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RESUMO

Hipdtese: Hipoxia intermitente crénica (HIC), simulando apneia do sono, causa hipertensao por
mecanismos provavelmente inflamatdrios; hidroxicloroquina (HCQ) inibiria a presséo arterial
(PA) elevada por alterar a estrutura arteriolar. Métodos: Monitorou-se a PA e frequéncia
cardiaca (FC) por telemetria em ratos Wistar durante 14 dias de protocolo de HIC com injecédo
de HCQ (grupo HIC+HCQ) ou veiculo salino (grupo HIC); ou hipdxia simulada (grupo Sham).
Expressdo de calponina foi mensurada por imunoistoquimica na artéria aorta. Resultados: PA
e FC apresentaram aumento no grupo HIC, diminuicdo no grupo Sham e permaneceram estaveis
no grupo HIC+HCQ. A expressdo de calponina na aorta foi maior no grupo HIC+HCQ.
Conclusé@o: O modelo de HIC aumenta a PA, confirmando o papel da HIC na patogénese da
hipertensdo arterial. HCQ controlou o0 aumento da PA. A maior expressao de calponina na aorta

pode representar potencial fator no controle da hipertensao.

Palavras-chave: hipoxia intermitente, apneia do sono, pressdo arterial, hipertensdo,

hidroxicloroquina, calponina.
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ABSTRACT

Hypothesis: Chronic intermittent hypoxia (CIH), simulating sleep apnea, causes hypertension
probably by inflammatory mechanisms; hydroxychloroquine (HCQ) would inhibit high BP
(BP) by altering the arteriolar structure. Methods: BP and heart rate (HR) were monitored by
telemetry in Wistar rats during 14 days of CIH protocol with HCQ injection (CIH+HCQ group)
or saline vehicle (CIH group); or simulated hypoxia (Sham group). Calponin expression was
measured by immunohistochemistry in the aorta artery. Results: BP and HR variables showed
an increase in the CIH group, a decrease in the Sham group and remained stable in the
CIH+HCQ group. Calponin expression in the aorta was higher in the CIH+HCQ group.
Conclusion: The CIH model increases BP, confirming the role of CIH in the arterial
hypertension pathogenesis. HCQ controlled the increase in BP. The greater expression of

calponin in the aorta may represent a potential factor in hypertension control.

Keywords: intermittent hypoxia, sleep apnea, blood pressure, hypertension,

hydroxychloroquine, calponin.
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1. INTRODUCAO

A apneia obstrutiva do sono (AQOS) é caracterizada pelo colapso repetitivo da faringe
durante o sono, levando a hipdxia intermitente seguida de reoxigenacdo. Afeta até 38% da
populacéo adulta, no mundo inteiro.! Em individuos com idade entre 30 e 69 anos, a prevaléncia
global estimada é de quase um bilhdo de pessoas afetadas, sendo superior a 50% em alguns
paises.?

Os episodios repetitivos de hipdxia podem ativar varios mecanismos patologicos, como
estresse oxidativo e inflamacdo, que podem levar a disfuncdo endotelial e doencas
cardiovasculares (DCVs).2 A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é a principal enfermidade
associada.*®

Emprega-se 0 modelo experimental de hipdxia intermitente crénica (HIC) in vitro, em
humanos e em animais, para estudar os mecanismos subjacentes ao aumento sustentado da
pressao arterial (PA) observado ap6s a exposicdo em longo prazo a HIC, o principal efeito da
AOS.5"8 Ratos expostos a HIC respondem com varias alteragdes cardiovasculares e
metabodlicas, incluindo estresse oxidativo, HAS*1%1112 funcdo vascular comprometida®*4,
intolerancia a glicose®® e disfungdo endotelial .18

O modelo animal de HIC, ao produzir estresse oxidativo e inflamagdo, ocasiona
disfuncéo endotelial, que tem papel causal na promocao de alteracGes vasculares estruturais e
funcionais.'’ Estudos experimentais em roedores demonstraram que a HIC, por si so, representa
fator causal de remodelamento vascular e HAS causados por inflamagdo vascular'®1%%0 e
estresse oxidativo.?1??

O mausculo liso na camada média regula o lumen dos vasos sanguineos. Sua contracao,

através da ligacdo entre actina e miosina, ¢ modulada por proteinas como caldesmona?® e
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calponina®*?®, que s&o reguladoras inibitorias da contratilidade do musculo liso.?®

AOS tem caracteristicas de doenca inflamatéria cronica de baixo grau.?” Assim, parte
da assinatura fenotipica morbida da AOS seria explicada causalmente por processos
inflamatdrios que induzem disfuncdo de drgdos-alvo. A hidroxicloroquina (HCQ) exerce
efeitos anti-inflamatorios através da regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatérias, como
fator de fator de necrose tumoral a (TNF-0) e interleucina-1p (IL-1pB).282° Quando utilizada em
pacientes com artrite reumatoide (AR), ocorre reducao de 72% no risco de DCV comparados
a0s ndo usuarios.

A partir dos conceitos descritos, desenvolvemos a hipdtese de que a acdo anti-
inflamatdria da HCQ impede o aumento da PA e altera a expressao de calponina e caldesmona

vascular em modelo animal de AOS.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  DEFINICAO DE APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO

A apneia do sono é o transtorno respiratorio do sono mais comumente estudado®!,
podendo ser de causa central ou obstrutiva.®? A de causa central depende de falha no sistema
de controle ventilatorio central, em geral, por doencgas neuroldgicas. Os quadros obstrutivos,
bem mais comuns do que os centrais, envolvem relaxamento sono-dependente da musculatura
faringea e podem variar desde o simples aumento da resisténcia da via aérea superior até
marcada hipoxemia causada por hipopneias, apneias e hipoventilacédo alveolar.

A AQOS é caracterizada pela obstrucdo total ou a reducdo de mais de 90% do fluxo aéreo
para os pulmdes durante o sono por pelo menos 10 segundos acompanhada de dessaturacdo da
oxiemoglobina maior que 3% a partir da linha de base, ou evidéncia de despertar no
eletroencefalograma. A hipopneia é a obstrucdo parcial do fluxo aéreo de pelo menos 30% e
igualmente acompanhada de dessaturacdo maior que 3% ou despertar durante o sono (Figura
1).3334%5 Com a presenca da AOS, o sono perde sua arquitetura normal, sdo alteradas a
composicao e duracdo dos seus estagios e provocadas respostas exacerbadas do sistema nervoso

autdbnomo.38
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2. NORMAL

Fluxo aéreo

(\' Lingua
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do ar

Palato mole

Uvula

b. HIPOPNEIA c. APNEIA

Figura 1. Obstrugdo parcial e completa das vias aéreas, resultando em hipopneia e apneia, respectivamente.

Adaptada de Somers et al.%’

A gravidade da AOS é classificada de acordo com o indice de apneia e hipopneia (IAH).
Esse indice é determinado dividindo o numero total de episddios de apneias e hipopneias pelo
namero de horas de sono. Em 2014, na 32 edicdo da classificacdo internacional dos distirbios
do sono, os despertares relacionados ao esforgo respiratorio (respiratory effort-related arousal;
RERA) foram incluidos ao diagndstico da AOS. Os RERAs sdo caracterizados por uma
sequéncia de respiracdes, com esforco respiratério crescente, resultando em despertar, sem
dessaturacdo de oxigénio. Somando-se 0s eventos de apneia, hipopneia e RERA, e os dividindo
pelo tempo total de horas de sono se obtém o indice de distarbio respiratério (IDR) (Tabela
1).%8 Apesar de sua menor repercussio sobre o processo respiratorio, 0s RERAs estdo

associados a elevacio da PA.*
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Tabela 1. Classificacdo da gravidade da apneia obstrutiva do sono.

IAH ou IDR Classificacéo
<5 Normal
5—-14 Leve
15-29 Moderada
> 30 Grave

Classificacdo conforme a Academia Americana de Medicina do Sono.8

2.2 ESTUDOS DE PREVALENCIA DA APNEIA DO SONO BASEADOS NA

POPULACAO

O estudo populacional mais rigoroso que determina as caracteristicas epidemiol6gicas
da AOS ¢ o Wisconsin Sleep Cohort Study.*® A prevaléncia de AOS (IAH>5) em 602 adultos
de meia-idade entre 30 e 60 anos de idade foi de 9% para mulheres e 24% para homens, medida
por polissonografia em laboratorio. A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS),
caracterizada por um IAH>5 acrescida de sonoléncia excessiva diurna (SED), esteve presente
em 2% das mulheres e 4% dos homens. Outros estudos projetados de forma semelhante
produziram taxas de prevaléncia comparaveis. A maior prevaléncia de AOS foi observada em
uma coorte espanhola que incluiu sujeitos com idade entre 30 e 70 anos.** Nela, o IAH>5 foi
observado em 28% das mulheres e 26% dos homens, podendo ser explicado pela inclusdo de
despertares do sono na pontuacéo das hipopneias. No entanto, a prevaléncia da SAOS (IAH>10
e SED) nesta populagéo espanhola foi semelhante ao Wisconsin Sleep Cohort Study. Da mesma
forma, em 1741 pacientes de uma coorte realizada na Pensilvania, a prevaléncia da SAOS
(definida como IAH>10 e SED) foi de 3,9% em homens e 1,2% em mulheres.*>*® Finalmente,
Bearpark et al.** avaliaram 294 homens entre 40 e 65 anos de idade da Australia usando

monitoracgdo portatil e identificaram a SAOS em 3,1% da populagdo. Ao todo, esses grandes
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estudos de populacdes predominantemente brancas estimam a prevaléncia da SAOS em
aproximadamente 3-4% em homens e 2% em mulheres. Curiosamente, apesar do indice de
massa corporal (IMC) geral ser inferior nos estudos da Asia, a prevaléncia da SAOS é
semelhante nos paises asiaticos, quando comparada com 0s seus homologos ocidentais. A
prevaléncia semelhante entre essas duas populacfes distintas destaca a importancia de outros
fatores de risco além da obesidade.*>*® Em conjunto, os resultados de varios estudos de base
populacional em vaérias regides geograficas e grupos étnicos demonstram uma taxa de
prevaléncia semelhante de AOS e SAQS, apesar das diferencas nos desenhos dos estudos e dos
aspectos técnicos utilizados para identificar eventos respiratorios.

No Brasil, em 2010, foi publicado um estudo epidemioldgico de base populacional da
cidade de S3o Paulo, onde a prevaléncia total de AOS foi de 32,8% (Figura 2).*” A amostra de
1042 individuos foi constituida de voluntarios com idades entre 20 e 80 anos que realizaram
polissonografia, sendo 55% do sexo masculino e 60% apresentavam IMC maior que 25 kg/m?.
Dentre os fatores independentes associados a AOS foram relatados: sexo masculino (OR 4,1;
IC95% 2,9-5,8), obesidade (OR 10,5; 1C95% 7,1-15,7) e idade superior a 60 anos (OR 34,5;

IC95% 18,5-64,2).
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Percentagem de pessoas com apneia do sono (IAH>5)
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Figura 2. Prevaléncia de apneia obstrutiva do sono (IAH>5) por sexo no estado de S&o Paulo, Brasil. Adaptada
de Tufik et al.*’

Uma revisdo sistematica publicada em 2017' destacou tanto a substancial
heterogeneidade metodologica que existe em estudos que investigaram a prevaléncia
populacional de AOS, como a ampla variacao resultante na prevaléncia relatada. Nesse estudo,
a prevaléncia global variou de 9% a 38% na populacdo adulta geral, de 13% para 33% em
homens e de 6% para 19% em mulheres, embora muito maior nos grupos de idosos. Os dados
disponiveis foram principalmente limitados a Europa e América do Norte. Apesar dessas
limitacdes, essa revisdo sistematica confirma fatores tais quais o avango da idade, sexo
masculino e maior IMC como de risco para AOS.

Em 2019, um estudo? estimou a prevaléncia global de AOS conforme os critérios de
pontuacdo da Academia Americana de Medicina do Sono de 2012 em individuos com idades
entre 30 e 69 anos, através de dados ja publicados e contatando lideres de opini&o para realizar
essa estimativa. Usando os valores-limite do IAH de cinco ou mais eventos por hora e 15 ou
mais eventos por hora, foi estimado que 936 milhdes (IC95% 903-970) de adultos (homens e

mulheres) apresentam AOS grave e 425 milhdes (1C95% 399-450) de adultos apresentam AOS
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moderada a grave em todo o mundo. O ndmero de individuos afetados foi maior na China

(IAH>5, 176 milhdes [23,6%]; IAH>15, 66 milhdes [8,8%]), seguido pelos EUA (IAH>5, 54

milhdes [33,2%]; IAH>15, 24 milhGes [14,5%]), Brasil (IAH>5, 49 milhdes [49,7%]; IAH>15,

25 milhdes [26%]) e India (IAH>5, 52 milhdes [9,6%]; IAH>15, 29 milhdes [5,4%]) (Figura

3). Quando expresso como prevaléncia, a presenca de AOS para cada pais foi demonstrada

através do mapa de aquecimento global para IAH de cinco ou mais eventos por hora (Figura 4).

USA
AHI 25 events per h: 54 million
AHI 215 events per h: 24 million

France
AHI 25 events per h: 24 million
AHI 215 events per h: 12 million

Germany
AHI 25 events per h: 26 million
AHI 215 events per h: 14 million

Russia

AHI 25 events per h: 40 million
AHI 215 events per h: 20 million

Brazil
AHI 25 events per h: 49 million
AHI 215 events per h: 25 million

. wdr

Japan

AHI 25 events per h: 22 million
AHI 215 events per h: § million

1] AHI25 events per h: 176 million

AHI 215 events per h: 66 million

\

AHI 25 events per h: 31 million
AHI 215 events per h: 12 million

Pakistan
AHI 25 events per h: 42 million
AHI 215 events per h: 17 million

India

AHI 25 events per h: 52 million

AHI 215 events per h: 29 million

Figura 3. Os dez principais paises com o maior nimero estimado de individuos com apneia obstrutiva do sono

com base nos critérios da Academia Americana de Medicina do Sono de 2012. AHI (Apnea Hypopnea Index).?
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Figura 4. Mapa de aquecimento global da prevaléncia de apneia obstrutiva do sono (IAH>5) para cada pais.

AOS aumenta indices de mortalidade. Estudo observacional publicado na Lancet em
2005 comparou a incidéncia de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais em roncadores
simples, pacientes com AOS ndo tratada, pacientes tratados com pressao positiva continua nas
vias aéreas (continuous positive airway pressure; CPAP) e homens saudaveis recrutados da
populacdo em geral. Nos homens, a presenca de AOS grave aumentou significativamente o
risco de eventos cardiovasculares fatais (OR 2,87; 1C95% 1,17-7,51) e néo fatais (OR 3,17;
IC95% 1,12-7,51) em comparagdo com participantes saudaveis, sendo que o tratamento com
CPAP reduziu esse risco. Outro estudo reforca a alta taxa de mortalidade em sujeitos com AOS
através de uma analise da coorte OLDOSA (Obstructive Lung Disease and Obstructive Sleep
Apnea).*® Nela, foram acompanhados por 10 anos quase 5 mil veteranos que tiveram alguma
hospitalizacdo por asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica e AOS. Observou-se que a taxa
de mortalidade acumulada por todas as causas nesse periodo foi de 52,8% e o tempo médio de
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morte foi de 2,7 anos. Em pacientes com AOS que ndo estavam em terapia com CPAP, apds
ajuste para idade, comorbidades e funcdo pulmonar, o risco de morte foi 1,34 vezes maior do
que naqueles em tratamento (IC95% 1,05-1,71). Da mesma forma, em pacientes com AOS néo
aderentes a terapia com CPAP, o risco ajustado de morte foi 1,78 vezes maior (1C95% 1,13-
2,82) em comparacdo com aqueles que o utilizaram pelo menos 70% das noites e mais de 4

horas noturnas.

2.3 APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO E HIPERTENSAO

Em 2010, a prevaléncia global da HAS foi estimada em aproximadamente 1,4 bilhdo de
casos, e provavelmente excedera 1,6 bilhdo até 2025.5° Em 2016, as doengas ndo transmissiveis
representaram 40,5 milhdes ou 71% das mortes em todo o0 mundo, com 17,9 milhdes ou 44%
das mortes decorrentes de DCVs com HAS representando o principal fator de risco.>* Tendo
em vista o crescente nimero de individuos acometidos por essa patologia, € necessario
promover ndo apenas a prevencio da HAS, como também seu manejo eficaz e atualizado.>?

Desde o0 ano de 2000, apés a publicacdo de trés artigos que juntos somaram mais de 9
mil participantes, a base epidemioldgica para a aceitacdo da AOS como causa secundéria de
HAS foi fundamentada.>® O maior estudo transversal realizado até o momento* utilizou os
dados da avaliagdo basal do Sleep Heart Health Study, estudo de coorte da relacdo entre
transtornos respiratorios do sono e DCVs.>* Na amostra de 6132 pessoas (idade>40 anos; 52,8%
do sexo feminino), observou-se a crescente associacdo entre DRS e HAS em individuos de
meia-idade e idosos, de diferentes sexos e origens étnicas. ApOs 0 ajuste para variaveis

demogréaficas e antropométricas (incluindo IMC, circunferéncia do pescogco e razédo
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cintura/quadril), bem como para ingestdo de alcool e tabagismo, a razdo de chance para HAS,
comparando a categoria mais alta de IAH (>30/h) com a categoria mais baixa (<1,5/h), foi de
1,37 (1C95% 1,03-1,83). O outro estudo de coorte, dos mais citados na literatura do sono,
Wisconsin Sleep Cohort Study, avaliou 709 pacientes com seguimento minimo de 4 anos e
encontrou resultados semelhantes, com significativa relacdo crescente entre I1AH e o risco de
HAS, mas a partir de valores de IAH tdo baixos quanto 0,1/h.> Em relagio a categoria de
referéncia de IAH=0 eventos por hora na linha de base, as razdes de chances para a presenca de
HAS foram: 1,42 (1C95% 1,13-1,78) com IAH de 0,1 a 4,9 eventos por hora na linha de base,
em comparacao com nenhum evento; 2,03 (IC95% 1,29-3,17) com IAH de 5,0 a 14,9 eventos
por hora; e 2,89 (IC95% 1,46-5,64) com IAH de 15,0 ou mais eventos por hora. Outro estudo
transversal®, com 2677 participantes, demonstrou significativa associacdo entre HAS e
aumento da gravidade da AOS. Regressao logistica maltipla mostrou que cada evento apneico
adicional por hora do sono aumentou as chances de HAS em cerca de 1%, enquanto cada 10%
de reducgdo na saturacdo de oxigénio noturno aumentou as chances em 13%. A partir desses
dados, pdde-se concluir que ha relacdo direta e independente entre o grau de transtorno
respiratdrio do sono e o risco para desenvolvimento de HAS.

Em outro estudo publicado que avaliou uma populacdo de 1889 individuos em
seguimento de 12,2 anos®®, foram observados 705 casos (37,3%) de HAS incidente. A presenca
de AOS foi associada ao aumento do risco ajustado de HAS incidente e o tratamento com CPAP
foi associado a um menor risco de HAS (Figura5). A incidéncia bruta de HAS por 100 pessoas-
ano foi de 2,19 (IC95% 1,71-2,67) nos sujeitos do grupo controle; de 3,34 (IC95% 2,85-3,82)
em pacientes com AOS néo elegiveis para terapia com CPAP; 5,84 (IC95% 4,82-6,86) em
pacientes com AOS que recusaram terapia com CPAP; 5,12 (1C95%, 3,76-6,47) em pacientes
com AOS néo aderentes a terapia com CPAP; e 3,06 (1C95% 2,70-3,41) em pacientes com AOS

e tratados com CPAP. Comparados aos controles, as hazard ratios ajustadas para HAS
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incidente foram maiores entre os pacientes com AOS inelegiveis para terapia com CPAP (1,33;
IC95% 1,01-1,75), entre aqueles que recusaram a terapia com CPAP (1,96; 1C95% 1,44-2,66),
e entre os ndo aderentes a terapia com CPAP (1,78; 1C95% 1,23-2,58), sendo menor nos

pacientes com AOS tratados com CPAP (0,71; 1C95% 0,53-0,94).
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Figura 5. A gravidade da apneia obstrutiva do sono (AOS) foi definida pelo indice de apneia e hipopneia (IAH)
como: Sem AOS (IAH<5), AOS leve (1AH, 5,0-14,9), AOS moderada (IAH, 15-29,9) e AOS grave (IAH>30). O

valor de P fornece a diferenca de sobrevida geral entre os 4 grupos de estudo. Adaptada de Marin et al.%

Os episodios repetitivos de hipdxia que ocorrem na AOS podem ativar varias vias
patoldgicas que podem levar a disfuncio endotelial e DCVs.® De fato, a AOS é considerada um
fator de risco independente para DCV, com eventos cardiovasculares ocorrendo trés vezes mais
frequentemente em pacientes com AOS em comparagdo aos controles®’, ndo s6 na HAS*5%8,
mas também na doenga arterial coronariana (DAC), insuficiéncia cardiaca congestiva e eventos
cerebrovasculares.>®

Outro aspecto que deve ser levado em consideragcdo na HAS séo os casos de HAS

resistente, pois apresentam maior risco para problemas cardiovasculares.®® Pacientes que néo
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respondem ao tratamento da HAS representam um problema clinico intrigante e € comum
atribuir a responsabilidade da dificuldade de controle pressorico ao paciente por nao aderir
adequadamente a terapéutica. Este, porém, ndo é sempre o caso. Existe embasamento
epidemioldgico para que se considere a investigacao da existéncia de AOS e o seu tratamento
sempre que for dificil o controle da PA.®* Logan et al.®? relataram encontrar IAH>10 em 83%
dos casos de HAS resistente. Pedrosa et al.%® Avaliaram causas secundarias de HAS entre 125
pacientes (idade de 52,1 anos; 43% da pressao arterial sistolica e diastélica com 176,31 e 107,19
mm Hg, respectivamente). A AOS com IAH>15 foi a condigdo mais comumente associada a
HAS resistente (64,0%). Foram considerados preditores de AOS: idade>50 anos (OR 5,2;
IC95% 1,9-14,2), circunferéncia do pescoco>41 cm para mulheres e >43 cm para homens (OR
4,7, 1C95% 1,3-16,9) e presenca de ronco (OR 3,7; 1C95% 1,3-11).

Nosso grupo de pesquisa investigou a associacdo entre AOS e HAS resistente em estudo
controlado.®* Numa amostra de 126 individuos com HAS do ambulatério especializado do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, mediu-se a PA por monitorizacdo ambulatorial e o IAH
por polissonografia portatil. Entre os 63 casos de HAS resistente, 71% tinham 1AH acima de
10 eventos por hora, valor semelhante ao relatado por Logan et al.®2 Nos 63 casos com a PA
controlada, a prevaléncia de IAH>10/h foi significantemente inferior, 38%. Controlando os
fatores sexo, idade e IMC, a Unica diferenca significante entre os grupos foi o IAH. Observou-
se uma curva dose-resposta positiva entre o IAH e a prevaléncia de HAS resistente. Entre os
casos com IAH normal, ocorreu HAS resistente em 31% dos casos; ja entre os individuos com
IAH>30, a prevaléncia alcangou 86%.

O CPAP é o tratamento padrdo em pacientes com AOS moderada a grave, melhora a
sonoléncia e reduz a PA.% No entanto, 46 a 83% dos pacientes com AOS foram relatados como
ndo aderentes & terapia com CPAP.%® Os resultados do recente estudo SAVE (Sleep Apnea

cardioVascular Endpoints) indicaram que a prescricdo de CPAP ndo impediu a ocorréncia de
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eventos cardiovasculares em pacientes com AOS moderada a grave e DCV estabelecida,
quando comparada aqueles que receberam somente os cuidados usuais.®’ 1sso pode ser em parte
devido a adesao relativamente baixa, de menos de 4 horas por noite ao uso do CPAP. Dessa
forma, outros tratamentos sdo necessarios para melhorar a saude cardiovascular em pacientes
com AOS.

Através da criacdo do modelo de hipoxia intermitente ciclica noturna em humanos
saudaveis, é possivel estudar as consequéncias cardiovasculares e metabdlicas da AOS.%
Utilizando esse modelo é possivel verificar o aumento da PA e sua manutencdo ao longo das
horas de vigilia, além da fase aguda imediatamente apds a exposi¢do.®® Em um estudo que
utilizou uma Unica exposicao hipoxica de 6 horas, houve aumento da pressao arterial média que
foi associado a ativacdo do sistema nervoso simpatico, aumento da resisténcia vascular
sisttmica (RVS)"® e ao aumento da tensdo arterial pela ativacio do receptor tipo | da
angiotensina 1.7

Além do fator simpatico, o controle da PA é compartilhado pelos rins. Como a PA esta
relacionada ao débito cardiaco (DC) e a RVS pela equa¢do PA=DCxRVS, aumentos no DC ou

na RVS devem produzir aumentos da PA (Figura 6).
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Figura 6. Resisténcia vascular sistémica (RVS) versus rim: a pressdo arterial (PA) é o produto da resisténcia
vascular sistémica (RVS) e do débito cardiaco (DC) (PA=RVSxDC). Altera¢des na reabsor¢do de Na* aumentam
ou diminuem o volume intravascular e resultam em aumento ou diminui¢do do DC, o que altera a PA. Da mesma
forma, alteragdes no ténus vascular podem aumentar ou diminuir a RVS, o que leva a um aumento ou diminuicéo

da PA. Adaptada de Brozovich et al.®

Embora os mecanismos da HAS parecam simples e relativamente diretos, mais de 50

anos de investigagdo ainda n&o definiram a base molecular subjacente a essa condi¢io médica.?®
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2.4  MODELOS DE APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO UTILIZANDO HIPOXIA

INTERMITENTE

Devido a alta prevaléncia de AOS em humanos e seu impacto adverso em parametros
cardiometabdlicos, neurocognitivos e psicocomportamentais, modelos experimentais de AOS
foram desenvolvidos em roedores para melhorar o estudo e a compreensao dessa patologia. O
modelo classico envolve insuflacdo de nitrogénio nas gaiolas para produzir HIC e simular os
breves periodos repetidos de hipoxia e reoxigenacio que caracterizam a AOS. Fletcher et al.”
foram pioneiros no uso de HIC em ratos Wistar em 1992, em estudo que examinou o impacto
da hipoxia episodica na PA. Com base em estudos observacionais em humanos com AOS, 0s
autores levantaram a hipdtese de que a HIC levaria a elevagdes agudas e cronicas da PA. Ratos
foram alojados em camaras hipoxicas que permitiram a administracdo programada de
nitrogénio para reduzir a concentragdo ambiente de oxigénio para 3 a 5% por aproximadamente
3 a 6 segundos, seguida por retorno gradual a uma concentra¢do normal de 21% de oxigénio.
O ciclo foi repetido duas vezes por minuto, durante 6 a 8 horas por dia, durante 35 dias
consecutivos. Os ratos expostos a HIC exibiram aumento da PA (Figura 7), bem como evidéncia
de hipertrofia ventricular esquerda. Com isso, foi demonstrado um fendtipo compartilhado de
HAS tanto na AOS humana quanto na HIC em roedores, fornecendo evidéncias precoces de

que o modelo de roedor serve como ferramenta Gtil para estudar as sequelas da AOS.
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Figura 7. O grafico de dispersdo mostra mudanca na pressdo arterial média da linha de base para a medicéo final
em controles ndo tratados (sem exposicao a hipdxia) e ratos expostos a 20, 30 e 35 dias de hipdxia episddica. O
declive linear de 0,42 mm Hg/dia indica uma resposta de diminuicdo da exposicao a hipdxia episédica. Adaptada

de Fletcher et al.”

Os periodos de hipoxia podem agir de maneiras diferentes no organismo. No caso de
habitantes de altas altitudes ou de pneumopatas, a hipdxia sustentada e cronica permite
adaptacdo, envolvendo processos moleculares e gendmicos.”® A HIC que ocorre na AOS,
entretanto, tem consequéncias sobre varios tecidos, sem papel adaptativo aparente. As
oscilacdes da concentracdo de oxigénio causada pelas apneias expdem 0s pacientes a processos
semelhantes ao de isquemia/reperfusdo, ensejando a producdo de radicais livres e estresse
oxidativo.”* A literatura descreve modelos em ces, coelhos, porcos, ratos e camundongos ou
mesmo em culturas de células’™ para simular os danos potenciais a que estio expostos sujeitos
com AOS. Estes experimentos demonstraram o surgimento de HAS ap0s curtos periodos de

hipdxia intermitente.”® Alguns dos modelos ndo reproduzem a real situacdo da AOS por usar
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tempos de exposicao a hipoxia muito variados. Por exemplo, protocolos de HIC com duracao
de 12 segundos, seguido por 18 segundos de normoxia,”’ ou periodos de hipoxia de 3 minutos
alternados com periodos de normoéxia de 3 minutos.”® O modelo mais comumente utilizado
inclui 30 segundos de hipoxia alternados com 30 segundos de normoxia durante oito horas.

Durante uma apneia ocorre elevacdo transitoria da PA. No entanto, é importante
entender o motivo do surgimento da HAS sustentada nos individuos com AOS. Em estudos
clinicos, atribui-se o aumento sustentado da PA na AOS aos mais diversos mecanismos,
incluindo hiperatividade do simpatico’, estresse oxidativo e aumento da endotelina-1.2
Estudos experimentais em cdes’® e ratos’®> apoiam a hipGtese de que é a HIC e ndo a
fragmentacdo do sono que causa a HAS sustentada. Ainda ndo esta esclarecida a participacdo
de mecanismos centrais e periféricos na elevacdo da PA. Dessa forma, algumas medicacoes ja
foram testadas para tentar entender os mecanismos envolvidos nesse processo.®

Macitentan, um antagonista do receptor de endotelina, usado no tratamento da
hipertensdo arterial pulmonar, impediu 0 aumento da pressdo da PA causado exclusivamente
por doenca renal crénica, duas semanas de HIC ou a combinacdo de doenga renal cronica com
HIC, em ratos Sprague-Dawley. Apoés esse periodo, 0 macitentan reverteu a hipertensdo em
todos os grupos, mesmo sem melhorar a fungdo renal.®? O carvedilol, um betabloqueador ndo
seletivo que exibe atividades intrinsecas anti- a1-adrenérgicas e antioxidantes, foi usado para
reverter a hipertensdo induzida por HIC, promovendo reducdo significativa da frequéncia
cardiaca, mas ndo alterando a PA.® Del Rio et al.* estudaram os efeitos do agente anti-
inflamatdrio néo esteroide ibuprofeno nos niveis de TNF-a e IL-1 no corpo carotideo de ratos,
a potencializacdo das respostas quimiossensoriais do corpo carotideo e o desenvolvimento de
hipertensdo apos 21 dias de HIC. Eles descobriram que o ibuprofeno evitou a superexpressao
das citocinas TNF-a e IL-1p no corpo carotideo e na hipertensao, mas ndo conseguiu bloquear

as respostas quimiossensoriais aumentadas do corpo carotideo a hipdxia. Assim, é provavel que

34



0s niveis de citocinas pro-inflamatorias possam contribuir para a hipertenséo induzida por HIC,
atuando em outros niveis da via quimiorreflexa. O tratamento sistémico com ibuprofeno
também evitou o aumento do numero de neurdnios c- fos positivos na por¢do caudal do nucleo
do trato solitario (NTS) em ratos expostos a HIC por 21 dias.

Para a escolha do numero de dias em que os animais ficaram submetidos ao protocolo
de HIC em nosso estudo, utilizamos como base o estudo de Tawahi et al.”’, que observou
aumento significativo da PA a partir de 8 dias de exposi¢do a HIC e que permaneceu elevada
até o final dos 37 dias do protocolo verificada por telemetria (Figura 8). Outro estudo publicado
no Hypertension, apresentou elevacio da PA ap6s 7 dias de exposicdo a HIC.”® Dessa forma,
mantivemos a escolha de um periodo de 14 dias de exposicdo a HIC em nosso protocolo
(Apéndice 1). Nosso grupo de pesquisa ja desenvolveu estudos com o modelo de HIC em ratos
e camundongos®586:87:8889.90.9192.93 ' mag esse foi 0 primeiro a utilizar o sistema de telemetria
para verificacdo da PA. O sensor de telemetria foi inserido na artéria femoral dos animais e sua

bateria alocada subcutaneamente na regifo abdominal inferior (Figura 9).%
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Figura 8. Controles (representados pelos circulos, controls-Cont) ndo demonstram aumento da presséo arterial
apos 37 dias de protocolo. Animais submetidos a exposicéo de hipdxia episodica (representados pelos quadrados,

episodic hypoxia-EH) demonstraram elevagdo da pressao arterial nos primeiros 8 dias. Adaptada de Tahawi et al.””

Catéter

Transmissor

Figura 9. Diagrama mostrando o cateterismo da artéria femoral para insercdo do sensor de telemetria. A artéria
femoral (A.) foi dissecada do nervo (N.) e veia (V.) e, em seguida perfurada. O cateter conectado ao transmissor
foi inserido na artéria, colocando a ponta do cateter no nivel da aorta toracica para registro cardiovascular (~4 cm).
Adaptado de Hou, Blesch e Lu.**
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Em nosso estudo, os animais foram alojados em gaiolas individuais e mantidos em
camaras de acrilico com volume de 21 litros equipadas com sensor de O.. As injecdes de
nitrogénio foram reguladas por uma valvula solenoide operada por um sistema automatico
(Apéndice 2). O protocolo de HIC consistiu em 30 segundos de injecdo de nitrogénio para
reduzir a fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) para ~6% mantida durante pausa de 5 segundos
na injecdo de gas. Posteriormente, o ar ambiente foi introduzido na cdmara usando ventilador
para retornar a FiO2 a 21% durante os proximos 30 segundos, seguido por pausa de 5 segundos
do ventilador. Esse ciclo de 70 segundos foi repetido por 8 horas por dia, das 9:00 as 17:00
horas, por 14 dias, simulando IAH de ~50/h. As medic6es da PA foram realizadas diariamente

através do sistema de telemetria Data Science International (EUA) (Figura 10).%

eceptor
=
' Receptor

Referéncia de Matriz
pressao ambiental

Aquisicao de dados
e sistema de analise

Figura 10. Diagrama do sistema de telemetria, incluindo receptores de telemetria, matriz e computador de

aquisicéo de dados. Data Science International, DSI.%
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O emprego da telemetria permite medidas confiaveis da PA em roedores. O método
evita a alteracdo da PA decorrente da manipulacdo dos animais. A telemetria € o método mais
avancgado para monitoramento de funcdes fisioldgicas de animais de laboratorio.®® A técnica
invasiva combina sensores dentro de cavidades corporais e transmissores para detectar e
transmitir sinais biologicos dos animais para um receptor remoto que converte o sinal analdgico
de frequéncia em sinal digital a ser inserido em sistema de aquisicdo de dados
computadorizado.®” E amplamente reconhecido que a telemetria pode oferecer uma série de
vantagens no que diz respeito a qualidade e quantidade de dados coletados. Autores destacam
potenciais beneficios da telemetria® na reducdo do estresse animal quando comparada as
técnicas de medicao convencionais, eliminacdo de potenciais fontes de artefatos experimentais
e reducdo do uso de animais em até 90%.

A precisdo das medidas oferecidas pela telemetria tem particular importancia para a
interpretacdo de estudos e entendimento da fisiologia de doencas vasculares, tais como a DCV
e a HAS.% A telemetria tornou-se padrdo ouro para afericido da PA em animais de laboratério
por permitir medigdes diretas e continuas sem a necessidade de restricdo ou o uso de
dispositivos de contencdo, reduzindo ou eliminando o desconforto causado por outros
métodos.*® Em cenario onde a variabilidade da PA é bastante aumentada e até o estresse leve
pode causar uma medida de PA anormalmente alta, a capacidade de obter registros continuos e

precisos é bastante valiosa para investigar relacdes quantitativas entre a PA e outras variaveis.
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25  ALTERACOES VASCULARES NA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO

A HIC observada na AOS, ao produzir estresse oxidativo e inflamacdo, favorece a
disfuncéo endotelial, que tem papel causal na promocdo de alteracdes vasculares estruturais e
funcionais, como remodelamento vascular e reducdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico
(NO).Y” Na AOS, foi demonstrado que as células endoteliais venosas de pacientes apneicos
exibiram estresse oxidativo local e inflamacdo relacionados a diminuigéo da biodisponibilidade
de NO e a diminuicdo da dilatacdo mediada pelo fluxo.!?° Estudos experimentais em roedores
demonstraram que a HIC representa um fator causal de remodelamento vascular e
hipertensdo!®19202122 - nor inflamacdo vascular e estresse oxidativo. A confirmacdo de
patologias endoteliais sugere que as consequéncias a longo prazo da AOS ndo tratada incluem
danos em varios sistemas organicos.'

Alteragdes vasculares importantes sdo relatadas em animais submetidos a protocolos de
HIC.1°2 Em camundongos, 35 dias de HIC induziu remodelagdo cardiovascular funcional e
histolégica em camundongos, com a reducdo de molécula de adesdo celular endotelial a
plaquetas-1 (platelet and endothelial cell adhesion molecule 1; PECAM-1) na aorta e no tecido
cardiaco, mais especificamente no ventriculo esquerdo, deixando duvidas se essa alteragdo

representa marcador de disfuncdo endotelial ou evento aterogénico precoce (Figura 11).193
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Figura 11. Alteragdes histolégicas cardiovasculares induzidas por 14 dias de hipoxia intermitente. (A)
Imunomarcacédo da molécula de adesao celular endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1) de cortes transversais da aorta
(ampliacéo 10%x10; inser¢des, ampliagdo 10x40) diminuiu em camundongos hipoxicos (HX) versus normoxicos
(NX), sem denudacdo endotelial, como sugerido pela presenca de nicleos de células endoteliais (ampliagdo de
10x40, setas). Adaptado de Dematteis et al.1%

A HAS é uma das patologias cardiovasculares que pode acelerar a ocorréncia precoce
do declinio da funcdo relacionado a idade.’®* No sistema vascular, isso € caracterizado por
remodelacéo patoldgica progressiva com enrijecimento®, tipicamente associada a alteracoes
no colageno e elastina da matriz extracelular.'® Embora a HAS e a aterosclerose estejam
associadas ao acumulo de marcadores de envelhecimento celular na parede vascular, essas
condicGes geralmente estdo associadas a disfuncdo vascular e ndo a simples perda de capacidade
proliferativa.®” Dessa forma, a determinacéo da idade vascular foi introduzida nas principais
diretrizes clinicas para prevencao cardiovascular, para indicar ao paciente como seu estilo de
vida contribui & aceleracdo da deterioracdo da fungdo vascular.l%® Estresse oxidativo e
inflamacéo, os principais mecanismos de disfuncédo endotelial e dano arterial, estdo vinculados
a doenca vascular, rigidez arterial e envelhecimento.!?® Para exemplificar, estudo publicado no
The New England Journal of Medicine!'?, observou que as espessuras intima-média da artéria
carétida comum interna e média maxima predizem resultados cardiovasculares, mas apenas a

espessura intima-média da artéria cardtida interna melhora significativamente a classificacdo
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do risco de DCV verificado em sujeitos da coorte do Framingham Offspring Study. Em
camundongos expostos a 20 semanas de HIC!'!, foi observado aumento da acumulacio e
proliferacdo de macréfagos metabolicos pro-inflamatorios do tipo M1 que expressam CD36 na
aorta, conhecidos por mediar o desenvolvimento da aterosclerose. Através da analise
histologica das aortas, foi observado aumento da espessura intima-média e perturbacdo da
integridade das laminas elasticas dos animais expostos do protocolo de HIC (Figura 12). Foram
observadas também a ativacdo de vias pré-aterogénicas envolvendo uma interacdo complexa
de modificacGes de histonas em vias bioldgicas funcionalmente relevantes, como inflamacéo e
estresse oxidativo em macrdfagos da aorta. A descontinuacdo da HIC ndo provocou melhorias
significativas no fendtipo de macrdfagos da parede da aorta. No entanto, as alteracdes da aorta

induzidas por HIC estavam ausentes em camundongos knockout para CD36.

Normoéxia HIC
A

Figura 12. Analise histoldgica de aortas mostrando aumento da espessura intima-média (painel A, superior) e
perturbacdo da integridade das laminas elasticas (painel B, inferior). Aortas foram coletadas de camundongos
expostos a 20 semanas de hipdxia intermitente cronica (HIC, direita) e controles (normoxia, esquerda). Adaptada

de Cortese et al.11?
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A HIC pode induzir a proliferacdo excessiva de células vasculares lisas que podem estar
relacionadas a incidéncia ou progressio de varias doencas.'®? As células do musculo liso
controlam o calibre da parede do vaso e, portanto, o fluxo sanguineo, através da acéo
coordenada de muitas proteinas citoesqueléticas e contrateis. Assim, as células do masculo liso
na parede dos vasos exibem fen6tipo propicio & contragdo e apoio estrutural.*'? Esse chamado
fenotipo contréatil esta comprometido em uma variedade de distdrbios vasculares, incluindo
aterosclerose, arteriopatia apos transplante, HAS e falha do enxerto de veias apds cirurgia de
revascularizagio do miocardio.*?

Estudo publicado em 2018 no Journal of the American Heart Association'4, abordou o
papel da quinase de cadeia leve da miosina ndo muscular (non-muscle myosin light chain
kinase; nmMLCK) nas disfun¢des vasculares induzidas por HIC. A ativacdo dessa enzima tem
sido associada a varias condiges fisiopatoldgicas como inflamag&o vascular e aterosclerose!?®,
lesio pulmonar agudal’®, choque endotoxico'’” e queimaduras graves.'*® No estudo,
camundongos submetidos a HIC, nmMLCK ativada se associa a alteragfes funcionais como
elevacdo da PA, rigidez vascular e perturbagdes da sinalizagcdo de NO. A HIC causou disfungéo
da barreira endotelial com reducéo da resisténcia transendotelial e induziu o estresse oxidativo
vascular associado ao remodelamento inflamatorio, caracterizado pelo aumento da espessura
média intima e maior expressao e atividade de marcadores inflamatérios, como interferon-y e
fator nuclear-xB, na parede vascular (Figura 13). Curiosamente, a delecdo de nmMLCK
impediu todas as alteragdes funcionais e estruturais induzidas por HIC, incluindo a restauracéao
da sinalizacdo de NO, corre¢do da integridade da barreira endotelial e reducdo do estresse
oxidativo e da resposta inflamatdria associada. Dessa forma, a ativagdo da nmMLCK é
mecanismo chave no desenvolvimento de estresse oxidativo vascular e de inflamacgéo induzidos
por HIC e no remodelamento funcional e estrutural; e as vias de sinalizagéo relacionadas podem

ser consideradas como alvos potenciais para o tratamento de complicacbes vasculares
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relacionadas a hipoxia na AOS.

HIPOXIA INTERMITENTE

nmMLCK

Ceélula en

Permeabilidade 1 fosforilacio de eNOS I
vascular 1 biodisponibilidade de NO

2

REMODELAMENTO E DISFUNCAO VASCULAR
T PRESSAO ARTERIAL SANGUINEA
T ESPESSURA INTIMA-MEDIA/RIGIDEZ VASCULAR

Figura 13. Papel da quinase de cadeia leve da miosina ndo muscular (hnmMLCK) nas disfungdes vasculares
induzidas por hipdxia intermitente. A enzima multifuncional nmMLCK desempenha papel fundamental nas
disfuncGes estruturais e funcionais induzidas pela HI, mediando distirbios na sinalizagdo endotelial de 6xido
nitrico (NO), estresse oxidativo, alteragdo da barreira endotelial e inflamacdo vascular. eNOS indica sintese de NO

endotelial; NF-kB, fator nuclear-kB; e ROS, espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Arnaud et al.***

2.6 PROTEINAS ENVOLVIDAS NA CONTRACAO DO MUSCULO LISO

Identificar os mecanismos envolvidos na contracdo do musculo liso vascular tem
potencial para o entendimento de processos abrangidos na perpetuacdo da PA elevada. No
entanto, o numero de publicacbes sobre o controle da PA pelo musculo liso ainda permanece

pequeno. O controle do muasculo liso é involuntéario, possuindo gatilhos para sua contracdo que
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incluem hormdnios, estimulacdo neural pelo sistema nervoso autbnomo e fatores locais. A
atividade contratil no musculo liso € iniciada por uma interagdo de Ca?*/calmodulina que
estimula a fosforilagio da cadeia leve da miosina (Figura 14).1'° A calmodulina, no musculo
liso, participa no processo inicial de excitagédo e no inicio da fase de ponte cruzada que terminara
na contragdo.'?° Para ativar a contracio do musculo liso, a cabeca da cadeia leve da miosina
deve ser fosforilada, o que é realizado pela quinase da cadeia leve da miosina. Essa quinase é
ativada por calmodulina quando ocorre a ligagio com o Ca?*, tornando a contragio do masculo
liso dependente da presenca de Ca?*.*?! Outra maneira pela qual a calmodulina afeta a contracio
muscular é controlando o movimento do Ca?* nas membranas da célula e do reticulo
sarcoplasmatico.?? As bombas de Ca?* o retiram do citoplasma ou o armazenam no reticulo
endoplasmatico e esse controle ajuda a regular processos a jusante. A remocio de Ca?* do
citosol e a estimulacdo da miosina fosfatase iniciam o processo de relaxamento do masculo

liso.123
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Figura 14. Anatomia do sistema contratil do masculo liso. (A) Corte transversal de um vaso sanguineo mostrando

as células musculares lisas dispostas circunferencialmente. (B) llustragdo de uma célula muscular lisa contraida.
As unidades contrateis (areas sombreadas) abrangem membrana a membrana e sdo compostas por corpos densos
intracelulares e adesivos densos da membrana. A medida que as unidades contréteis aplicam forca & membrana
celular, grandes evaginacdes aparecem ao longo da membrana celular. (C) Ampliacdo de uma Unica unidade
contrétil, mostrando a ligagdo de filamentos finos de actina aos corpos densos e adesivos densos na membrana
celular. Os filamentos grossos de miosina possuem pontes cruzadas projetando-se em direcdo aos filamentos de
actina. (D) llustracéo dos filamentos finos e grossos. O filamento da miosina é composto por moléculas individuais
de miosina, com cada miosina tendo duas cabecas globulares. Cada cabega possui duas cadeias leves associadas,
cadeia leve essencial LC17 e cadeia leve reguladora LC20. O inicio da contragdo requer que a LC20 seja
fosforilada (P, fosfato) por uma quinase da cadeia leve da miosina dependente de calcio-calmodulina. O filamento
de actina é uma hélice em fita dupla composta por monémeros de actina globulares individuais. O sistema
regulador ligado a actina, atualmente previsto, é composto por tropomiosina, caldesmon e calponina. Adaptada de
Guilford e Warshaw.?4

Caldesmona e calponina, constituintes dos filamentos finos do musculo liso, sdo
considerados moduladores potenciais da contra¢cdo do musculo liso. Ambos interagem com a

actina e inibem a atividade da ATPase (adenosinatrifosfatase) da actomiosina do musculo
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liso.1?> A caldesmona é uma proteina que se liga & actomiosina, aumentando a capacidade de
manter a contracdo e servindo como elemento mediador inibitério da contragdo muscular lisa
Ca?" dependente.’?® De forma semelhante, a calponina atua como regulador inibitério da
contratilidade do musculo liso através da inibicdo das interagdes com actomiosina,t2"128:129

Decidiu-se estudar a expressao de proteinas envolvidas na contracdo do musculo liso,
actina, miosina, calmodulina, tropomiosina, caldesmona e calponina, por seu potencial de
relevancia. Por serem reguladoras inibitorias da contratilidade do masculo liso, caldesmona e
calponina foram as proteinas analisadas em destaque no presente estudo.

Caldesmona ¢é encontrada em abundancia nas células musculares lisas.?® Em mamiferos,
a caldesmona é expressa em duas isoformas: h-caldesmona, de maior peso molecular (high-
caldesmon) e expressa em células musculares lisas contrateis diferenciadas; e I-caldesmona, de
menor peso molecular (low-caldesmon), sem a regido central, e expressa em células musculares
vasculares proliferativas e células ndo musculares.*® Em nosso estudo utilizamos anticorpo
para imunomarcacdo de caldesmona que expressa as duas isoformas. A caldesmona é uma
proteina reguladora potente e versatil, tanto na contratilidade quanto na motilidade celular?®,
sendo responsavel pela inibicéo direta da atividade da miosina ATPase do musculo liso.?® Foi
proposto um modelo de contracdo em que, na fase sustentada de contragdo tonica, a tensao
poderia ser mantida pela ligacdo da miosina a F-actina através da caldesmona. Essa contracdo
¢ caracterizada por alta tensdo com baixos niveis de fosforilacdo da miosina e consumo de
energia, chamada de "latch state" (estado de trava).*!

A calponina é uma proteina reguladora associada ao filamento de actina expressa no
masculo liso e em outras células ndo musculares. As trés isoformas de calponina, calponina 1
(basica), calponina 2 (neutra) e calponina 3 (acida), sdo encontradas no tecido muscular liso em
especies de vertebrados. As trés isoformas de calponina sdo proteinas de ligacdo a actina com

funcBes na inibicdo da miosina ATPase ativada pela actina e na estabilizacdo do citoesqueleto
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de actina, enquanto cada isoforma executa diferentes papéis fisiologicos com base em suas
expressdes especificas do tipo de célula. Em nosso estudo utilizamos anticorpo para
imunomarcacdo de calponina 1. A calponina 1 é expressa especificamente nas células
musculares lisas e desempenha papel de fine-tuning da contratilidade do musculo liso.?*
Evidéncias demonstraram o papel da calponina como proteina de ligacdo a actina que inibe a
atividade da miosina ATPase do musculo liso!3213, dificultando o movimento dos filamentos

de actina sobre as cabegas de miosina imobilizadas.?

2.7 INFLAMACAO

A inflamacdo faz parte da complexa resposta biologica dos tecidos do corpo a estimulos
prejudiciais, células danificadas ou a irritantes. Essa resposta protetora envolve células imunes,
vasos sanguineos e mediadores moleculares com fungéo de eliminar a causa inicial da leséo e
iniciar o reparo do tecido. A AOS se associa a inflamacdo através dos repetidos episodios de
interrupcdo da respiracdo a noite, aumentando os marcadores inflamatérios. As cascatas
inflamatdrias envolvidas nesse processo ocorrem através de diferentes mediadores, como por
exemplo, citocinas, interleucinas, protaglandinas, entre outras.

David Gozal, o mais prolifico autor, com mais de 600 artigos na area dos efeitos da HIC,
considera que os DRS em geral e, mais particularmente a AOS, deve ser vista como doenca
inflamatdria crénica de baixo grau. Para dar suporte a essa hipdtese reuniu evidéncias em
humanos publicadas nas ultimas décadas sobre o papel do TNF-a e da interleucina-6 (IL-6) no
estado inflamatdrio proposto. Neste conceito, parte da assinatura fenotipica mérbida na AOS

seria explicada causalmente por processos inflamatorios subjacentes, levando a disfunc@es de
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6rgdos-alvo (Figura 15).%7
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Figura 15. Diagrama esquematico que ilustra as intera¢Bes putativas entre apneia obstrutiva do sono, obesidade e
fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida, levando a uma cascata de vias fisiopatoldgicas que resultam em
aumento da inflamac&o sistémica, conforme ilustrado pelo aumento dos niveis do fator de necrose tumoral (TNF-

a) e interleucina-6 (IL-6). Adaptada de Kheirandish-Gozal e Gozal.?’

Buscando investigar se citocinas pro-inflamatorias no NTS podem desempenhar papel
na hipertensdo induzida por HIC, ratos Sprague-Dawley foram expostos a HIC por 7 a 28 dias.
Os cérebros foram removidos e processados para medir IL-1p, IL-6 € TNF-a no NTS usando
imunofluorescéncia. No 21° dia do protocolo, os niveis de RNA mensageiro estavam
significativamente aumentados no NTS de ratos expostos a HIC em comparagdo aos animais

controle. No 28° dia, observou-se aumento significativo da imunofluorescéncia de IL-1p, IL-6
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e TNF-a no NTS de ratos expostos a HIC em comparacéo aos animais controle. Os resultados
sugerem que citocinas pro-inflamatorias no NTS podem contribuir para a manutencdo da
hipertensdo em animais expostos a HIC.***

A relacdo entre AOS e HAS sugere que a HIC é provavelmente a causa da alta
prevaléncia de HAS nessa populacéo e que quimiorreceptores periféricos e do sistema nervoso
simpéatico desempenham papéis importantes no processo fisiopatologico.'® Por serem
processos complexos e com etiologias multifatoriais, HAS e AOS apresentam possivel carater

bidirecional das relagdes de causa-efeito (Figura 16).:%
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Figura 16. Representacdo esquematica das interagGes complexas e bidirecionais entre apneia obstrutiva do sono

e hipertensdo. Adaptada de Mikolajczyk e Guzik.**

49



A fisiopatologia das alteracfes induzidas por HIC inclui aumento de marcadores

inflamato6rios®®’

, sendo que em modelo de AOS desenvolvido para humanos, 6 horas de
exposicdo a HIC induziu aumento significativo nas pressdes arteriais sistolica, diastolica e
média.”? Em ratos, a HIC produziu aumento da pressdo arterial sistolica e diastdlica apds 35
dias de HIC? e aumento na PA e frequéncia cardiaca ap6s 10 dias de HIC8. Em camundongos,
apos 2 semanas de HIC, a elevagio da PA foi predominante diastélica.'%

Assim como a AOS pode gerar inflamacéo através da HIC, nos Gltimos anos, um vasto
corpo de evidéncias se acumulou indicando o papel do sistema imunolégico na regulacdo da
PA e na modulacio da patologia hipertensiva.’*® Numerosas células do sistema imunoldgico
foram indicadas por desempenhar papel importante no desenvolvimento e manutencdo da HAS.
Em resposta a estimulos hipertensivos, como angiotensina Il e alto teor de sal, as células T se
tornam pro-inflamatdrias e se infiltram no cérebro, adventicia dos vasos sanguineos e gordura
periventricular, coragdo e rim. Citocinas pro-inflamatorias derivadas de células T, como IFN-y
(interferon gamma), TNF-a e interleucina-17A exacerbam as respostas hipertensivas, mediando
tanto disfuncdo endotelial quanto cardiaca, lesdo renal e neurodegenerativa. A modulacdo da
ativacdo imune adaptativa na HAS foi atribuida ao estresse oxidativo dos 6rgdos-alvo que leva
a geracdo de neoantigenos. A HAS também estéa associada a ativagdo das células B e a producao
de autoanticorpos, seno que respostas hipertensivas podem ser inibidas pela acdo reguladora
dos linfdcitos T e anti-inflamatoria da interleucina-10.*¢ Estudos experimentais encontraram
infiltrag&o inflamatoria e disfungdo imunoldgica do tecido renal intersticial, adventicia vascular
e gordura renal perivascular em ratos espontaneamente hipertensos (SHR, spontaneously
hypertensive rat) 13, Inicialmente, pensava-se ser uma consequéncia da hipertenséo, ndo sua
causa.**® No entanto, estudos experimentais subsequentes mostraram melhora da HAS apés a
reducdo da inflamacéo intersticial renal por muitos métodos diferentes, como Tongxinluo, um

141

medicamento antioxidante chinés'!, micofenolato de mofetil**? e interleucina-10.1* Os estudos
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também encontraram uma correlacdo entre a gravidade da inflamacdo e o grau de hipertensao.

Outro fator a ser levado em consideracdo no desenvolvimento da inflamacéo é a terceira
idade. Durante esse periodo da vida, se desenvolve uma inflamacao crénica, estéril e de baixo
grau, denominada por alguns autores pelo neologismo inflammaging.*** Tal estado inflamatério
contribuiria para a patogénese das doencas do envelhecimento. Sob esse novo ponto de vista
imunometabolico para doencas idade-relacionadas, se considera serem as doencas crénicas nao
apenas o resultado do envelhecimento e da inflamacdo, mas também aceleradores do processo

de envelhecimento.

2.8  HIDROXICLOROQUINA

O farmaco antimalarico HCQ (Figura 17), por suas propriedades anti-inflamatérias, €
comumente utilizado para o tratamento de doengas reumaticas, em particular AR e doencgas do
tecido conjuntivo tais como lGpus eritematoso sistémico (LES). HCQ reduz a ativagdo do
sistema de imunidade inato por inibicdo da estimulacdo dos receptores tipo Toll**°, que podem

desempenhar papel importante na ativagdo de células inflamatérias na aterosclerose. 4
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Figura 17. Molécula da hidroxicloroquina.

Estudos experimentais e clinicos transformaram o papel antimalérico tradicional da
cloroquina (CQ) e anélogos estruturais, relacionando essas drogas a agentes terapéuticos
potentes para uma série de indicagdes ndo maléricas. A aplicabilidade clinica em expansdo para
esses medicamentos inclui distdrbios reumatoldgicos e cardiovasculares, doenca renal cronica,
processos oncolégicos e outras infeccdes ndo maléricas. Esses avancos clinicos estdo
relacionados principalmente as agdes farmacoldgicas pleiotropicas desses medicamentos,
incluindo imunomodulagédo, propriedades anti-inflamatérias e capacidade de induzir autofagia
e apoptose a nivel celular.**” Confirmando essa hipdtese, em 2020, a CQ foi considerada
“altamente eficaz” no controle da infecgo por coronavirus in vitro.*® Nos pacientes com LES,
a CQ inibe a sintese de varios membros da familia das metaloproteinases de matriz,
especialmente de MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9)'4°, enzimas capazes de degradar o
colageno intersticial na capa fibrética da placa aterosclerdtica. '™

Alguns estudos sugerem que a HCQ reduz a producdo de citocinas importantes na
patogénese da aterosclerose, como interleucina-1, IL-6 e TNF-a.232 A terapia de bloqueio do
TNF-o foi associada reducdo do risco de DAC entre pacientes com AR.™! Através dos
resultados observados em pesquisas, a hipotese sobre a efetividade do uso da HCQ na DAC foi
levantada.'®> A HCQ pode ser uma opg¢do promissora para pacientes com DAC por seus
multiplos beneficios.'®® Em estudo de coorte retrospectivo realizado em 826 pacientes com LES
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tratados com HCQ, foi encontrada uma taxa de risco significativamente reduzida para DAC
entre esses pacientes.'® Segundo os autores, 0s possiveis mecanismos desse efeito protetor
incluem inibicdo da inflamac&o sistémica, regulagio de anticorpos antifosfolipides!®®, protecio
contra disfungéo endotelial, reducdo da dose de esteroides e perfis lipidicos aprimorados.

Estudos de coorte mostraram que a HCQ diminui o colesterol de pacientes com LES e
AR 196157158159 Além disso, na AR, 0 uso de HCQ tem sido associada a menor incidéncia de
diabetes tipo 2160161162 njveis mais baixos de hemoglobina glicosilada'®® e melhor
sensibilidade a insulina e funcio de células beta.'®* Em dois estudos randomizados utilizando
diabéticos com inadequado controle glicémico, a HCQ reduziu significativamente os niveis de
glicose. 165166

A DCV ¢ a principal causa de morte em pacientes com AR.'®” Para demonstrar a
associacdo do uso de HCQ na DCV, foi realizado um estudo de coorte retrospectivo com 1266
pacientes com AR por um seguimento de 12,5 anos.® Os pacientes foram categorizados como
usuarios de HCQ (n=547) versus ndo usuarios (n=719). O desfecho primario foi DCV incidente
definido como um composto de DAC, acidente vascular cerebral, ataque isquémico transitorio,
morte cardiaca subita e doenca arterial periférica com procedimento de revascularizagdo.
Durante o periodo de observagdo, ocorreram 102 eventos de DCV, 3 em usuarios de HCQ e 99
em néo usuarios. O modelo de Cox ajustado mostrou uma taxa de risco de 0,28 (1C95% 0,12-
0,63) para DCV incidente e 0,30 (1C95% 0,13-0,68) para DAC incidente, acidente vascular
cerebral e ataque isquémico transitério para usuadrios de HCQ versus nao usuarios,
respectivamente. Neste estudo o uso de HCQ foi associada a reducéo de 72% no risco de DCV

incidente em pacientes com AR (Figura 18).
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Figura 18. Probabilidade de doenga cardiovascular (DCV) incidente de acordo com o uso de hidroxicloroquina.
Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier: Curva sélida representa os usuarios de hidroxicloroquina e curva

pontilhada representa os ndo usuarios. Adaptada de Sharma et al.%°

Além disso, HCQ pode ter propriedades antitrombdticas.'®®16° Em camundongos, HCQ
reduziu o tamanho e a duracio do trombo'’®, e provocou diminuico da espessura da parede
vascular e da progressdo da aterosclerose.!’ Em um estudo caso-controle em pacientes com
LES, o uso de HCQ foi associado a um risco reduzido de complicagdes tromboembdlicas.*’?

Para demonstrar as propriedades da HCQ na prevencdo secundaria de DCVs
ateroscleréticas, estd em andamento o estudo OXI (Oxiklorin)!”, que determinara se o
tratamento com HCQ, em comparacdo com o placebo, pode reduzir os eventos cardiovasculares
recorrentes entre pacientes com infarto do miocardio. O estudo estd em fase de recrutamento,
de forma que se o estudo piloto com 200 pacientes for bem-sucedido, 2500 pacientes serdo
recrutados em centros adicionais na Finlandia e nos paises ndrdicos.

Efeitos colaterais comuns do uso de HCQ em humanos incluem anorexia, labilidade
emocional, cefaleia, visdo borrada, dor abdominal, ndusea, erupcéo cutanea e prurido. Dentre

os efeitos raros visualizados em usudrios de doses altas e prolongadas, podem ocorrer sindrome
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de Stevens-Johnson’, cardiomiopatial’>'’, retinopatia'’’ e eritema multiforme.

Evidéncias sugerem que a HAS pode resultar da perda de tolerancia imunologica e a
autoimunidade resultante pode ser um fator subjacente importante de sua patogénese.'’® Além
disso, a presenca de HAS e DCV é frequentemente observada em pacientes com doencas
autoimunes.*® Em humanos, pacientes com LES apresentaram maior variabilidade da PA de
visita-a-visita do que os individuos controle e, 0 uso da HCQ, foi associado a reducdo de
variabilidade da PA de visita-a-visita.'®* Em modelo de camundongo fémea de LES tratado com
HCQ 10mg/kg/dia durante 5 semanas, a HCQ reduziu a hipertensdo, disfuncdo endotelial e
danos aos 6rgaos. 82

Por sua vez, a CQ tem efeito anti-hipertensivo demonstrado em ratos. Apds 21 dias de
tratamento com CQ (40 mg/kg/dia via injecdo intraperitoneal) em um grupo de SHR adultos
(12 semanas de idade) e outro de SHR jovens (5 semanas de idade), a CQ impediu 0 aumento
da PA em SHR adultos, mas ndo impediu em SHR jovens.'8 Respostas inatas do sistema
imunolégico a padrGes moleculares associados a danos (DAMPs, damage-associated
molecular patterns) estdo envolvidas na hipertensdo. O DNA mitocondrial circulante é um
DAMP que ativa o receptor Toll-like e é elevado em ratos SHR. Os resultados indicam que a
CQ também possui a¢Oes anti-hipertensivas, possivelmente através da regulacdo da sinalizacao
Toll-like, 0 que pode diminuir o risco de DCV em pacientes autoimunes com HAS.

A dose de medicacao utilizada em nossa pesquisa baseou-se no estudo de Long et al. 18,
que utilizou 50mg/kg/dia via intraperitoneal para verificar os efeitos do desenvolvimento de
hipertensdo pulmonar em ratos Sprague-Dawley. Em nosso experimento, reduzimos a dosagem
apos o estudo piloto para 35mg/kg/dia, pois na dosagem de 50mg/kg/dia os animais ficaram
demasiadamente prostrados, com perda de apetite e, consequentemente, de peso. Esses efeitos

adversos da medicacdo foram sanados com a nova dosagem.

Tomadas em conjunto, as evidéncias derivadas de estudos em pacientes com doencas
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reumaticas, convergem para o papel da HCQ na reducdo de risco cardiovascular. Considerando
a AOS uma doenca crénica com componente inflamatdrio, assim como as condicOes
reumaticas, supde-se que a HCQ, por seus efeitos favoraveis na reducao de fatores que causam
aumento do risco cardiovascular, possa reduzir a disfuncdo endotelial associada a AOS. Néo
encontramos até o momento estudos abordando o efeito da HCQ sobre a PA, frequéncia
cardiaca e alteracGes vasculares em animais submetidos a HIC.

Em face aos dados obtidos na revisdo da literatura se decidiu realizar a presente tese.
Considerou-se 0 modelo animal o mais apropriado em funcéo do carater preliminar dos dados

que sustentam a hipotese abaixo.
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3. HIPOTESE CONCEITUAL

A acdo anti-inflamatdria da HCQ impede o aumento da PA e altera a expressao de
proteinas envolvidas no controle do musculo liso arteriolar em modelo animal de HIC,

simulando AOS.
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4. JUSTIFICATIVA

O estudo derivado desta tese se justifica com base nos seguintes pontos:

o A AOS ¢ relevante, prevalente e aumenta morbidade, mortalidade e desfechos
desfavoraveis em doencas como cancer e cardiopatia;

o A AOS ¢ reconhecida como principal causa de HAS que possui grandes
repercussdes na satde humana;

. A presenca de fatores inflamatorios e de alteracdes vasculares na AOS que
suportam a ideia de ser uma doenca inflamatoria de grau leve;

o A necessidade de formas toleraveis de tratamento, pois o uso de CPAP, o
padrdo-aureo para o tratamento da AOS, tem sua efetividade limitada pela adesdo insuficiente
ao tratamento;

. O potencial papel auxiliar da HCQ no controle da PA em pacientes com AQOS se
torna mais relevante por ser essa medicacdo anti-inflamatdria, de baixo custo e com efeitos
positivos na prevencgéo de DCV;

o Apesar de ja ter sido testado o efeito de HCQ na PA, ndo existem estudos
experimentais nem clinicos utilizando HCQ em pacientes com AOS;

. O estudo ¢ ético e foi aprovado em todas as instancias.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da hidroxicloroquina no controle da pressao arterial em modelo de

hipdxia intermitente cronica simulando apneia do sono.

5.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito da HCQ sobre o comportamento da PA aferida por sistema de
telemetria durante 14 dias de exposicdo a HIC;
o Avaliar o efeito da HCQ na composic¢do do masculo liso vascular pela medida

da expressao de proteinas, utilizando a técnica de imunoistoquimica.
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EFFECTS OF HYDROXYCHLOROQUINE ON BLOOD PRESSURE CONTROL IN

SLEEP APNEA

Abstract

Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) is recognized as independently associated with
high blood pressure (BP). Protocols of chronic intermittent hypoxia (CIH) increase BP and heart
rate (HR) in animal models of OSA. Hypertension has been linked to inflammation.
Hydroxychloroquine (HCQ) has been proven to exert anti-inflammatory effects. We
hypothesized that CIH causes hypertension via inflammation-mediated mechanisms.
Objectives: To investigate whether CIH-induced high BP can be inhibited by HCQ
administration. Methods: Seventeen male 12-week-old Wistar rats were implanted with
telemetry sensors for continuous BP verification. They underwent a 14-day CIH protocol with
daily intraperitoneal injections of either 35mg/kg of HCQ diluted in saline (CIH+HCQ group,
n=5) or saline vehicle (CIH group, n=6). An additional control group was run with saline
vehicle injection and no CIH (Sham group, n=6). Nitrogen was introduced in the cages to reduce
the oxygen fraction from 21% to ~6%. During 8 hours daily the system simulated an
apnea/hypopnea index of 51/h. Results: Groups showed no difference in baseline BP and HR.
The CIH group reached significantly greater BP and HR in relation to Sham. In the CIH+HCQ
group, BP and HR remained stable throughout the 14 days of the protocol. In the Sham group,
all variables decreased over the course of the study. The CIH group had a significant increase
in creatinine levels from day 1 to day 14. The timexgroup interaction was significant for all

variables. Conclusion: The CIH model significantly increases BP, supporting previous reports
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of the role of OSA on the pathogenesis of high BP. Our data suggest a potential inflammatory
pathway in the OSA-hypertension relationship, which is mitigated by treatment with HCQ.

Studies in humans are needed to assess the effect of HCQ as adjunctive therapy in OSA.

Keywords: chronic intermittent hypoxia, sleep apnea, hydroxychloroquine, blood pressure,

hypertension
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is a highly prevalent disorder?, affecting up to 38% in
the general adult population?, and is characterized by repetitive collapse of the pharyngeal
airway during sleep, leading to intermittent hypoxia followed by reoxygenation. These can
activate several pathological pathways such as oxidative stress and inflammation that can lead
to endothelial dysfunction and cardiovascular disease (CVD).? Indeed, OSA is considered an
independent risk factor for CVD, with cardiovascular events occurring three times more
frequently in patients with OSA compared to controls*. These events include systemic arterial
hypertension®%’ but also coronary artery disease, congestive cardiac failure, and
cerebrovascular events.®

To evaluate the relationship between intermittent hypoxia and hypertension, the
experimental model of chronic intermittent hypoxia (CIH) has been used to study the
mechanisms underlying the sustained increase in arterial blood pressure (BP) observed after
long-term exposure to intermittent hypoxia.®>'%!! Rats exposed to CIH respond with several
cardiovascular and metabolic sequelae including oxidative stress, hypertension!2131415
impaired vascular function'®!’, glucose intolerance?®, and endothelial dysfunction.®

Hydroxychloroquine (HCQ) have been proven to exert anti-inflammatory effects
through down-regulation of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-a and
interlukin-1B.22! Used in treatments, HCQ may be a potential therapeutic agent for
inflammation associated with pulmonary fibrosis?? and acts as a bradycardic agent in sinoatrial
node (SAN) cells, in atrial preparations, and in vivo.?® In a 2016 retrospective study published
in the Journal of the American Heart Association, HCQ use was associated with a 72% decrease

in risk for CVD in patients with rheumatoid arthritis.?* We hypothesized that in rats, CIH causes
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high BP through vascular inflammation that could be controlled by anti-inflammatory
medication. To test this, we compared changes in BP in Wistar rats exposed to 14 days of CIH

with and without treatment with HCQ.

METHODS

Sample size

The sample size was calculated based on means and standard deviations of BP observed
in a study® that measured BP after intermittent hypoxia. Sample size calculations were
performed for repeated measures analysis of variance within-between interaction using
G*Power software 3.1.9.2.2° To an effect size of 0.6 for a power of 90% at P alpha <0.05, for

three groups, a sample size of at least 5 in each group was required, totaling 15 animals.

Animals

Male Wistar rats were used for control (Sham; n=6), chronic intermittent hypoxia (CIH;
n=6) and chronic intermittent hypoxia plus use of HCQ (CIH+HCQ; n=5) protocols. Their
initial mean weight was ~413 g. Rats were fed with standard rat chow diet ad libitum,
temperature and humidity were controlled (20-24°C; 40-60%), and animals were housed in a
12:12 light-dark cycle with lights on at 07:00 h. All experimental protocols were approved by
the Ethical Committee on Animal Experimentation of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

Federal University of Rio Grande do Sul, RS, Brazil (CEUA 130490).
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Protocols

Animals were housed in individual cages and maintained in 21-liter Plexiglas chambers
equipped with O2 sensors (Medical Oxygen Monitor Model MX300, Teledyne Analytical
Instruments). Injections of nitrogen (Air Liquide, Porto Alegre, Brazil) were regulated by a
solenoid valve operated by an automatic system (Novus Produtos Eletrénicos Ltda., Canoas,
Brazil).

The intermittent hypoxia protocol consisted of 30 seconds of nitrogen injection to reduce
the inspired oxygen fraction (FiO2) ~6%. FiO2 was maintained at ~6% for an additional 5
seconds, after which room air was introduced in the chamber using a ventilator to return the
FiO2 to 21% during the next 30 seconds, followed by a 5-second pause of the ventilator. This
70-second cycle was repeated continuously for 8 hours each day from 9:00am to 5:00pm, for
14 days, simulating an apnea-hypopnea index (AHI) of ~50/h. Gas injectors were positioned to
avoid possible stress by jets of gas. The Sham group was submitted to the same ventilator
activity as the other groups, but no gas mixture was inserted in the cages in the hypoxia cycle
(simulated intermittent hypoxia), to control the effect of stress by timer noises, valve fan and
by placing the cap on the cages. At the end of the cardiovascular recordings, rats were killed

with an isoflurane overdose.

Telemetry monitoring of blood pressure and heart rate

Mean arterial blood pressure (MAP), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP) and heart rate (HR) was measured in conscious rats using radio-telemetry
apparatus (PA-C40 and C50 PXT, Data Science International, USA). To implant the sensor,
rats were anesthetized with 5% isoflurane and maintained with 2% isoflurane in 100% O, during
the surgical procedure. The tip of a cannula-coupled telemetry device was introduced into the

femoral artery.?’” On the surgery day, rats received one dose of oxytetracycline (60mg/kg,
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intramuscular). After surgery, rats received an injection of ketoprofen (5mg/kg/day per 3 days,
once a day, subcutaneous) and tramadol (20mg/kg/day per 3 days, twice a day, intraperitoneal).
The BP recording was started after 5 days of recovery. The raw data from each rat was collected
twice daily during five minutes at the beginning and end of the intermittent hypoxia exposure
and averaged for each period using the ART Dataquest Platform (Data Science International,

USA) for 14 days.

Treatment

Rats were randomly assigned to receive either 35mg/kg/day of HCQ (7-Chloro-4-[4-
(N-ethyl-N-b-hydroxyethylamino)-1-methylbutylamino] quinoline sulfate) diluted in saline
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) or saline vehicle, administered via intraperitoneal injections for
14 days. The HCQ dose was chosen based on the investigation by Long et al. who observed

beneficial effects on indices of pulmonary hypertension with 25-50mg/kg/day.?

Biochemical analyses

Blood samples were collected from the lateral tail vein of the rats one day before the
surgery to implant the telemetry sensor and on the 14" day of the protocol, before euthanasia.
Plasma creatinine levels were determined by jaffe without deproteinization method (SIEMENS
Modular Advia:1800) and plasma glucose was determined by enzymatic hexokinase method

(SIEMENS Modular Advia:1800).

Statistical analysis
Generalized Estimating Equations (GEE) with linear distribution and unstructured
matrix was used to compare the groups in the pre- and post- protocol. GEE was performed using

SPSS version 18.0 (Statistical Package for Social Science). The results are represented as the
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mean + standard error of the mean (SEM). The statistical significance level was set as P<0.05.

RESULTS

Rats were randomly assigned to the Sham (n=6), CIH (n=6) and CIH+HCQ (n=5).

Groups showed no differences in baseline MAP, PAS, PAD, and HR (Table 1).

Table 1. Mean and SEM of MAP, SBP, DBP and HR in Day-1.

Sham group CIH group CIH+HCQ group
(mean+SEM) (mean+SEM) (mean+SEM)
MAP (mm Hg) 123+2.6 114+6.8 117+4.3
SBP (mm Hg) 139+3.4 130+2.2 130+8.1
DBP (mm Hg) 105+2.7 101+7.8 103+4.6
HR (bpm) 380+16.7 363+£8.5 384+11.1

Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6 except in heart rate where n=5) and CIH+HCQ
(chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5). Results were obtained by generalized

estimating equations. Data are shown as mean + standard error of the mean (SEM).

The variables of physiological interest on day 1 and day 14 are presented by group in
Table 2. Sham group showed a significant increase in body weight between pre-study (day-1)
and post-study (day-14). CIH group showed a significant increase in creatinine levels.
CIH+HCQ group showed a significant reduction in body weight. There were no significant
differences in glucose levels among the groups. The timexgroup interaction was significant for

body weight and creatinine levels.
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Table 2. Pre- and post-study characteristics of the study groups.

Post-study minus Bonferroni P value for P value for
Pre-study value
Outcome pre-study pre-study versus timexgroup
(mean and SEM) ] .
(mean and 95%Cl) post-study interaction
Weight (g)
Sham 437.82 (17.36) 20.10 (5.76 to 34.44) .006
CIH 396.74 (12.24) -1.73 (-11.88 t0 8.42) 7 <.001
CIH+HCQ 424.81 (16.92) -25.54 (-34.34 t0 -16.75) <.001
Glucose (mg/dL)
Sham 154.33 (8.48) -7.33 (-31.83t0 17.17) .6
CIH 149.17 (5.18) 6.33 (-22.67 to 35.33) 7 6
CIH+HCQ 148.40 (3.47) -13.20 (-39.62 to 13.22) 3
Creatinine (mg/dL)
Sham 0.40 (0.22) -0.03 (-.12 to .06) 5
CIH 0.38 (0.19) 0.17 (.08 t0 0.27) <.001 .006
CIH+HCQ 0.40 (0.01) 0.02(-.04 to .09) 5

Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6) and CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia
plus use of hydroxychloroquine; n=5). Data are shown as mean =+ standard error of the mean and as post-study
(day-14) minus pre-study (day-1) change (95% confidence interval). P values were obtained from generalized
estimating equations with Bonferroni’s correction for multiple comparisons. Results with a probability of alpha
error<0.05 were considered significant and are shown in bold typeface.

Figures 2 and 3 show changes in MAP and HR within-group, comparing the mean of

the variable on day 14 minus the average of day 1, and between-groups, comparing the average

results on day 14 (first group minus second group). The timexgroup interaction was significant

for both variables. In the within-group analysis, the CIH group showed an increase in HR from

day 1 to day 14. In the between-groups analysis, the CIH group showed a significant increase

in MAP relative to Sham, and HR was significantly different among the three groups. The full

results of the GEE model with Bonferroni’s correction are shown in Supplementary Tables S1

and S2.
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P for time x group interaction < 0.001
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Figure 2. Plot of the changes in mean arterial blood pressure in the three groups at Day-1 and Day-14 (A = means
arterial BP at Day-14 minus Day-1) and changes between-groups at Day-14 (A = first group minus second group).
The within-participant and between-group significances were obtained by generalized estimating equations.
Bonferroni’s correction was applied for between-group comparisons. Values in parenthesis represent a 95%
confidence interval. Results with a probability of alpha error<0.05 were considered significant. Sham (control;
n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6) and CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia plus use of
hydroxychloroquine; n=5). No significant MAP change was seen within the three groups. The differences between
Sham and CIH groups were statistically significant. The differences between CIH and CIH+HCQ and between
Sham and CIH+HCQ were no significant after adjustment. The timexgroup interaction was significant for mean
blood pressure.
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Figure 3. Plot of the changes in heart rate in the three groups at Day-1 and Day-14 Plot of the changes in heart
rate in the three groups at Day-1 and Day-14 (A = means heart rate at Day-14 minus Day-1) and changes between-
groups at Day-14 (A = first group minus second group). The within-participant and between-group significances
were obtained by generalized estimating equations. Bonferroni’s correction was applied for between-group
comparisons. Values in parenthesis represent a 95% confidence interval. Results with a probability of alpha
error<0.05 were considered significant. Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=5) and
CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5). A significant HR change was seen
within the CIH group. The differences among the groups were statistically significant. The timexgroup interaction
was significant for heart rate.

Figure 4 shows the effects of HCQ on HR, MAP, SBP, and DBP, plotted as the change
from day 1 during 14 days of CIH exposure. Also shown are changes in HR, MAP, SBP, and
DBP in animals exposed to CIH with a vehicle and in the normoxia control group with a vehicle.
P values were obtained from generalized estimating equations with Bonferroni’s correction for
multiple comparisons. All the groups show a statistically significant timexgroup interaction

(p<0.001).
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Figure 4. Effects of hydroxychloroquine on changes from day-1 (delta variation) of heart rate (A), mean arterial
blood pressure (B), systolic blood pressure (C) and diastolic blood pressure (D) during the intermittent hypoxia
exposure against intermittent hypoxia group with a vehicle and the normoxia control group with a vehicle. Sham
(control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6 except in heart rate where n=5) and CIH+HCQ (chronic
intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5). Results with a probability of alpha error<0.05 were
considered significant. In analyzing 14-days data, the P values are adjusted by Bonferroni’s correction. 2
significantly different from the Sham group; ° significantly different from the CIH+HCQ group; © significantly

different from the two other groups.

DISCUSSION

The present results support the working hypothesis that high BP in CIH is due to
inflammation. Rats exposed to 14 days of CIH without HCQ showed increased MAP, SBP, and
DBP; in contrast, rats treated with HCQ showed no change in MAP, SBP, or DBP in response

to CIH, suggesting that HCQ treatment may have prevented hypertension by inhibiting
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inflammatory pathways. However, HCQ’s action as an immunomodulator does not exclude the
possible participation of autonomic and/or renal mechanisms. Higher levels of creatinine in the
CIH group suggest alteration of the renal function, which could be a direct cause or consequence
of the increased BP or a result of the CIH protocol. A significant increase in HR was the most
distinct finding among the three groups, as seen in figure 3. The possibility of a direct action of
HCQ on the autonomic system is supported by previous studies.

Concerning inflammation, evidence suggesting an independent link between
inflammation and hypertension supports this result. Pathophysiology of CIH-induced changes
includes an increase in inflammatory markers.?® Experimental studies found inflammatory
infiltration and immune dysfunction of renal interstitial, vascular adventitia and perivascular fat
renal tissue in spontaneously hypertensive rats (SHR).3%3! At first, it was thought to be a
consequence of hypertension, not its cause.® Nonetheless, subsequent experimental studies
showed an improvement of hypertension after the reduction of renal interstitial inflammation
by different methods such as Tongxinluo, an antioxidative Chinese medicine3*, mycophenolate
mofetil** and interleukin-10.% The studies also found a correlation between the severity of the
inflammation and the degree of hypertension.°

In our findings, the SBP and DBP showed a similar significant increase in the CIH group
compared to the Sham group after day-10, in line with previous findings after 35 days of CIH
in rats.® A similar increase in BP and HR has been shown after 10 days of CIH protocol.*?7
In mice, after 2 weeks of CIH, the BP elevation was predominantly diastolic.®® In a human
model, 6 hours of exposure to isocapnic CIH induced a significant increase in SBP, DBP, and
MAP.2 In the Sham group, we can see a decrease in BP and HR, as expected®® due to
acclimation.

It has been suggested that hypertension results from a loss of immunological tolerance

and the resulting autoimmunity may be an important underlying factor of its pathogenesis.*°
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Furthermore, the underlying presence of hypertension and CVD are frequently observed in
patients with autoimmune diseases.*! In humans, patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) had greater visit-to-visit variability in BP than control subjects, and HCQ use was
associated with reduced BP visit-to-visit variability.*? In a female mouse model of SLE treated
with HCQ 10mg/kg/day by gavage for 5 weeks, HCQ reduced hypertension, endothelial
dysfunction, and organ damage.** In mice, 28 days of HCQ (100 mg/kg) administered in
drinking water had no effect on BP measured by tail-cuff plethysmography.?® In our study, we
used telemetry to measure the variables, the most advanced method for monitoring
physiological functions of laboratory animals.** This method does not produce stress on the
animals, reducing confounds in the collected results.

Chloroquine (CQ), a drug with a similar composition to HCQ, has been shown to have
an anti-hypertensive effect in rats. Twenty-one days of treatment with CQ (40 mg/kg/day via
intraperitoneal injection) prevented the development of high BP in adult (12 weeks old) SHR,
but not in young (5 weeks) SHR.*® Innate immune system responses to damage-associated
molecular patterns (DAMPS) are involved in hypertension. Circulating mitochondrial DNA is
a DAMP that activates Toll-like receptor (TLR) 9 and is elevated in SHR. The results indicate
that CQ also has antihypertensive actions, possibly through the regulation of TLR 9 signaling,
which may lower cardiovascular disease risk in autoimmune patients with hypertension.*®
Macitentan, an endothelin receptor antagonist used in the treatment of pulmonary arterial
hypertension, prevented the increases in MAP caused by chronic kidney disease (CKD), two
weeks of CIH and the combination of CKD+CIH, in Sprague-Dawley rats. After this period,
macitentan reversed hypertension in all groups, even without improving renal function.*’

Concerning renal changes, high levels of creatinine can indicate renal complications
caused by CIH or hypertension in rats. Researchers found that serum creatinine is higher in

OSA patients compared to controls.*® Similarly, patients with coronary artery disease also have
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increased levels of serum creatinine compared to controls, showing a positive correlation with
hypertension.*® In our findings, the group treated with HCQ did not have an increase in
creatinine. This could be because HCQ has already been shown to have positive effects in
patients with SLE.>® A study including 450 SLE patients demonstrated that HCQ was protective
against renal insufficiency: 64% of patients treated with HCQ achieved remission within a year,
as compared to 22% of patients without HCQ.5! Therefore, renal damage may be delayed or
prevented by HCQ.%?

Concerning the autonomic nervous system changes, there was a significant increase in
HR in the CIH group, but no change in HR in the CIH+HCQ. HR is determined by the intrinsic
rate of spontaneous activity in the SAN. Critically, HR is modulated by the autonomic nervous
system.>® The sympathetic nervous system increases HR by increasing spontaneous action
potential firing in SAN myocytes while the parasympathetic nervous system decreases HR by
reducing the frequency of spontaneous SAN action potential firing.>* Persistent sympathetic
activation and hypertension associated with OSA seem to be due to a combination of altered
chemo- and baro-reflexes resulting in sympathetic activation and action of elevated circulating
levels of vasoactive hormones on vasculature.>°®

In our study, we can infer the possibility of a direct action of HCQ on the autonomic
system. Acute in vivo experiments to measure HR and BP responses to intravenous doses of
HCQ via the left carotid artery in anesthetized adult male Sprague Dawley rats showed a
significant transient reduction in HR at cumulative doses of 7.5 mg/kg and above. At 20 mg/kg
and above, HR remains significantly below the baseline rate even during the compensatory
period. In contrast, MAP is compensated for at all doses used and the transient drop in BP is
significant only at doses of 20 mg/kg and above.?® At extremely high doses, MAP was observed
to be significantly reduced, which may reflect an additional vasodilator or negative inotropic

action of HCQ. HCQ acts as a bradycardic agent in SAN cells, in atrial preparations and in vivo.
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Changes in body weight are difficult to interpret since the loss of appetite may be a
common adverse reaction to either HCQ or CIH. The CIH+HCQ group lost weight after 14
days of the protocol. The Sham group, without the stressors of hypoxia and HCQ, gained
weight. Our results were similar to findings in mice exposed to CIH after 14 days*®, which also
showed significant increases in weight. In mice, no significant weight loss was observed after
28 days of administration of HCQ (100 mg/kg) via drinking water.?® Thus, it is likely that the
weight loss we observed in the CIH+HCQ group could be caused by the effects of CIH*® and
the use of HCQ.

These results are preliminary and studies with a larger number of animals will still be
needed to confirm them. Some differences may not have been significant due to the lack of
statistical power, given the small number of animals. Since we did not assess inflammatory
markers, we are not able to confirm the role of inflammation, although our results are highly
suggestive. This is the first study and, therefore, the best available evidence on the effect of the

HCQ on CIH-induced hypertension.

CONCLUSION

The model of CIH is capable of increasing BP, supporting previous findings of the role
of CIH in the pathogenesis of arterial hypertension. HCQ may have prevented BP increase via
inflammatory, autonomic, and/or renal pathways. Our data represent the first step towards

further studies on the potential beneficial effects of HCQ as adjunctive therapy in OSA.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Pairwise Group and Time comparisons of estimated marginal means based on the

difference in the Day-14 of mean arterial blood pressure against the Day-1 with Bonferroni’s

correction.
Mean Bonferroni 95%cCI for difference
difference (1-J) SEM significance Lower Upper
Time (1) Group  (J) Group
Sham CIH 8.83 6.26 0.48 -6.16 23.82
Day-1 Sham CIH+HCQ 5.64 4.84 0.73 -5.95 17.23
CIH CIH+HCQ -3.19 7.24 1.00 -20.52 14.14
Sham CIH -16.40 5.72 0.01 -30.11 -2.70
Day-14 Sham CIH+HCQ -10.18 5.27 0.16 -22.81 244
CIH CIH+HCQ 6.22 3.16 0.15 -1.34 13.78
Group (1) Time (J) Time
Sham Day-14 Day-1 -18.13 5.30 0.06 -36.44 0.19
CIH Day-14 Day-1 7.10 6.04 1.00 -13.77 27.98
CIH+HCQ  Day-11 Day-1 -2.30 3.96 1.00 -15.98 11.38

Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6 except in heart rate where n=5) and CIH+HCQ

(chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5). P values were obtained from generalized

estimating equations with Bonferroni’s correction for multiple comparisons. Results with a probability of alpha

error<0.05 were considered significant and are shown in bold typeface.
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Table S2. Pairwise Group and Time comparisons of estimated marginal means based on the

difference in the Day-14 of heart rate against the Day-1 with Bonferroni’s correction.

Mean Bonferroni 95%ClI for difference
difference (I-J) SEM significance Lower Upper
Time (1) Group  (J) Group
Sham CIH 16.30 18.74 1.00 -28.55 61.16
Day-1 Sham CIH+HCQ -4.02 20.03 1.00 -51.98 43.94
CIH CIH+HCQ -20.32 14.00 0.44 -53.85 13.20
Sham CIH -78.41 9.99 <0.001 -102.33 -54.49
Day-14 Sham CIH+HCQ -45.75 11.60 <0.001 -73.53 -17.97
CIH CIH+HCQ 32.66 12.24 0.02 3.35 61.96
Group (1) Time (J) Time
Sham Day-14 Day-1 -35.93 17.27 1.00 -95.59 23.74
CIH Day-14 Day-1 58.79 11.28 <0.001 19.80 97.78
CIH+HCQ Day-14 Day-1 5.81 11.42 1.00 -33.65 45.26

Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6 except in heart rate where n=5) and CIH+HCQ

(chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5). P values were obtained from generalized

estimating equations with Bonferroni’s correction for multiple comparisons. Results with a probability of alpha

error<0.05 were considered significant and are shown in bold typeface.
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EFFECTS OF HYDROXYCHLOROQUINE ON VASCULAR ALTERATIONS IN

SLEEP APNEA

Abstract

Introduction: Chronic intermittent hypoxia (CIH) is a feature of obstructive sleep apnea (OSA)
that may be responsible for high blood pressure (BP). Animal models of OSA, using CIH,
produce inflammation and structural vascular changes. Hydroxychloroquine (HCQ) exerts anti-
inflammatory action. We hypothesized that the anti-inflammatory of HCQ alters BP and affects
the expression of the vascular protein. Objectives: To test whether HCQ reduces BP and affects
calponin and caldesmon CIH-induced expression in the vascular smooth muscle. Methods:
Seventeen male 12-week-old Wistar rats were implanted with telemetry sensors for BP
verification. They underwent a 14-day CIH protocol with daily intraperitoneal injections of
either 35mg/kg of HCQ diluted in saline (CIH+HCQ group, n=5) or saline vehicle (CIH group,
n=6). An additional control group was run with saline vehicle injection and no CIH (Sham
group, n=6). Nitrogen was introduced in the cages to reduce the oxygen fraction from 21% to
~6%. During 8 hours daily the system simulated an apnea/hypopnea index of 51/h. On the 14"
day, aorta and renal artery samples were collected for immunohistochemistry to quantify the
expression of calponin and caldesmon. Results: BP increased significantly in the CIH group
relative to Sham at the end of the protocol, with a significant timexgroup interaction. A
significant increase in calponin expression in the aorta was seen in the CIH+HCQ group relative
to the CIH group, with significant timexgroup interaction. No significant difference in

caldesmon expression in the aorta between the groups was seen. Conclusion: The increase in
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BP in a CIH model was accompanied by a reduction in calponin expression, suggesting a
possible role of this protein in the pathogenesis of high BP. Our data suggest a potential
inflammatory pathway in the OSA-hypertension relationship, which is mitigated by treatment
with HCQ. Studies in humans are warranted to assess the effect of HCQ as adjunctive therapy

in OSA.

Keywords: chronic intermittent hypoxia, sleep apnea, hydroxychloroquine, blood pressure,

hypertension, vascular alterations, calponin, caldesmon
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is characterized by the repetitive collapse of the pharynx
during sleep, leading to intermittent hypoxia followed by reoxygenation. It affects 9% to 38%
of the adult population in general.® In individuals aged between 30 and 69, the global prevalence
would be almost one billion people affected, being over 50% in some countries.?

The repetitive episodes of hypoxia can activate several pathological mechanisms, such
as oxidative stress and inflammation, which can lead to endothelial dysfunction and
cardiovascular diseases (CVD).®> Systemic arterial hypertension is the main associated
disease.*®

The experimental model of chronic intermittent hypoxia (CIH) in vitro, in humans and
animals is used to study the mechanisms underlying the sustained increase in blood pressure
(BP) observed after long-term exposure to CIH, the main effect of OSA.®"® Rats exposed to
CIH respond with several cardiovascular and metabolic changes, including oxidative stress,
hypertension®1%1:12 - impaired vascular function'®!*, glucose intolerance®® and endothelial
dysfunction.

The animal model of CIH, by producing oxidative stress and inflammation, promotes
endothelial dysfunction, which has a causal role in promoting structural vascular changes.’
Experimental studies in rodents have shown that CIH alone is a causative factor of vascular
remodeling and hypertension in part due to vascular inflammation®1%20 and oxidative
stress.?122

The smooth muscle in the middle layer regulates the lumen of blood vessels. Its
contraction, through the binding of actin and myosin, is modulated by proteins such as

caldesmon? and calponin.?* Calponin 1 is specifically expressed in smooth muscle cells and
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plays a role in fine-tuning smooth muscle contractility.?® Data from in vitro experiments suggest
that calponin 1 functions as an inhibitory regulator of smooth muscle contractility by inhibiting
actomyosin interactions.?®2"-2® Caldesmon is responsible for the direct inhibition of myosin
ATPase activity.?* Caldesmon stabilizes the actin cytoskeleton by multiple molecular
mechanisms, including protection of filamentous actin against severing by inhibition of
actomyosin interaction and its inhibitory action is modulated by both Ca?* and
phosphorylation.?®30

OSA has characteristics of low-grade chronic inflammatory disease.®! Thus, part of the
morbid phenotypic signature of OSA would be causally explained by inflammatory processes
that induce target organ dysfunction. Hydroxychloroquine (HCQ) exerts anti-inflammatory
effects through negative regulation of pro-inflammatory cytokines.®?32 Used in treatments,
HCQ may be a potential therapeutic agent for inflammation associated with pulmonary
fibrosis® and acts as a bradycardic agent in sinoatrial node cells, in atrial preparations, and in
vivo.® In a 2016 retrospective study published in the Journal of American Heart Association,
HCQ use was associated with a 72% decrease in risk for CVD in patients with rheumatoid
arthritis. %

We hypothesized that the anti-inflammatory action of HCQ reduces BP and alters
vascular proteins expression in an animal model of OSA. We exposed three groups of Wistar
rats to 14 days of CIH to compare changes in BP and vascular proteins expression among

groups, in search of some response to HCQ.

111



METHODS

Sample size

The sample size was calculated based on means and standard deviations of BP observed
in a study®” that measured BP after intermittent hypoxia. Sample size calculations were
performed for repeated measures analysis of variance within-between interaction using
G*Power software 3.1.9.2.%8 To an effect size of 0.6 for a power of 90% at P alpha <0.05, for

three groups, a sample size of at least 5 in each group was required, totaling 15 animals.

Animals

Male Wistar rats were used for control (Sham; n=6), chronic intermittent hypoxia (CIH;
n=6) and chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine (CIH+HCQ; n=5)
protocols. Their initial mean weight was ~413 g. Rats were fed with standard rat chow diet ad
libitum, temperature and humidity were controlled (20-24°C; 40-60%), and animals were
housed in a 12:12 light-dark cycle with lights on at 07:00 h. All experimental protocols were
approved by the Ethical Committee on Animal Experimentation of the Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, Federal University of Rio Grande do Sul, RS, Brazil (CEUA 130490).

Protocols

Animals were housed in individual cages and maintained in 21-liter Plexiglas chambers
equipped with Oz sensors (Medical Oxygen Monitor Model MX300, Teledyne Analytical
Instruments). Injections of nitrogen (Air Liquide, Porto Alegre, Brazil) were regulated by a
solenoid valve operated by an automatic system (Novus Produtos Eletrénicos Ltda., Canoas,

Brazil).
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The intermittent hypoxia protocol consisted of 30 seconds of nitrogen injection to reduce
the inspired oxygen fraction (Fi02) ~6%. FiO2 was maintained at ~6% for an additional 5
seconds, after which room air was introduced in the chamber using a ventilator to return the
FiO2 to 21% during the next 30 seconds, followed by a 5-second pause of the ventilator. This
70-second cycle was repeated continuously for 8 hours each day from 9:00am to 5:00pm, for
14 days, simulating an apnea-hypopnea index (AHI) of ~50/h. Gas injectors were positioned to
avoid possible stress by jets of gas. The Sham group was submitted to the same ventilator
activity as the other groups, but no gas mixture was inserted in the cages in the hypoxia cycle
(simulated intermittent hypoxia), to control the effect of stress by timer noises, valve fan and
by placing the cap on the cages. At the end of the cardiovascular recordings, rats were killed

with an isoflurane overdose.

Telemetry monitoring of blood pressure

Mean arterial blood pressure (MAP) was measured in conscious rats using radio-
telemetry apparatus (PA-C40 and C50 PXT, Data Science International, USA). To implant the
sensor, rats were anesthetized with 5% isoflurane and maintained with 2% isoflurane in 100%
O during the surgical procedure. The tip of a cannula-coupled telemetry device was introduced
into the femoral artery.®® On the surgery day, rats received one dose of oxytetracycline
(60mg/kg, intramuscular). After surgery, rats received an injection of ketoprofen (5mg/kg/day
per 3 days, once a day, subcutaneous) and tramadol (20mg/kg/day per 3 days, twice a day,
intraperitoneal). The BP recording was started after 5 days of recovery. The raw data from each
rat was collected twice daily during five minutes at the beginning and end of the intermittent
hypoxia exposure and averaged for each period using the ART Dataquest Platform (Data

Science International, USA) for 14 days.
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Treatment

Rats were randomly assigned to receive either 35mg/kg/day of HCQ (7-Chloro-4-[4-
(N-ethyl-N-b-hydroxyethylamino)-1-methylbutylamino] quinoline sulfate) diluted in saline
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) or saline vehicle, administered via intraperitoneal injections for
14 days. The HCQ dose was chosen based on the investigation by Long et al. who observed

beneficial effects on indices of pulmonary hypertension with 25-50mg/kg/day.*°

Histological analysis

On day 14, the animals were euthanized using an overdose of isoflurane and tissue
samples (aorta and renal artery) were taken and fixed in a preserver containing 10% formalin
buffer, processed and embedded in paraffin, and then sectioned at a microtome set to a thickness
of 3 um. The sections were placed on previously indicating slides of tissue microarrays. All
samples were stained with hematoxylin-eosin to examine the general structure.

To perform the immunohistochemistry technique, the slides were heated in an oven at
75°C for 2 hours, deparaffinized in xylol, rehydrated in ethyl alcohol and then washed in
distilled water and maintained 5 min in PBS. Antigenic recovery was performed in a water bath
for 20 minutes at 94°C in pH 6 citrate buffer and the slides cooled in the buffer for 20 minutes.
Endogenous peroxidase activity was blocked with 5% hydrogen peroxide solution in methanol
for 20 minutes in the dark. Protein blocking was performed with 5% dilute skimmed milk
powder in PBS for 20 minutes. The sections were subsequently incubated overnight in a 4°C
refrigerator with the primary antibody caldesmon (Caldesmon A-2: sc-271222, 1:50 dilution;
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) and calponin (Calponin 1 Calp: sc-58707,
1:200 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA). After incubation, the
secondary anti-mouse antibody was applied at 1:200 dilution and incubated for 1 hour and 30

minutes at room temperature and visualization of the reaction was obtained with Liquid Dab
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(Dako, K3468; Agilent Technologies, Ins., Santa Clara, CA, USA), according to the
manufacturer's recommendations. After visualization, the slides were counterstained in Harris
hematoxylin for 20 seconds, the cuts were dehydrated in absolute alcohol and placed in xylol
for mounting the Entellan resin blades.

All sections were analyzed by blind evaluator for allocation groups with the Zeiss Axio
Scope.Al microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) at 400x magnification, captured with
Axiocam 105 color camera and digitized with Zeiss microscope software. Proteins were
measured by the amount of positive labeling with the ImageJ*! software calibrated in pm. For
the aorta artery, 3 fields from each artery were evaluated from two sections, totaling 6 fields

from each animal. For the renal artery, only one field of each animal was evaluated.

Statistical analysis

Generalized Estimating Equations (GEE) with linear distribution and unstructured
matrix was used to compare the groups in the pre and post protocol to MAP. GEE with gamma
distribution and unstructured matrix was used to compare antibodies expression in the aorta
artery in the groups. To compare the antibodies in renal artery in the groups it was used Kruskal-
Wallis Test. The tests were performed using SPSS version 18.0 (Statistical Package for Social
Science). The results are represented as the mean + standard error of the mean (SEM) and
minimum, percentile 25, median, percentile 75, and maximum. The statistical significance level

was set as P<0.05.
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RESULTS

Rats were randomly assigned to the Sham (n=6), CIH (n=6) and CIH+HCQ (n=5).
Groups showed no difference in baseline MAP (day-1: Sham, 123+2 mm Hg; CIH, 1146 mm
Hg; CIH+HCQ, 117+4 mm Hg). In the between-groups analysis, MAP presented a significant
increase in the CIH group in relation to Sham comparing the average results on day 14. The

timexgroup interaction was significant (P<0.001) (Figure 1).
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Figure 1. Plot of the changes between groups at Day-14 in mean arterial blood pressure (mean * standard error of
the mean). The within-participant and between-group significances were obtained by generalized estimating
equations. Bonferroni’s correction was applied for between-group comparisons. Results with a probability of alpha
error<0.05 were considered significant. Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6) and

CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine; n=5).*P=0.01.

The aorta artery was properly excised, fixed and stained in 17 rats, Sham (n=6), CIH
(n=6) and CIH+HCQ (n=5); renal artery in 14 rats, Sham (n=4), CIH (n=6) and CIH+HCQ

(n=4). The coloration of the cross-sections of the aorta is shown in Figure 2. The means and
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SEM of caldesmon expression from immunohistochemistry in the aorta artery were
Sham=4.16+0.85, CIH=5.91+1.05, and CIH+HCQ=3.68+1.02. To calponin, the values were
Sham=30.19+4.92, CIH=20.11+2.03, and CIH+HCQ=42.12+6.44. The results from GEE to
protein expression are shown in Table 1. The CIH+HCQ group showed a significant increase
in calponin expression measured in um relative to the CIH group. The timexgroup interaction
was significant for calponin. Figure 3 shows the differences between-groups on day 14 in the

expression of caldesmon and calponin in the aorta.

a. Hematoxylin-eosin b. Caldesmon c. Calponin

v 3\ \\"\\ =
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Figure 2. Aorta artery cross-sections staining. A, hematoxylin-eosin staining. B, caldesmon antibody. C, calponin
antibody. The expression of caldesmon and calponin in the aorta artery can be seen in brown. Magnification of 10

x 40. Scale in um.
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Table 1. Pairwise group and time comparisons of estimated marginal means of caldesmon and
calponin in the aorta artery based on the difference between-groups with Bonferroni’s

correction.
Mean . 95%CI for P value for
. Bonferroni . )
Difference SEM o Difference timexgroup
Significance . .
(1-9) Lower Upper interaction
Antibody () Group  (J) Group
Sham CIH -1.76 1.35 .6 -4.99 1.48
Caldesmon  Sham CIH+HCQ 0.48 1.32 1.00 -2.69 3.65 2
CIH CIH+HCQ 2.23 1.46 4 -1.27 5.73
Sham CIH 10.08 5.32 2 -2.65 22.82
Calponin Sham CIH+HCQ -11.93 8.10 4 -31.32 7.47 <.001
CIH CIH+HCQ -22.01 6.75 .003 -38.18 -5.85

Sham (control; n=6), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6) and CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia plus
use of hydroxychloroquine; n=5). P values were obtained from generalized estimating equations with Bonferroni’s
correction for multiple comparisons. Results with a probability of alpha error<0.05 were considered significant and
are shown in bold typeface.
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Figure 3. Boxplot represents minimum, percentile 25, median, percentile 75, and maximum of the caldesmon and
calponin expression in the aorta artery among the groups on the 14™ day. The differences are significant for
calponin only between CIH and CIH+HCQ groups. The within-participant and between-group significances were
obtained by generalized estimating equations. Bonferroni’s correction was applied for between-group
comparisons. Results with a probability of alpha error<0.05 were considered significant. Sham (control; n=6), CIH
(chronic intermittent hypoxia; n=5) and CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia plus use of hydroxychloroquine;
n=5). *P=0.003.
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The means and SEM from protein expression in the renal artery were shown in Table 2.
With Kruskal-Wallis statistical analysis, we did not find a significant difference between the

groups to antibodies caldesmon (p=0.682) and calponin (p=0.159) in the renal artery.

Table 2. Immunohistochemical expression of caldesmon and calponin in the renal artery in the

study groups.

Groups (meantSEM) Caldesmon (pm) Calponin (pm)
Sham 9.07+4.39 26.90+10.44
CIH 14.20+5.00 30.59+3.76
CIH+HCQ 19.61+11.59 16.67+2.20

Sham (control; n=4), CIH (chronic intermittent hypoxia; n=6) and CIH+HCQ (chronic intermittent hypoxia
plus use of hydroxychloroquine; n=4). Data are shown as mean % standard error of the mean (SEM).

DISCUSSION

The present results support the working hypothesis that HCQ prevents the increase in
BP in animals exposed to 14 days of CIH. Increased calponin expression in the aorta wall
suggests that HCQ may act directly on the smooth muscle. Our model of CIH is capable of
increasing BP, supporting previous findings of the role of CIH in the pathogenesis of arterial
hypertension. If the increase in MAP demonstrated in rats exposed to 14 days of CIH was
mediated by inflammation, it is possible that HCQ prevented increases in BP by inhibiting
inflammatory pathways, thus causing changes in calponin expression that would lead to
increased BP. It is well-known that CIH simulating OSA leads to inflammation, vascular
remodeling, endothelial dysfunction, and an increase in circulating inflammatory markers.

Thus, CIH may be a potential contributor to OSA-related cardiovascular morbidity.
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Our main hypothesis was based on a possible change in caldesmon expression. In our
data, however, the caldesmon expression in the aorta was similar among the groups. If a
significant increase in caldesmon expression in the CIH group was found, associated with the
increase of BP in this group, the “latch state” of caldesmon would be an explanation as
discussed below.

The increase in calponin expression could be reflective of the stabilization of BP in
animals exposed to 14 days of CIH and treated with HCQ. One possible explanation is that
HCQ prevented the increase in MAP by stimulating the expression of calponin in the arteriolar
network. In our experiment, the calponin expression was seen indirectly in the aorta. Although
the role of calponin in BP regulation is still controversial, some pieces of evidence suggest that
it may act by causing vascular relaxation.

The mechanisms by which BP increases after a few days of CIH exposure are not clear.
Periods of intermittent hypoxia over 7 h per day increase BP in mice from day 1.% This
elevation in BP is sustained up to the end of the experiment, day 17. Additionally, CIH increases
nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 3 (NFATc3) transcriptional activity in the aorta
and mesenteric arteries. The NFATc3 isoform is specifically implicated in vascular
development®®, maintenance of a contractile phenotype**, and regulation of vascular smooth
muscle cell contractility.*® In Sprague-Dawley rats exposed to repetitive cycles of CIH or room
air for 30 days, daily measurements of MAP using the telemetry system showed increases
starting 5 days after CIH exposure, which lasted until the end of the 30-day observation period.*®

Models of BP increase after CIH have been employed to test the effects of different
medications.*’ Macitentan, an endothelin receptor antagonist used in the treatment of
pulmonary arterial hypertension, prevented the increases in MAP caused by chronic kidney
disease (CKD), two weeks of CIH and the combination of CKD+CIH, in Sprague-Dawley rats.

After this period, macitentan reversed hypertension in all groups, even without improving renal
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function.*® Carvedilol, an unselective beta-blocker that exhibits intrinsic anti- a1-adrenergic
and antioxidant activity, was used in a model of CIH-induced hypertension, promoting a
significant reduction in HR but not in BP.*° Ibuprofen, a nonsteroidal anti-inflammatory drug,
prevented hypertension in a model of CIH-induced by controlling overexpression in the
cytokines tumor necrosis factor-a. and interlukin-1f in the carotid body and by preventing the
increase of c-fos-positive neurons in the nucleus tractus solitarii.>® None of the studies cited
above tested the anti-inflammatory drug hydroxychloroquine to treat CIH-induced high BP.

Supporting the hypothesis that sleep apnea is an inflammatory disease®! that can increase
the risk of CVD®?, reports indicate that mice exposed to 8 weeks of CIH showed an increase of
endothelial dysfunction, accompanied by an increase of systemic oxidative stress and
inflammation as well as increased aortic expression of inflammatory cytokines.>? In another
protocol, mice exposed to 35 days of CIH showed an increase in vasopressive catecholamines
and BP. Histologic alterations started on day 14, with decreased endothelial of platelet
endothelial cell adhesion molecule expression in descending aorta and left heart.>® In support
of our findings, CIH also induces an increase in inflammatory markers.>*

Evidence suggests an independent link between inflammation and hypertension that
may explain our finding that HCQ prevented the increase in BP seen following CIH exposure.
Experimental studies found inflammatory infiltration and immune dysfunction of renal
interstitial, vascular adventitia and perivascular fat renal tissue in spontaneously hypertensive
rats (SHR).>>°® At first, it was thought to be a consequence of hypertension, not its cause.®’
Subsequent experimental studies, however, showed an improvement of hypertension after the
reduction of renal interstitial inflammation by different methods such as antioxidant diet®, and
Tongxinluo, an antioxidative from Chinese medicine®®, mycophenolate mofetil®® and
interleukin-10.%

In patients with systemic lupus erythematosus (SLE), who were found to have greater
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visit-to-visit variability in BP than control subjects, HCQ use reduced visit-to-visit variability
in BP.52 In mice, BP (measured by tail-cuff plethysmography) remained stable throughout 28
days of administration of HCQ (100 mg/kg) in the drinking water.>® It has been shown that early
treatment with HCQ prevents the development of endothelial dysfunction in a murine model of
SLE.®® In a female mouse model of SLE treated with HCQ 10mg/kg/day by gavage for 5 weeks,
HCQ reduced hypertension, endothelial dysfunction, and organ damage.®* In our study, we used
telemetry to measure the variables, the most advanced method for monitoring physiological
functions of laboratory animals.®® This method does not produce stress on the animals, reducing
confounds with the collected results.

Chloroquine (CQ), a drug with a similar composition to HCQ, has an anti-hypertensive
effect in rats. Twenty-one days of treatment with CQ (40 mg/kg/day via intraperitoneal
injection) prevented the development of high BP in adult (12 weeks old) SHR, but not in young
(5 weeks) SHR. Innate immune system responses to damage-associated molecular patterns
(DAMPs) are involved in hypertension. Circulating mitochondrial DNA is a DAMP that
activates Toll-like receptor 9 and is elevated in SHR. The results indicate that CQ also has
antihypertensive actions, possibly through the regulation of TLR 9 signaling, which may lower
CVD risk in autoimmune patients with hypertension.®

CIH can induce the excessive proliferation of vascular smooth cells that may be related
to the incidence or progression of several diseases.®’ In a cultured rat aortic smooth muscle
cells, CIH induces the proliferation of the vascular smooth cells with the increases in epidermal
growth factor family, a protein that stimulates cell growth and differentiation, and erbB2, a
receptor that mediates intracellular signaling for several physiological effects including cell
proliferation.%® The arteriolar smooth muscle is the effector in the system that regulates the
blood vessel lumen. Actin and myosin may be regulated at the thin filament level by caldesmon

and calponin.®® Caldesmon, one of the largest proteins in nature, can be seen as an energy saver
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when causing direct inhibition of myosin ATPase activity.?* A model of contraction has been
proposed that in the sustained phase of a tonic contraction, tension can be maintained by the
binding of myosin to F-actin through caldesmon. This contraction is characterized by high
tension at low levels of myosin phosphorylation and energy consumption, and it is often referred
to as the “latch state”.”® The several possibilities of binding and diverse biochemical properties
suggest caldesmon is a potent and versatile regulatory protein both in contractility and cell
motility.

Our finding of increased calponin expression in the group exposed to CIH+HCQ is
plausible. Calponin 1, which was measured in the study, is specifically expressed in smooth
muscle cells and plays a role in fine-tuning smooth muscle contractility.?® Some studies reported
that calponin directly regulates the vascular contractility’®, but others have reported negative
results.”> The majority of the reports suggest that calponin 1 functions as an inhibitory regulator
of smooth muscle contractility through inhibiting actomyosin interactions?®2728 thus
promoting vascular relaxation. The increase in calponin expression in our study might have had
a fundamental role in preventing the increase in MAP, which could have been mediated by
HCQ.

These results are preliminary and studies with a larger number of animals will still be
needed to confirm them. Some differences may not have been significant due to the lack of
statistical power, given the small number of animals. For the present hypothesis, it would be
important to measure changes in the level of small vessels. Thus, the finding of increased
calponin expression in the aorta in the CIH+HCQ group provides indirect evidence of the drug's
action on BP. Since we did not assess inflammatory markers, we are not able to confirm this
hypothesis. This was the first study to test the effect of HCQ on CIH-induced hypertension and

vascular alterations.
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CONCLUSION

The model of CIH is capable of increasing BP, confirming previous findings of the role
of CIH in the pathogenesis of arterial hypertension. Our data suggest that HCQ controlled the
increase in BP in animals exposed to 14 days of CIH and increased the expression of calponin
in the aorta artery. Finally, studies demonstrating microvascular changes in blood vessels are
extremely difficult to perform but promise to yield important knowledge about cellular

mechanisms and results of long-term treatment of OSA on CVD.
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9. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de HIC é capaz de aumentar a PA, confirmando achados prévios do papel da
HIC na patogénese da HAS. Nossos dados sugerem que a HCQ controlou o0 aumento da PA de
animais submetidos a 14 dias de HIC e aumentou a expressdo de calponina na artéria aorta.
Esse € o primeiro estudo realizado para verificar os efeitos da HCQ no controle da PA em

modelo de AOS.
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Apéndice 1. Fluxograma de procedimentos. Dezessete ratos Wistar machos, com 12 semanas de idade, foram
submetidos a cirurgia de implante do sensor de telemetria (DSI®, USA) para verificagdo continua da pressdo arterial
e frequéncia cardiaca. Ap6s 5 dias de recuperacdo cirurgica, foram randomizados e submetidos ao protocolo de
hipdxia intermitente cronica (HIC) ou hipdxia intermitente simulada (grupo Sham). O protocolo de hipdxia foi
realizado diariamente durante 8 horas durante 14 dias, através da injecdo de nitrogénio gasoso nas gaiolas,
reduzindo a fracdo de oxigénio de 21% para ~6%. O indice de apneia/hipopneia simulado foi de ~50/h. No grupo
Sham, nenhuma mistura gasosa foi injetada nas gaiolas a fim de controlar o efeito do estresse produzido pelo
sistema de hipdxia. Os animais foram submetidos a HIC e receberam inje¢do intraperitoneal de 35mg/kg/dia de
HCQ (Sigma-Aldrich, USA) diluido em solugdo salina (grupo HIC+HCQ, n=5) ou submetidos a HIC com injecdo
de veiculo salino (grupo CIH, n=6) ou submetidos a hipdxia simulada com inje¢do de veiculo salino (Sham, n=6),

constituindo os trés grupos do estudo.
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Apéndice 2. Imagens do sistema de hipoOxia intermitente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa juntamente

com o sistema de telemetria.
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