que o transporte de 

água e nutrientes está alterado na doença de Alzheimer. Camundongos com 

depósitos amilóides em vasos sanguíneos cerebrais, característica comum na 

doença de Alzheimer, apresentam perda de canais de água astrocitários (120).  

As principais AQPs encontradas no SNC são as AQP1, 4 e 9. Essas 

proteínas são expressas em diferentes tipos celulares e regulam a produção e 

remoção do LCR, fluxo de água através de compartimentos, manutenção da 

pressão intracraniana e da barreira hematoencefálica (BHE), migração de 

astrócitos (121, 122).  

 

4.7.1. AQP1 

 A AQP1 é expressa principalmente na membrana apical do plexo 

coróide, e está envolvida na produção de LCR. A produção de LCR é de 20-

25% menor em camundongos que não apresentam AQP1 (123). Outras 

regiões, como cerebelo, também podem expressar AQP1 (124). 

 O bloqueio da AQP1 com HgCl2 reduz o edema causado por lesão 

cerebral traumática (125). Foi comprovada redução da expressão de AQP1 no 

plexo coróide de ratos com hidrocefalia congênita. Acredita-se que a redução 

da AQP1 seja parte do mecanismo adaptativo à hipertensão endocraniana, 

diminuindo a produção de LCR (126). O mesmo parece ocorrer em humanos. 

Segundo relato de caso em criança de 15 meses com hiperplasia do plexo 

coróide, condição que eleva a produção de LCR, a marcação 

imunohistoquímica com anticorpos para AQP1 mostrou presença diminuída de 

imunoreatividade no plexo coróide (127).  

Outras condições reduzem os níveis de AQP1. Alteração da gravidade 

por meio de centrifugação reduz os níveis de AQP1 no plexo coróide de ratos 

(128). Tumores no sistema nervoso central modificam a expressão de AQP1. 

Em biópsias de gliomas de pacientes, a expressão da AQP1 é aumentada 

(129). Tanto proteína como mRNA de AQP1 quase não são detectáveis em 

meduloblastomas pediátricos (130). O efeito da hipóxia regula a expressão do 

mRNA e da proteína AQP1 em diversos tecidos (131). A resposta dessa 

proteína à hipóxia intermitente não é conhecida. 
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4.7.2. AQP4  

Localizada nas membranas da glia, principalmente das células 

ependimais e astrócitos (132, 133), a AQP4 é o canal de água mais presente 

em todo o SNC (134) e constituinte essencial da BHE (135).  

Anormalidades da AQP4 astrocitária participam na fisiopatologia das 

convulsões, já que possui papel na remoção de K+ (136). Camundongos sem 

AQP4 apresentam aumento no limiar, mas também na duração de convulsões 

(137, 138). 

Anticorpos presentes na neuromielite óptica se ligam à AQP4. Essa 

ligação, de alguma maneira está relacionada com lesões desmielinizantes no 

encéfalo e na medula (139, 140). Em 2004, Lennon e colaboradores 

informaram a descoberta de anticorpo IgG, altamente específico para pacientes 

dom neuromielite óptica. O auto-anticorpo (NMO-IgG) auxilia na diferenciação 

entre a neuromielite e a esclerose múltipla. Este anticorpo reage contra o canal 

de água AQP4 que está concentrado no pé dos astrócitos (141, 142).  

  A formação de tumores também é influenciada por modificações na 

expressão de AQP4. A expressão aumentada da proteína é vista em tumores 

de origem astrocítica e em meningiomas (143,144). Surpreendentemente, 

estudo com camundongos knockout para AQP4 mostrou que a proliferação de 

astrócitos é normal (145). 

A AQP4 desempenha papel importante na formação/resolução de 

edema cerebral. Em modelos de edemas citotóxicos, camundongos knockout 

para AQP4 foram protegidos contra os efeitos de acúmulo de água na 

hiponatremia, inflamação, meningite, tumores. A intoxicação aguda com água, 

após 30 minutos, não provoca alteração nos pés terminais dos astrócitos de 

camundongos sem AQP4, enquanto animais com a proteína apresentam 

edema na mesma localização (figura 9) (146-148). A expressão exagerada da 

AQP4 em camundongos transgênicos provoca acúmulo de água no cérebro 

(149). 
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Em modelos de edema cerebral vasogênico, como a lesão por 

congelamento, camundongos AQP4 knockout apresentam abertura da BHE 

que aumenta a pressão intracranial e do conteúdo de água do cérebro (figura 

10) (13). AQP4 não foi estudada em modelos de hipóxia ou hipóxia 

intermitente. 

 

4.7.3. AQP9 

 Além de permeável à água, a AQP9 o é a outros moléculas como lactato 

e glicerol (151). AQP9 se encontra em células gliais, células endoteliais e 

neurônios (152-155). Mitocôndrias de astrócitos e neurônios dopaminérgicos 

apresentam outra isoforma de AQP9 que está associada à seletividade da 

membrana mitocondrial interna (156). 

A função da AQP9 no encéfalo permanece inexplicada. A atividade 

elétrica dos neurônios catecolaminérgicos é modificada quando as 

Figura 9 – Eletromicrografia demonstrando edema 

perivascular nos pés dos astrócitos de camundongos controles 

(flechas brancas). Animais knockout para AQP4 não 

apresentam edema celular citotóxico (flechas pretas). 

Modificado de Manley et al. Ref 145.  

Figura 10 – Lesão por congelamento no córtex causa 

rompimento da BHE demonstrado pelo azul de 

Evans, e edema vasogênico. Modificado de 

Papadopoulos et al. Ref 149. 
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concentrações de glicerol e lactato aumentam (157), sugerindo envolvimento 

da AQP9 no metabolismo energético do encéfalo. Sua presença facilitaria a 

difusão de glicerol, substrato energético para o neurônio (158).  

A síndrome do desequilíbrio da diálise, complicação da hemodiálise, 

caracterizada por sintomas neurológicos incluindo dor de cabeça, 

desorientação, náusea, convulsão e coma, ocorre aumento da expressão da 

AQP9. Foi sugerido que a AQP9 poderia estar envolvida no edema cerebral 

característico dessa síndrome (159). 

Foi demonstrado que a expressão da AQP9 está aumentada em 

astrócitos durante a isquemia, mas que isto não se correlaciona com a 

formação de edema (160). Em modelo de edema cerebral infeccioso, porém, a 

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

 

4.8. Aquaporinas e Pele 

  A AQP3 foi localizada pela primeira vez na epiderme e glândulas 

sebáceas de ratos (82). É classificada como aquagliceroporina e encontrada 

em grande quantidade na epiderme humana, localizando-se nas membranas 

dos queratinócitos (161).  

 Alterações na AQP3 podem estar relacionadas com a hidratação da 

pele. A deleção do gene da AQP3 reduz a hidratação do estrato córneo (162). 

A hidratação do estrato córneo está ligada à aparência da pele, já que em 

peles envelhecidas e em algumas doenças dermatológicas há redução na 

hidratação do estrato córneo (163, 164). Foi visto que radiação UV diminui a 

expressão de AQP3, e reduz a permeabilidade de água em queratinócitos 

humanos (165). A figura 11 mostra a localização da AQP3 na epiderme 

humana e de camundongo. 

  A AQP3 está envolvida na cicatrização. A deleção da AQP3 em 

camundongos torna o processo de cicatrização mais demorado, devido à baixa 

taxa de proliferação e migração de queratinócitos. Acredita-se que isso ocorra 

devido à diminuição de captação de glicerol pela célula sem AQP3. O glicerol é 

importante no metabolismo celular, já que o glicerol-3-fosfato é intermediário na 

produção de ATP (166).  
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 O envolvimento da AQP3 nos cânceres de pele é incerto. Foi 

demonstrada maior resistência à formação de tumores de pele em ratos 

knockout para AQP3 (167). Outro estudo mostra níveis reduzidos da proteína 

em câncer de pele e em psoríase (168).  

 A AQP5 está presente nas glândulas sudoríparas, acredita-se que ela 

esteja envolvida diretamente na produção de suor (169). Foi constada 

presença exacerbada de AQP5 nas glândulas sudoríparas de paciente com 

hiperidrose nas palmas das mãos (170). AQP1 e AQP7 foram detectadas em 

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

4.9. O sono e a pele 

 Alterações cutâneas como a psoríase e a dermatite atópica, associadas 

a funcionamento anormal da barreira epidérmica, podem ser desencadeadas 

por situações de estresse (173, 174) ou por mecanismos imunes e 

neuroendócrinos (175). Privação e restrição do sono se associam a alterações 

na função do sistema imune (176, 177). 

 Ratos privados de sono apresentam alteração da camada córnea da 

epiderme. O estresse provocado pela insônia diminui a proliferação e prejudica 

a diferenciação de células epidérmicas e diminui a densidade e tamanho dos 

corneodesmossomas (178). 

 Dados sobre a privação de sono e cicatrização são conflitantes. Em 

ratos privados de sono e que sofreram queimaduras na pele, quando 

comparados a controles, a cicatrização é mais lenta. Estes animais apresentam 

Figura 11 – Imunolocalização da AQP3 na epiderme de (a) humano e camundongo (b) 

através de imunofluorescência indireta (verde). Na epiderme humana, a AQP3 é 

encontrada no estrato basal e estrato espinhoso. Na epiderme de camundongo a AQP3 

é somente encontrada no estrato basal. 
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menor número de fibroblastos e menor revascularização (179) porém, biópsias 

do dorso de ratos controles e de animais privados de sono por cinco dias não 

mostraram efeitos significativos na cicatrização (180). O efeito de hipóxia ou 

hipóxia intermitente sobre a pele e a AQP3 não está descrito na literatura 

acessada. 
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5. Objetivos 

5.1. Gerais 

Avaliar alterações induzidas por 35 dias de hipóxia intermitente no tecido 

nervoso e dérmico de camundongos. 

5.2. Específicos 

1. Determinar os níveis de AQP1 no cerebelo e de AQP1 e AQP3 no 

hipocampo de camundongos expostos a 35 dias de hipóxia intermitente 

ou simulada; 

2. Determinar os níveis de AQP4, AQP9 e HIF-1a no estriado e no córtex 

frontal expostos a 35 dias de hipóxia intermitente ou simulada; 

3. Avaliar danos celulares no hipocampo e cerebelo de camundongos 

expostos a 35 dias de hipóxia intermitente ou simulada, através de 

imunohistoquímica e hematoxilina-eosina; 

4. Verificar alteração no conteúdo de água dos encéfalos de camundongos 

expostos a 35 dias de hipóxia intermitente ou simulada; 

5. Determinar os níveis de AQP3 na pele de camundongos expostos a 35 

dias de hipóxia intermitente ou simulada; 
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ABSTRACT 

Rationale: Fluid displacement may be implicated in sleep apnea pathogenesis 

and in the associated morphological and functional brain alterations.  

Objective: To test the hypothesis that isocapnic intermittent hypoxia alters the 

expression of water channel proteins. 

Methods: Fifty-two C57/bl mice were exposed during 35 days to 30-sec of 

progressive hypoxia to FIO2 7±1%, followed by 30 sec of normoxia during eight 

hours/day, or to sham intermittent hypoxia. 

Measurements: Brain water content, Aquaporin-1, Aquaporin-3, Aquaporin-4, 

Aquaporin-9, and hypoxia inducible factor 1-alpha were measured. Staining with 

hematoxylin-eosin and immunohistochemistry were performed.  

Results: Hypoxia inducible factor was higher in the frontal cortex of the hypoxia 

group than in the sham-hypoxia group, confirming effective exposure. The brain 

wet weight and brain water content were higher in the hypoxia group. Cerebellar 

Aquaporin-1 levels were lower in the hypoxia group. Aquaporin-3 levels in 

hippocampus and skin were similar in both groups. Aquaporin-4 expression in 

the frontal cortex was higher in the hypoxia group. Aquaporin-9 expression was 

greater in the cortex and striatum of the hypoxia group. Death rate of Purkinje 

cells in the hypoxia group was 88%. Stronger immunoreactivity to S100B was 

detected in the hypoxia group in areas of extensive gliosis.  

Conclusions: Chronic intermittent hypoxia simulating sleep apnea alters the 

concentration of aquaporins. Water channel proteins are possibly implicated in 

the observed brain edema and cellular damage to brain structures. These 

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

Obstructive sleep apnea (OSA) leads to intermittent hypoxia (IH) (1). IH 

is a recognized cause of vascular disease and stroke (2-4). OSA causes 

morphological (5), biochemical (6), and functional brain alterations (7).  Animal 

models using IH to simulate OSA are often employed to assess potential brain 

damage. For instance, 30 hours of IH causes the death of 90% of Purkinje cells 

(8). 

Aquaporins are water channel proteins involved in the water transport 

across the cellular membrane (9). Aquaporin-1, Aquaporin-4 and Aquaporin-9 

are involved in brain edema (10-12). Aquaporin-3 has been identified in several 

tissues, including the brain (13).   

Aquaporin-1 is mainly expressed in the choroid plexus where it is 

involved with cerebrospinal fluid (CSF) production (14), although it was found in 

other locations, like the cerebellum (15). Aquaporin-3 is abundant in the skin, 

where it plays a role in hydration, regulation of keratinocytes activity, and in the 

metabolism of lipids (16, 17).  Hypoxia and OSA may affect the skin physiology 

(18, 19). Brain ischemia increases Aquaporin-3 levels. The response of 

Aquaporin-3 in brain tissue to hypoxia and to isocápnica intermittent hypoxia 

(IIH) has been insufficiently explored. Aquaporin-4 is localized mainly in 

astrocytes and ependymal cells (20, 21). It is the most abundant aquaporin in 

the central nervous system (CNS) and an essential component of blood brain 

barrier (BBB) (22, 23). Aquaporin-9 is present in neurons and glial cells (24, 25). 

It has an isoform localized in the mitochondria of dopaminergic neurons and 

astrocytes (26). 
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The response of aquaporins in brain tissue to intermittent hypoxia and 

brain edema formation has been insufficiently explored. The literature on 

aquaporins and OSA is limited to a study of the excretion of Aquaporin-2 in the 

urine (27).  

Considering the potential importance of water transport in the causation 

(28) and in the consequences of OSA, implications of aquaporins in OSA 

mechanisms deserve further investigation. The present study aims to test the 

hypothesis that the effects of IIH on brain cellular damage and water content 

involve water channel proteins. We studied Aquaporin-1, Aquaporin-3, 

Aquaporin-4, and Aquaporin-9 in relation to brain edema and damage to 

Purkinje cells and to neurons from dentate gyrus.  
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 METHODS 

Two-month-old male C57bl mice were exposed to IIH or to sham 

intermittent hypoxia (SIH) during 35 days. The animals were housed under 

temperatures ranging between 22.5 - 24.5°C and received ad libitum standard 

mice chow and water. The protocol was approved by the institutional Ethics 

Committee.  

The IIH system was described in detail before (29). In brief, during five 

weeks, 7 days per week, 8 hours a day, from 9 AM to 5 PM, in the lights on 

period, the animals were placed in the system. A mixture with 92% nitrogen and 

8% CO2 was released in the hypoxia chamber, during 30 seconds, reducing the 

oxygen fraction to 7±1% and increasing the CO2 fraction to 5±1%. After that, 

room air was insufflated in the chamber during 30 seconds. The exposure was 

equivalent to an apnea index of 60 per hour. The SIH group remained in an 

adjacent cage and underwent the same fan activity as the IIH group. No gas 

mixture entered the cage during the hypoxia cycle.  

 The animals were anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and 

xylazine (10 mg/kg) intraperitoneally. After deep anesthesia was confirmed, the 

brains were rapidly dissected. The cerebella, hippocampi, cortices, striata and 

skins samples of twenty-three mice (11 IIH and 12 SIH) were dissected for 

aquaporins analyses. Sixteen mice (8 IIH and 8 SIH) had the brains removed 

and fixed to be stained with hematoxylin-eosin and marked with antibodies 

against S100B and GFAP.  

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

content determination. These brains were weighted while wet, placed in an 



55 

 

oven at 95°C during 48 hours and re-weighted after dry. Water content was 

calculated as [(wet weight – dry weight)/wet weight] x 100.  

Tissues were homogenized as described before (30). Homogenates 

were used to determine hippocampal levels of Aquaporin-1 and Aquaporin-3, 

and skin levels of Aquaporin-3 by ELISA test (CUSABIO, Wuhan, China). 

Aquaporin-1 levels were also measured in a cerebellum homogenate. Western 

blotting was performed using Aquaporin-4, Aquaporin-9 and HIF-1a antibodies 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) to determine their levels.  

The method was described previously (25).  

The brains were removed and placed overnight in 10% formalin at 4ºC. 

Sagital 10μm thick brain sections were cut and stained with HE. 

Immunohistochemical staining with antibodies specific for S100B (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and GFAP (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA) were performed in the cerebella. The following 

pathological features were distinguished: cariolisis, gliosis, picnosis, and 

cariorrexis. Cells, in a total of ten sections per slide, were counted in the 

cerebellum and dentate gyrus to compute the percentage of damaged cells in 

relation to intact neurons.   

Statistical analysis 

 The results in figures are expressed as mean and one standard error of 

mean. SPSS v16 was used for all statistical analyses (SPSS Chicago, IL, USA). 

To compare the differences between two means we used the Student’s t-test for 

independent samples and between two proportions, the chi-square test. Results 

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

Data on Aquaporin-1 and Aquaporin-3 are shown in Figure 1. Significant 

difference was observed in Aquaporin-1 levels in the cerebellum between IIH 

and SIH groups. The hippocampi and skin samples of both groups presented 

similar Aquaporin-3 levels. 

Striata and cortices from IIH group presented higher levels of Aquaporin-

4 and Aquaporin-9. HIF-1a was measured in the frontal cortex and hypoxia 

exposure was confirmed with higher levels IIH animals. (Figure 2) 

Data about lesions in Purkinje cells and neurons from dentate gyrus are 

presented in Ffigures 3.  Overall, the IIH group had the double rate of 

hippocampal neurons damage. In the IIH group, Purkinje cellular death was 

also superior when compared to the SIH group. In Figure 4 we see the lesions 

caused by IIH on neurons from dentate gyrus. Lesions such as cariorrexis and 

picnosis are observed in the Purkinje cells from IIH group (Figure 5.A).  

The staining with GFAP and S100B showed that IIH group displayed 

stronger immunoreactivity in the cerebellum, confirming the reactive gliosis and 

neuronal damage caused by IIH.  The IIH group presented astrocytes with 

hypertrophic cell bodies (Figure 5.C). S100B staining in the cerebellum is 

compared between the two groups in Figures 5.E and 5.F, where we can see 

strong positivity in the Purkinje cells of IIH group. 

The data on brain weight and water content are presented in Figure 6. 

IIH mice had higher wet weight and lower dry weight than the SIH mice. 

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

  A model of severe OSA, with 60 cycles of hypoxia per hour to a nadir 

of 7%, eight hours a day, during 35 days, was utilized to investigate the role 

water-channel proteins on encephalic consequences of OSA. Neuronal damage 

and reactive gliosis were the main outcomes.  

The role of the aquaporins in these outcomes can only be inferred since 

interventions that would allow studying mechanisms – such as aquaporin 

blocking or aquaporin knockout-mice – were not employed in this preliminary 

investigation. When the investigation was undertaken, the behavior of the 

channel proteins on IIH was unknown. For instance, the lack of response of 

Aquaporin-3 could not be anticipated. The blocking agents are relatively specific 

and could have helped understanding the aquaporin-hypoxia relationship. The 

present results will serve as a guideline for future research. Although there are 

some studies and hypotheses indicating that a disturbed sleep can affect the 

skin (31, 32), the Aquaporin-3 levels in IIH group and SIH group were practically 

the same. 

The reduction in cerebellar Aquaporin-1 levels may result from an 

adaptive mechanism. Higher intracranial pressure seems to reduce Aquaporin-1 

expression. In a case report of a patient with choroid plexus hyperplasia, 

leading to an exaggerated production of CSF, immunohistochemistry revealed a 

weaker reactivity of Aquaporin-1 when compared with normal choroid plexuses 

(33). Aquaporin-1 levels are reduced also in the choroid plexuses of postnatal 

hydrocephalic animals (34). The present findings contrast with studies that 

showed hypoxia increasing Aquaporin-1 levels (35).  
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Brains of rats after permanent ischemia show significantly higher 

Aquaporin-3 levels than controls (13). In the present study, the levels of 

Aquaporin-3 in the hippocampi are similar in the IIH and SIH groups. Because 

Aquaporin-3 is intensely expressed in the skin, we performed ELISA analysis of 

this protein in skin homogenates. The concentrations were 57 pg/ml in hypoxia 

and sham groups.  

 A higher level of Aquaporin-4 was detected in the striata and cortices of 

the IIH group. This may be related with increased brain water content in the 

same group. Exaggerated expression of Aquaporin-4 in transgenic mice was 

associated with brain edema formation (36). In models of cytotoxic brain 

edema, Aquaporin-4 knockout mice are resistant to edema formation by 

ischemic stroke and pneumococcal meningitis (37, 38).  

Aquaporin-9 levels were superior in the striata and cortices from hypoxic 

animals. Strong positive correlations among the brain water content, the 

disruption of the blood-brain barrier and the enhanced expressions of 

Aquaporin-9 mRNA was found in an infectious rat brain edema model (12). 

Contradicting our findings, Aquaporin-9 was not found to be correlated with 

brain swelling after transient cerebral ischemia in mice (39). 

 IIH in the present study increased wet weight and brain water content. 

This is in agreement with the report that HIF-1a is involved in brain edema 

formation and blood brain barrier disruption in association with Aquaporin-4 

(40). Closed head injury in rats leads to a significant increase in gene 

expression of HIF-1a, Aquaporin-4 and Aquaporin-9. When HIF-1a is 

pharmacologically inhibited, Aquaporins levels are reduced (41). We also found 

increased levels of HIF-1a following enhanced expression of Aquaporins. 
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 One possibility suggested by our data is that brain edema may occur in 

OSA patients. This would be supported by reports of changes in brain imaging 

of OSA patients (42). To the best of our knowledge, no clear evidence of brain 

edema in OSA patients has been reported. The increase of 4% in brain water 

content here observed may be difficult to detect by usual imaging methods. 

Additionally, edema is rapidly reversible and would be necessary to study 

patients immediately after awakening from episodes of severe hypoxia to 

document edematous brain images. 

One can speculate that water channel proteins may be involved in the 

rostral fluid displacement observed during recumbence. Most studies found a 

correlation between overnight fluid shift to the neck and OSA severity (28). This 

influence on OSA severity is controversial. A significant rostral fluid shift was 

observed in both OSA and non-OSA subjects, which was not associated with 

worsening of OSA (43). If IH increases the expression of Aquaporin-4 and 

Aquaporin-9 in tissues other than the brain, this could explain the progression of 

OSA, in a vicious cycle with more IH leading to more edema. 

 We confirmed previous results of a damaging effect of IH on cerebellar 

cells (44). Study in mice showed degeneration of 90% of the Purkinje cells 

similar to the present data (8).  Patients with OSA display reduction of grey 

matter in the cerebellum (45) which may be involved in the already described 

motor dysfunction and cognitive impairment of these patients (46).   

S100B and GFAP staining was performed in the cerebellum for it being 

the structure with higher damage rate. Increased immunoreactivity of GFAP is a 

sensitive indicator of reactive gliosis and neuronal injury (47, 48). Hypoxic 

animals presented extensive glial proliferation. Gozal and colleagues reported 
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glial activation, indicated by increased presence of GFAP in the cortex of rats 

exposed to intermittent hypoxia (49). 

Purkinje cells of hypoxic animals presented increased immunoreactivity 

to S100B. Presence of S100B positive Purkinje cells in mice after yessotoxin 

administration was associated with cytoskeleton disassembly (50). In 

nanomolar concentrations S100B is related with neurite development and 

neuronal survival during development and after injury. In micromolar 

concentrations, S100B may lead to neuronal death (51). Overexpression of 

S100B also enhances brain damage after permanent focal ischemia, probably 

due proinflammatory events associated with accelerated glial activation (52). 

We have reported increased serum S100B in patients with OSA (53) and 

in individuals with morbid obesity (54). Because the neuron-specific enolase 

(NSE) levels, indicator of neuronal death, were similar to controls in both 

groups, the high S100B was interpreted as indicative of successful neuron 

protection by the astrocytes. Vis-a-vis the present results, the high S100B levels 

may need to be reinterpreted. The high serum levels of S100B in OSA patients 

may indicate, alternatively, the presence of gliosis. 

 In conclusion, IIH can lead to brain edema, reduction of cerebellar 

Aquaporin-1 levels and higher levels of Aquaporin-4 and Aquaporin-9 in cortices 

and striata. IIH causes reactive gliosis and irreversible lesions in Purkinje and 

dentate gyrus neurons. The relevance of these findings needs to be explored in 

further detail.  
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Figure 1.  Aquaporin-3 and Aquaporin-1 levels measured by ELISA test. Aquaporin-3 presented similar 

levels in hippocampus and skin of SIH and IIH groups. Aquaporin-1 levels were significantly lower in 

the cerebella of IIH group. Aquaporin-1 levels in the hippocampus of both groups were not different 

statistically. Data are presented as means and ± SE. 
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Figure 2. Expression of Aquaporina-4 and Aquaporin-9 in the frontal cortex and striatum of SIH and IIH animals. (A) 

Densitometry of Aquaporin-9 and Aquaporin-4 normalized to beta-actin in striatum of both groups. (B) Western blots 

for Aquaporin-9 and Aquaporin-4  normalized to beta-actin in frontal cortex of both groups. (C) Densitometry of 

Aquaporin-9, Aquaporin- 4 and HIF-1a in the frontal cortex of SIH and IIH animals. (D) Western blots for 

Aquaporin-9, Aquaporin- 4 and HIF-1a normalized to beta-actin in frontal cortex. Data are presented as means and ± 

SE. 



63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Percentage of damaged Purkinje cells and 

hippocampal neurons in response to IIH and SIH (number of 

damaged cells/number of damaged and normal cells ×100). 

Cells were counted in a total of ten sections per slide, in the 

cerebellum and dentate gyrus. Data are presented as means and 

± SE.  

 

Figure 4. Morphological changes representing damage in 

neurons of dentate gyrus IIH exposure. (A) IIH promoted a 

reduction in number of neurons (bracket) when compared 

with SIH group. Arrows show damaged cells. (B) SIH 

neurons exhibited homogeneity in color and shape (arrows). 

A bigger layer of cells is present. (bracket).  
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Figure 5. (A) IIH-associated damage to Purkinje cells. 

Picnosis and cariorrexis were distinctive features of the cells 

(arrows). (B) Purkinje cells of SIH group presented normal 

color and shape (arrows). (C) GFAP immunostaining showing 

the astrocytic morphology in cerebellum after IIH exposure. 
Distinctive features of reactive gliosis in IIH exposed animals: 

increased astroglial cell area with increased cell body size and 

enlarged projections (arrow). (D) SIH group astrocytes 

(arrow). (E) S100B immunostaining showing the expression of 

the glial soluble factor S100B inside Purkinje cells (arrow). (F) 

Purkinje cells from the sham hypoxia group present weaker 

S100B immunostaining.  
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Figure 6. Brain weight and water content.  IIH group had higher brain wet weight and lower brain dry weight. The 

brain water content was greater in the IIH group. Data are presented as means and ± SE.  
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8. Considerações Gerais 

 

De acordo com nossos objetivos, os achados sinalizam que: 

 

 Observou-se diminuição dos níveis de aquaporina 1 no cerebelo de 

camundongos exposto por 35 dias à hipóxia intermitente simulando 

apneia do sono. Até então a influencia da apneia do sono na expressão 

de aquaporinas no encéfalo não havia sido estudada. 

 Os níveis de aquaporina 4 e aquaporina 9 apresentaram variações no 

estriado e córtex frontal de camundongos expostos por 35 dias à hipóxia 

intermitente, sendo que os níveis de aquaporina 9 eram maiores nas 

duas estruturas, enquanto os níveis de aquaporina 4 foram maiores 

apenas no córtex frontal. Como era de se esperar, o HIF-1a apresentou-

se elevado nos animais do grupo hipóxia. 

 A hipóxia intermitente causou danos celulares irreversíveis em neurônios 

do hipocampo e do cerebelo, algo já demonstrado anteriormente. Além 

das lesões neuronais, a gliose reativa foi vista no cerebelo.  

 Os animais do grupo hipóxia apresentaram maior conteúdo de água no 

cérebro. As alterações cerebrais são características da apneia do sono, 

porém pouca informação havia disponível sobre a formação de edema 

cerebral. 

 Embora existam relatos de que o estresse causado pela privação de 

sono possa afetar a pele, os níveis de aquaporina 3, proteína 

relacionada com a hidratação e integridade da pele não diferiram nos 

dois grupos. 

 

Os achados acima precisam ser confirmados em pesquisas futuras, mas 

aumentam o conhecimento sobre a relação entre a apneia obstrutiva do sono, 

hipóxia, aquaporinas e alterações encefálicas. As alterações das aquaporinas 

após exposição à hipóxia intermitente indicam possível papel nas 

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

 


