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Resumo em lingua portuguesa

Introducéo: A apneia obstrutiva do sono (AOS) ocasiona a hipoxia intermitente (HI),
causando doencas cardiacas, vasculares e neurologicas. O modelo de
experimentacdo animal utiliza a HI para simular a AOS, permitindo a avaliagdo das
alteracdes encefalicas, sendo o0 hipocampo uma 4&rea reconhecidamente
influenciada pela hipéxia. A S100B é uma proteina de 21-kDa ligada ao calcio,
produzida e liberada principalmente pelos astrocitos no neurdpilo do sistema
nervoso central. Sua dosagem tem sido utilizada para compreender o envolvimento
de distintos tipos celulares em determinadas condi¢cdes patolégicas. O presente
estudo objetiva testar a hipotese de que a HI empregada em um modelo
experimental de AOS em camundongos é capaz de alterar o numero de astrécitos
em diferentes subcamadas hipocampais (CAl, CA3 e DG), além de modificar
qualitativamente a reatividade imuno-histoquimica destas células ao S100B.
Materiais e Métodos: Camundongos CF-1 foram expostos ou a 35 dias de HI (n =
27) ou a HIS (n = 27), alternando 30 segundos de hipdxia progressiva a um nadir de
7%, seguidos por 30 segundos de normoxia. Durante 8 horas, os animais sofreram
um total de 480 ciclos de hipdxia/reoxigenacdo, equivalente a um indice de apneia
de 60/hora. O encéfalo foi dissecado, sendo o hipocampo e suas subcamadas
analisados histologicamente pela técnica de imuno-histoquimica com a utilizacdo do
anticorpo S100B. Resultados: Foi realizada a analise quantitativa dos astrécitos
hipocampais imunorreagentes ao S100B. A média desta foi de 23,85 * 0,37
astrocitos/0,25 mm? no grupo HI, enquanto no grupo HIS foi de 21,03 + 0,50
astrocitos/0,25 mm? (p < 0,001). Esta diferenca também foi também observada de
forma global nas subcamadas CAl1 e CA3, sendo menos perceptivel no DG. A
imunorreatividade astrocitaria foi maior (+++) no grupo HI, ndo atingindo tal
intensidade no grupo HIS. A andlise qualitativa secundaria evidenciou a presenca de
cariorrexe, de picnose neuronal, além de corpos celulares astrocitarios
discretamente hipertréficos apenas nos animais do grupo HI. Concluséo: A HI
aumentou a densidade numeérica de astrocitos hipocampais, assim como a
imunorreatividade destas células ao S100B, no processo chamado de astrogliose
reativa. Alteracdes neuronais secundarias também foram observadas no grupo Hl.
Investigagbes futuras utilizando outras metodologias permitirdo uma melhor

avaliacdo dos resultados aqui descritos.



Resumo em lingua inglesa

Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) causes intermittent hypoxia (IH),
leading to cardiovascular and neurological diseases. The animal experimental
studies use IH to simulate OSA, enabling the analysis of brain alterations, with the
hippocampus recognized as an area influenced by hypoxia. S100B is a 21-kDa
protein bonded to calcium, produced and secreted primarily by astrocytes in the
neutrophil of the central nervous system. Levels of the protein have been used to
understand the involvement of different cell types in certain pathological conditions.
The present study aimed to test the hypothesis that IH used in an experimental
design investigating OSA in mice can alter the number of astrocytes in different
hippocampal sublayers (CA1, CA3 and dentate gyrus), in addition to quantitatively
modifying the immunohistochemical reactivity of these cells. Materials and
Methods: CF-1 mice were exposed to 35 days of either IH (n = 27) or SIH (n = 27),
alternating 30 seconds of progressive hypoxia with a nadir of 7%, followed by 30
seconds of normoxia. Over a period of 8 hours, the animals were submitted to a total
of 48 hypoxia/reoxygenation cycles, equivalent to an apnea index of 60/hour. The
brain was dissected and the hippocampus and its sublayers were histologically
analyzed by immunohistochemistry using S100B antibodies. Results: A guantitative
analysis was performed of hippocampal astrocytes immunoreactive to S100B. The
means recorded were 23.85 + 0.37 astrocytes/0.25 mm? and 21.03 + 0.50
astrocytes/0.25 mm? (p < 0.001) in the IH and SIH (simulated intermittent hypoxia)
groups, respectively. This difference was also observed in sublayers CA1 and CA3
overall, and was less noticeable in the dentate gyrus. Astrocyte immunoreactivity was
greater (+++) in the IH group and did not achieve this intensity in the SIH group.
Secondary qualitative analysis revealed the presence of karyorrhexis, pyknotic
neurons, and discretely hypertrophic astrocytes only in animals from the IH group.
Conclusion: IH increased the number density of hippocampal astrocytes, as well as
their immunoreactivity to S100B, in a process known as reactive astrogliosis.
Secondary neuron alterations were also observed in the IH group. Future
investigations using alternative methodologies would allow a better assessment of

the results described here.
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1 Introducéo

O sono é considerado um estado ativo e complexo, envolvido em importantes
funcdes fisiologicas. Ele esta relacionado com efeitos sobre o crescimento somatico,
sistema imunoldégico, funcao cardiopulmonar, producédo de horménios, consolidagcédo
da memodria, entre outros (CARSKADON, 2011).

A respiracdo e o0 sono sdo funcdes indispensaveis para a preservacao da
vida. Alteracdes decorrentes do sono permitem a instalacéo de diferentes disturbios,
sendo estes atualmente reconhecidos como problemas de saude publica em virtude
de sua elevada prevaléncia (THORNTON, 2010; PARISH, 2009; FLEMONS, 2002;
BIXLER, 1998; WRIGHT, 1997).

A apneia obstrutiva do sono (AOS), a forma mais comum de disturbio
ventilatorio relacionado ao sono (BRADLEY, 2009), afeta a qualidade de vida dos
pacientes, é causa reconhecida de doencas cardiovasculares, de acidentes
vasculares encefalicos e de déficits cognitivos e neuroldgicos (PEKER, 2000).

Os modelos de experimentacdo animal utilizam a hipdxia intermitente (HI) na
simulacdo da AOS, permitindo a avaliacdo de varios 6rgaos e sendo fundamental na
deteccdo das possiveis alteracdes encefalicas.

A S100B é uma proteina de 21-kDa ligada ao célcio, produzida e liberada
principalmente pelos astrécitos no interior do sistema nervoso central (SNC). Ela
exerce papel neurotréfico e gliotréfico. Em funcdo de sua especificidade, ela é
considerada um marcador de dano encefélico, sendo suas dosagens utilizadas na
compreensdao do envolvimento de diferentes tipos celulares em condicdes
patolégicas cerebrais, incluindo as ocasionadas pela AOS (DONATO, 2009).

Dentre as varias regifes encefalicas, o cortex hipocampal é particularmente
sensivel ao dano hipoxico (MORRELL, 2003), além de estar associado com o
processamento da memoéria (MAGUIRE, 2000). A exposicéo crbnica a HI durante o
sono resulta em dano celular hipocampal (GOZAL, 2001), além de ocasionar perda
de substéancia cinzenta desta regidao (MACEY, 2002).

A AOS exerce, portanto, importante impacto hipocampal. As alteracdes
anatomopatologicas (envolvendo o0s astrocitos e sua quantificacdo) e as
imunoistoquimicas (correlacionadas com reatividade a proteina S100B) necessitam

ser melhor analisadas.
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2 Revisado da literatura

2.1 Apneia obstrutiva do sono

A AOS é uma doenca em que a perda do tbnus da musculatura dilatadora
faringea no inicio do sono ocasiona o colapso mecanico repetitivo das vias aéreas
superiores (VAS) a este nivel e a consequente interrupcdo momentanea da
respiracéo (RYAN, 2005a).

O seu diagnoéstico requer a presenca de hipopneia (reducdo de mais da
metade do volume corrente pulmonar por um periodo superior a dez segundos,
acompanhada por uma queda de 4% na saturacao de oxigénio ou pelo despertar) ou
de apneia (auséncia completa deste volume pelo mesmo periodo de tempo)
recorrentes durante o sono (BRADLEY, 2009; AMERICAN ACADEMY OF SLEEP
MEDICINE TASK FORCE, 1999).

As apneias causam a Hl, a retencéo de dioxido de carbono e a hipercapnia,
fatores que provocam o despertar do paciente, restabelecendo o tébnus muscular
faringeo e o fluxo aéreo habitual. Apesar do despertar ser um mecanismo protetor,
ele ocasiona alteracdes patoldgicas no ciclo do sono (DEMPSEY, 2010; CHUANG,
2009; WHITE, 2006; FLEMONS, 2002).

As apneias podem ser classificadas em obstrutivas (quando acompanhadas
por esforcos respiratérios contra uma oclusdo das VAS), em centrais (quando
associadas a perda do automatismo respiratério controlado por nucleos localizados
no tronco encefalico) e em mistas (RYAN, 2005a; AMERICAN ACADEMY OF
SLEEP MEDICINE TASK FORCE, 1999).

Na populagéo geral, a AOS é a forma mais comum de apneia relacionada ao
sono, enquanto as apneias centrais do sono sdo raramente identificadas na
auséncia de insuficiéncia cardiaca (WANG, 2007; FERRIER, 2005; BIXLER, 2001).
A AOS esta frequentemente associada com a histéria de ronco durante o sono, um
sinal representante do aumento da resisténcia faringea ao fluxo aéreo.

Atualmente, em virtude de seu impacto sobre a qualidade de vida dos
pacientes, de sua elevada prevaléncia e de suas consequéncias multissistémicas, a
AOS é considerada um problema de saude publica, sendo uma das doencas mais
estudadas mundialmente (BRADLEY, 2009; GUILLEMINAULT, 2004; YOUNG,
1993).
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2.1.1 Historico da doenca

O primeiro relato da AOS tem aproximadamente dois milénios. Textos gregos
do terceiro século antes de Cristo descreveram Dionisio, tirano de Heracleia Pontica,
como um homem que apresentava uma respiragao ruidosa e laboriosa durante o
sono. O tratamento prescrito consistia na introducdo de finas e longas agulhas no
corpo do tirano, ocasionando dor e despertando-o, reestabelecendo assim sua
respiracao habitual (CASSOL, 2010).

No inicio do século XIX, relatos da literatura ndo médica fizeram referéncia a
associacdo entre obesidade e sonoléncia diurna, tendo um renomado romancista
inglés (DICKENS, 1837) descrito o personagem Joe (Figura 1): um menino
preguicoso, obeso e de face avermelhada, que passava a maior parte do tempo ou

comendo ou dormindo.

Figura 1 - Desenho de Thomas Nast representando o menino Joe do livro “The Posthumous Papers
of The Pickwick Club”, de Charles Dickens. Fonte: BURWELL, 1956.

Os relatos médicos iniciaram no final do mesmo século, mas apenas
indiretamente. O conjunto das manifestacdes clinicas previamente descritas foi

apenas superficialmente ressaltado como uma possivel sindrome (OSLER, 1905;
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BROADBENT, 1877). Data deste periodo a utilizacdo do termo ‘“pickwickian” ou
“pickwick” (uma referéncia ao livro “The Posthumous Papers of the Pickwick Club”,
de Dickens) para fazer referéncia aos pacientes hipersonolentos, obesos e que
apresentavam alteracdes respiratdrias durante o sono.

O estudo dos distarbios do sono sofreu um enorme impacto na primeira
metade do século XX com o advento de duas importantes descobertas. Em 1929,
Hans Berger obteve os primeiros registros de potenciais elétricos do coértex
encefalico humano, reunidos sob a designacao de eletroencefalograma (EEG). Em
1937, Loomis e colaboradores concluiram que o sono era composto por diferentes
estagios recorrentes (DEMENT, 2005).

Na ultima década de cinquenta, ja utilizando os achados de pesquisas
anteriores, a sindrome foi finalmente relatada cientificamente por um médico sob a
nomenclatura de “Pickwickian Syndrome”. Ela englobava a obesidade
predominantemente central, a hipersonoléncia, a cianose, a hipoventilagao alveolar,
a policitemia e a insuficiéncia cardiaca (BURWELL, 1956).

O desenvolvimento da polissonografia (teste que monitora o eletroculograma,
0 EEG e o eletromiograma submentoniano), considerado ainda hoje padrao-aureo
para o diagndstico dos distlrbios do sono, permitiu uma classificacdo mais acurada
dos pacientes (IBER, 2007). Isto foi visto quando em 1966 neurologistas franceses,
observaram despertares recorrentes e acompanhados por apneias em pacientes
com a sindrome (GASTAUT, 1969; GASTAUT, 1966).

O esclarecimento da fisiopatogenia destas apneias comecou a ocorrer apés a
realizacdo de traqueostomia nos pacientes portadores das formas mais graves da
sindrome. Registros polissonograficos posteriores a cirurgia confirmaram o
desaparecimento dos eventos respiratorios e dos frequentes despertares
(LUGARESI, 1971).

Os anos seguintes foram marcantes ao desenvolvimento de estudos
relacionados com os distlrbios respiratérios do sono (LUGARESI, 1972). Esta época
culmina com a designacdo do seu representante mais prevalente: a AOS
(GUILLEMINAUL, 1976; GUILLEMINAUL, 1973).

O atual nivel de conhecimento sobre a AOS foi possivel apenas gracas ao
entendimento progressivo da fisiologia do sono. A complexidade do ultimo ainda
permite considera-lo como um dos grandes mistérios dentro do campo da
Neurociéncia (KRYGER, 2011).
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2.1.2 O sono

Os fatores locais (principalmente a interacdo entre tipos celulares distintos),
as redes neuronais e os diferentes niveis hormonais exercem influéncia sobre o
controle entre os niveis de consciéncia (HAUW, 2011). Todos estes sdo regulados
por centros localizados principalmente no interior do hipotalamo.

Os niveis de consciéncia podem ser classificados em: estado de alerta e
sono, sendo o ultimo subdividido em sono dos movimentos oculares rapidos (REM)
e sono de ondas lentas (HOBSON, 2002).

O estado de alerta surge a partir da despolarizacao do sistema tdlamo-cortical
e do aumento da excitabilidade das células piramidais corticais, estas ultimas sob o
efeito do sistema ativador ascendente (neuronal) e do sistema hormonal
orexina/hipocretina (SIEGEL, 2009).

O sistema de ativacdo ascendente se projeta do tronco encefalico em direcédo
ao coOrtex cerebral. Ele é composto pelo sistema colinérgico e pelo sistema
monoaminérgico. O sistema colinérgico surge a partir dos nucleos tegmentais, do
nacleo gigantocelular e do nucleo basal magnocelular, todos ao nivel do tronco
encefélico, estimulando diretamente ou indiretamente o cértex (HOBSON, 2002). O
sistema monoaminérgico projeta-se dos neurbnios noradrenérgicos do “locus
coeruleos”, dos neurdnios histaminérgicos do nucleo tuberomamilar do hipotadlamo e,
mais difusamente, dos neurdnios serotonérgicos do ndcleo da rafe pontina
(BONNET, 2010).

Os neurdnios talamicos laterais e posteriores secretam a orexina/hipocretina,
um horménio neuropeptidico altamente excitatorio capaz de estimular determinados
nacleos encefélicos, formando um sistema hormonal especifico. Este sistema
estabiliza a vigilia e também exerce controle sobre a respiracdo e sobre o tbnus
muscular nos diferentes niveis de consciéncia (MIGNOT, 2008).

O sono consiste em um estado funcional ativo, ciclico e reversivel. Ele
geralmente estd associado a manifestacbes comportamentais especificas
(imobilidade relativa e menor resposta aos estimulos externos) e nao
necessariamente esta acompanhado por postura reclinada e por fechamento ocular
(KRYGER, 2011).

O sono de ondas lentas apesar de ser menos estudado do que o sono REM,

apresenta importante funcao fisiologica. Ele inicia apds o bloqueio das entradas
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sensoriais ordinarias. Interacdes neuronais do sistema cortico-talamico induzem a
atividade ritmica e a hiperpolarizacdo da camada V do cortex cerebral. A atividade
do sistema de ativagdo ascendente e do sistema orexina/hipocretina
consequentemente decai (SIEGEL, 2009).

Pequenas oscilagbes elétricas sdo registradas nesta fase do sono,
geralmente envolvendo o circuito formado pelo cortex cingulado posterior, pré-
cuneo, cortex pré-frontal e cortex cingulado anterior. Acredita-se que este seja uma
rede encefadlica independente (mas que mantém o0s niveis de atencdo, de
prospeccdo e de memoria) operante quando a rede tarefa-positiva ndo esté ativa.
Investigagbes que correlacionam os achados do EEG com os da ressonancia
nuclear magnética funcional demonstram que a baixa oscilacdo caracteristica do
sono de ondas lentas ndo indica um estado de inatividade cerebral (CARSKADON,
2011; HOVORITZ, 2009).

Durante o sono de ondas lentas a atividade cerebral é sincronizada com o
intuito de retardar oscilacdes nas zonas frontais e de induzir a dissociacdo com as
areas posteriores que acontece no sono REM. Esse processo ocorre na presenca de
niveis de atividade preservados dentro dos componentes do circuito, sugerindo ser a
ativacdo sequencial de todas as partes do circuito a responsavel pela consciéncia.

Sugere-se que as respostas encefélicas sincronizadas por baixas oscilacdes
sejam capazes de restaurar os padrées de atividade microprovocadas que facilitam
as interacdes neuronais, dando ao sono de ondas lentas um importante papel na
sinaptogénese (MIGNOT, 2008).

O sono de ondas lentas, que é subdividido em trés estagios correspondentes
a niveis progressivos de profundidade, esta clinicamente associado a dissipacéo
periférica de calor (vasodilatacdo), ao aumento da transpiracédo e a reducao da taxa
metabdlica basal. Este resfriamento tanto corporal quanto encefalico oferece
multiplas adaptagdes benéficas ao organismo (ROTH, 2000). Durante esta fase do
sono ocorre ainda redugdo do tdbnus muscular, diminuicdo da atividade do sistema
simpético, aumento da atividade do sistema parassimpatico e a preservacdo dos
movimentos oculares lentos (PERIN, 2011).

O inicio do sono REM ¢é caracterizado fisiologicamente pela intensa atividade
elétrica cortical em um padrao dessincronizado, semelhante ao que ocorre durante a
vigilia. Primeiramente ocorre a supressao do tbnus muscular, seguida pelo inicio dos

movimentos oculares rapidos, que acontecem sob a influéncia hipotalamica e do
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ndcleo superior do tronco encefalico. A utilizacdo da ressonancia nuclear magnética
funcional simultaneamente aos registros polissonogréaficos associados a estimulacéo
acustica mostrou que durante a fase REM do sono o circuito talamo-cortical ativo
incluia o tronco encefalico basal, a area limbica e a area hipocampal (WEHRLE,
2007). Temos, portanto, um estado onde o encéfalo esta ativo enquanto o corpo
esta paralisado (PERIN, 2011; CARSKADON, 2011).

Os neurbnios responsaveis pelo acionamento do sono REM em humanos
parecem estar localizados na regido dorsolateral € no nucleo “pré-coeruleos”,
enquanto os responsaveis pela sua interrupcdo parecem estar na substancia
cinzenta periaquedutal ventrolateral e latero-pontino (AUGER, 2011). Lesbes ou
distarbios que afetem regides proximas a estas areas podem afetar a organizacao
do sono REM.

Clinicamente o sono REM se caracteriza pelo alto grau de atividade
autondmica, pelo aumento da pressao arterial e pela ocorréncia dos sonhos. O fluxo
sanguineo encefalico e o consumo do gas oxigénio (O;) por esse tecido atingem
valores elevados, assim como a ventilagdo também pode sofrer alteracdes
(LAVIGNE, 2011).

A caracterizacdo do sono REM foi a responséavel pelo reconhecimento do
sono como um fendmeno bioldgico, contribuindo para a compreensao dos processos
fisiol6égicos basicos e culminando no estabelecimento da Medicina do Sono como
uma nova especialidade médica (KRYGER, 2011).

A ocorréncia do sono de ondas lentas se alterna com a do sono REM. A
sequéncia sono de ondas lentas e sono REM constitui um ciclo do sono, ocorrendo
por noite um total que pode variar entre quatro a seis ciclos. O sono de ondas lentas
ocupa aproximadamente 80% do tempo total de sono, restando 20% ao sono REM.
Estas propor¢Bes podem ser influenciadas por mdultiplos fatores como a idade, a
temperatura corporal, o uso de medicamentos, entre outros (CARSKADON, 2011).

Em um individuo adulto jovem a evolugcéo do sono geralmente inicia com uma
vigilia relaxada, passa ao sono de ondas lentas e aos seus niveis graduais de
aprofundamento, atingindo finalmente o sono REM e finalizando um ciclo do sono.
ApOs este ultimo, tem inicio um novo ciclo, marcado pelo reaparecimento do estagio
intermediario do sono de ondas lentas e pela subsequente recorréncia dos estagios
seqguenciais descritos (PERIN, 2011).
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A organizacao ciclica do sono & uma caracteristica comum aos mamiferos e
as aves. O sono das aves se distingue do sono dos mamiferos por uma menor
porcentagem do sono REM e pela maior brevidade dos ciclos do sono (SIEGEL,
2011).

Para demonstrar a distribuicdo e a proporcao dos estagios do sono, utiliza-se
o hipnograma, que consiste em um grafico desenhado com base no registro
polissonogréafico de uma noite de sono. A caracterizagao fisiologica do sono fornece
uma base solida e padronizada a compreensdao das condi¢cdes clinicas a ele
relacionadas, pois o ciclo sono-vigilia € um dos principais determinantes do ritmo
circadiano e do controle homeostético (FIORI, 2011).

O ritmo circadiano pode ser definido como um marca-passo fisiolégico, com
duracdo aproximadamente vinte e quatro horas, responsavel pela regulacdo do
tempo do sono e pela consolidagdo do ciclo sono-vigilia. Ele sofre sincronizacéo
pela claridade, pela atividade fisica e pelos niveis de melatonina, e influencia a.
temperatura corporal, a funcdo cardiopulmonar, o desempenho cognitivo e o humor
(TOBLER, 2005). A secrecao hormonal também sofre interferéncia pelo ciclo sono-
vigilia: o horménio do crescimento e a prolactina tem um acréscimo significante
durante o sono, enquanto a liberacao do cortisol e da tireotrofina esta inibida; o eixo
gonadotrdéfico também é influenciado. Tais efeitos moduladores do sono ndo estdo
limitados apenas aos horménios do eixo hipotadlamo-hipofisario, sendo também
observados para os horménios que controlam o metabolismo dos carboidratos, o
apetite e o balanco hidroeletrolitico. Dessa forma, podemos concluir que mesmo
pequenos despertares sdo capazes de interromper 0 sono e de ocasionar alteragdes
em diferentes func¢des fisioldgicas (VAN CAUTER, 2005).

O sono é considerado um estado que possibilita a consolidacdo de novas
informacdes adquiridas na memoria, dependente das condi¢cbes de aprendizagem e
do tempo de sono. Este processo promove modificagdes tanto quantitativas quanto
qualitativas da representacdo da memoria. Através de padrdes especificos de
atividade neuromodulatéria e de oscilagbes no campo de potencial elétrico, 0 sono
de ondas lentas e 0 sono REM apoiam o sistema de consolidacao e a sinaptogénese
respectivamente. Durante o sono de ondas lentas, as baixas oscilacfes e a atividade
colinérgica minima coordenam a reativacdo e a redistribuicio da memoria

hipocampal-dependente a regides especificas do neocortex. Durante o sono REM, a
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alta atividade colinérgica e a atividade teta favorecem a subsequente consolidagéo
sinaptica da memoria no cortex (DICKELMANN, 2010; HOBSON, 2002).

A homeostasia depende da duracdo da vigilia prévia e da qualidade e
duracdo dos episddios de sono anteriores. Este mecanismo controla o acumulo de
sono devido e sua recuperagao, ou seja, aumenta a propensao ao sono quando ele
esta reduzido ou ausente e diminui a propensao em resposta ao excesso de sono
(LU, 2006).

Até o presente momento, a funcdo do sono ndo estd completamente
esclarecida. Sua importancia, entretanto, ja esta embasada cientificamente, pois ele
restaura os niveis fisioldgicos de atividade, equilibra eletricamente diferentes partes
do SNC, conserva o metabolismo energético, mantem a termorregulacdo e
possibilita a maturacdo neuronal (VASSALLI, 2009).

2.1.3 Patogénese

Apesar do progresso na elucidacdo de varios aspectos na patogénese da
AOS, sua etiologia ainda permanece parcialmente compreendida devido a
dificuldade da realizagdo de estudos invasivos e intervencionistas durante o sono
(RYAN, 2005a).

A AOS tem caréter crénico, € multifatorial e possui causas tanto anatémicas
quanto funcionais (AMERICAN THORACIC SOCIETY/AMERICAN SLEEP
DISORDERS ASSOCIATION, 1998).

A traqueostomia foi crucial ao entendimento da patogénese da doenca, pois
apos serem submetidos a este procedimento cirargico, os pacientes com AOS
apresentavam evidente melhora clinica. Este achado tornou o colapso das VAS ao
nivel da faringe o principal fator causal da apneia (LEE, 2010b; TOGEIRO, 2010;
FLETCHER, 2003).

A faringe consiste em um tubo de aproximadamente dez centimetros de
comprimento cercado por estruturas 6sseas (conchas nasais inferiores, palato duro,
mandibula, osso hioide e vértebras cervicais) e por tecidos moles (lingua, palato
mole, pilares das tonsilas, mucosa faringea, musculos, epiglote e vasos sanguineos
cervicais). Seus cinco centimetros iniciais correspondem a orofaringe e a
hipofaringe, por¢cbes das VAS que ndo apresentam sustentacdo Ossea ou

cartilaginosa, 0 que os torna potencialmente colapsaveis.
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O colapso € ocasionado pela redugcdo do tébnus dos musculos cervicais no
inicio do sono e pela compressédo intrinseca ou extrinseca da faringe, podendo
ocorrer no final da expiracao ou no inicio da inspiracao.

O sono causa o relaxamento muscular e 0 aumento da resisténcia das VAS. A
luz faringea se mantem permeéavel através do equilibrio entre a forga muscular
abdutora e a pressao inspiratéria negativa (RYAN, 2005a). Caso a ultima prevaleca,
a reducdo da luz faringea aumentara a resisténcia ao fluxo aéreo, causando
obstrucdes de diversos graus de gravidade.

A compressao extrinseca faringea esta diretamente relacionada com a maior
qguantidade de tecidos moles cervicais - principalmente gordura subcutédnea - nos

pacientes com AOS (Figura 2).
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Figura 2 - Imagens sagitais de um individuo normal (A) e com AOS (B) analisadas por ressonancia
nuclear magnética. Observa-se que o paciente com AOS apresenta regifes das VAS mais estreitas,
além de macroglossia e maior quantidade de gordura subcutanea. Fonte: FIORI, 2011.

Durante o sono, o ronco (sintoma frequentemente relatado pelos pacientes
com AOS) é resultado do leve contato mecéanico entre as paredes da faringe. As
hipopneias surgem quando o colapso faringeo é subtotal (sendo a ventilacdo
mantida com um volume insuficiente), enquanto que as apneias ocorrem quando o
colapso é total (ocasionando a asfixia), sendo a ventilacdo apenas reestabelecida
com o despertar do paciente.

Estas observacdes sugerem que a AOS seja uma doenca heterogénea. A
contribuicdo relativa de cada um dos diferentes fatores associados ao colapso
faringeo nos individuos afetados pela doenca ainda necessita de uma avaliacéo
mais minuciosa, 0 que auxiliara no desenvolvimento de tratamentos alternativos a

pressao positiva continua nas vias aéreas (CPAP).
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2.1.3 Epidemiologia

Vérios fatores tém sido associados ao desenvolvimento da AOS. Entre estes
0s mais estudados sdo o sexo masculino, a obesidade central, os niveis hormonais,
grupos étnicos especificos, a idade e a predisposicéo genética.

A AOS é duas vezes mais prevalente em homens do que em mulheres (LEE,
2010a; RAO, 2009; CHENG, 2008; YOUNG, 2005; SHAHAR, 2003; TISHLER,
2003). Apesar de estudos comparativos entre as VAS de pacientes com AOS néo
séo frequentes na literatura, a 4rea de secc¢édo transversal desta estrutura parece ser
similar entre os sexos. Os pacientes masculinos, entretanto, apresentam as VAS
mais facilmente colapsaveis durante a fase de sono de ondas lentas quando
comparados com as pacientes de mesmo indice corporal. Este achado permite
concluir que as mulheres apresentam uma menor colapsibilidade faringea. Nao foi
encontrada diferenca na resisténcia das VAS no inicio do sono entre homens e
mulheres saudaveis (GENTA, 2008; VILLANEUVA, 2005).

A obesidade esta presente em cerca de 60% dos pacientes acometidos pela
AOS (VGONTZAS, 2005). A obesidade central (padrdo onde o excesso de tecido
adiposo esta acumulado na regido abdominal e na regido cervical) estd mais
associada a AOS (HORA, 2007) quando comparado com a obesidade periférica
(padrédo onde este excesso esta acumulado predominantemente no hipoderma). Os
homens obesos, por apresentarem mais frequentemente o primeiro tipo, exibem
chance aumentada de desenvolverem a doenca, pois o depdsito cervical provoca a
compresséao extrinseca da faringe (YOUNG, 2002). As mulheres obesas sdo menos
suscetiveis ao desenvolvimento da AOS porque apresentam menor deposicdo de
gordura na regido cervical, especialmente na regido submentoniana (SORIANO-CO,
2011; CHUANG, 2009; OLIVEN, 2008). Nas mulheres pds-menopausa, entretanto, a
obesidade central é predominante, causando uma maior tendéncia ao
desenvolvimento da doenca. Em paises onde o sobrepeso ainda ndo atingiu
proporcdes epidemioldgicas a prevaléncia da AOS é considerada baixa (KIM, 2004).
O emagrecimento ocasiona aumento da area seccional das VAS, o que pode, em
determinados casos, solucionar a obstrugdo durante o sono (KAWAGUCHI, 2011,
SEIDELL, 2010; ONAT, 2009; MARTINHO, 2008).

Devido ao maior risco de AOS em mulheres na pds-menopausa 0s baixos

niveis de progesterona/estrogenos e os altos niveis de testosterona foram
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implicados no desenvolvimento da doenga (RIHA, 2010; HACHUL, 2008;
KIRKNESS, 2008; SCHARF, 2004; YOUNG, 2003; MALHOTRA, 2002b).

Os hormonios sexuais femininos sdo estabilizadores do sistema de controle
respiratorio e exercem influéncia protetora ao colapso faringeo durante o sono
(SIMPSON, 2010; CHANG, 2008; JORDAN, 2003; BIXLER, 2001). A testosterona,
ao contréario, estimula a deposicao de gordura na regido cervical, contribuindo para a
reducdo do calibre das VAS. Esta afirmacéo é confirmada pelo fato do aumento da
prevaléncia da doenca em mulheres com altos niveis endégenos de testosterona e
pelo surgimento da doenca com a administracdo exdégena do horménio tanto em
mulheres quanto em homens com hipogonadismo (HORA, 2007; KRISHNAN, 2006;
EICHLING, 2005). Os bloqueadores androgénicos, entretanto, ndo exerceram
impacto sobre os sintomas da AOS (VGONTZAS, 2005).

A AOS pode afetar varios grupos etarios, sendo sua prevaléncia variavel de
acordo com a populacdo estudada (MALHOTRA, 2002a). Estudos epidemiologicos
sugerem algumas particularidades etiolégicas especificas entre os diferentes grupos
étnicos. Os asiaticos apresentam o maxilar e a mandibula mais curtos, menor
dimensédo facial anteroposterior e menor indice de massa corporal quando
comparados aos caucasianos, 0 que sugere que a constituicdo Ossea seja de
grande importancia neste grupo populacional. Os fatores teciduais, por outro lado,
incluindo o aumento da area lingual e o aumento do comprimento do palato mole,
apresentam grande influéncia sobre o desenvolvimento da AOS nos pacientes
negros e afrodescendentes. Os dados epidemiolégicos da AOS sao variaveis de
acordo com a populacdo estudada. A prevaléncia da AOS nos adultos norte-
americanos foi estimada em 24% no sexo masculino e em 9% no sexo feminino
(YOUNG, 2002; YOUNG, 1993). Na populacdo europeia, os dados espanhois
chamam a atencéo pela elevada prevaléncia entre homens e mulheres: 26% e 24%,
respectivamente (DURAN, 2001). J4 em nosso pais, dados sdo alarmantes, pois
32,8% da populacdo adulta da cidade de Sao Paulo apresenta algum grau de AOS
(TUFIK, 2010).

A doenca pode acometer qualquer faixa etaria, sendo duas vezes mais
prevalente nos individuos acima dos sessenta e cinco anos (TUFIK, 2010;
PEPPARD, 2002), sugerindo que a AOS tenha correlagéo direta com o processo de
envelhecimento. Este ocasiona a perda da estabilidade do controle respiratério, além
de uma fraqueza muscular progressiva (MARTINEZ, 2008; ANCOLI-ISRAEL, 2008).
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Varios estudos demonstraram a existéncia de um componente genético
correlacionado com a AOS, sendo a sua recorréncia familiar sugestiva de uma
etiologia multifatorial: fenétipos intermediarios associados a doenca sédo causados
pelo fundo oligogenético modificado por fatores ambientais (PALMER, 2003).
Modelos animais tém sido desenvolvidos paralelamente aos estudos com pacientes
auxiliando na identificacdo da suscetibilidade genética a AOS. A integracdo das
informacBes obtidas tem conduzido ao mapeamento dos genes capazes de
influenciar a doenca.

Os dados acima mostram que a AOS € uma doenca muito comum, sendo,
entretanto, a maioria dos individuos assintomaticos. Este fato € no minimo
preocupante em virtude da correlacdo entre a doenca com significativas

complicacBes e com morbimortalidade elevada.

2.1.4 Manifestac¢des clinicas e principais consequéncias

As gueixas associadas ao sono sdo extremamente frequentes na prética
médica, sendo as correlacionadas com a AOS classificadas em dois tipos: as que
ocorrem durante o sono (ronco, apneia e despertares repetitivos) e as que ocorrem
durante a vigilia (sonoléncia diurna excessiva e as complicacdes consequentes da
doenca).

O ronco geralmente é a primeira e principal manifestacao clinica. Além de ser
um fator preditivo da AOS (ULUALP, 2010), ele é referido por até 96% dos
individuos acometidos pelo distirbio. Com o passar do tempo, ele se torna
progressivamente ruidoso, indicando o crescente estreitamento das VAS ao nivel da
faringe, podendo causar importantes alteracdes ventilatérias (HU, 2000).

A hipopneia e a apneia constituem o0s sintomas mais temidos da AOS, pois
provocam a HI. Estas altera¢cfes ventilatérias provocam a inspiracdo forgada contra
uma VAS ocluida e sdo acompanhadas por pressdo negativa no espaco pleural. A
medida que elas se prolongam e se tornam recorrentes, a hipoxemia e a hipercapnia
tornam-se cada vez mais acentuadas, provocando a queda na saturacado de oxigénio
e diversas consequéncias multissistémicas cuja gravidade é dependente do niumero
de repeticdes deste ciclo.

A apneia e a hipopneia acarretam uma manifestacdo clinica comum
(AMERICAN ACADEMY OF SLEEP MEDICINE TASK FORCE, 1999): a
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fragmentacdo do sono. Este processo é resultado de centenas de despertares
recorrentes que provocam a reducao da obstrucdo das VAS, revertendo assim a
hipdxia. A sonoléncia diurna excessiva surge como consequéncia desta intervencao
no sono (VEASEY, 2004).

A sonoléncia apresenta varias dimensGes (MARTINEZ, 2009), sendo
atualmente utilizados questionarios no intuito de gradua-la. A escala de sonoléncia
de Epworth (Anexo 1) é um instrumento de simples aplicacdo. O sua pontuacao
maxima € vinte e quatro pontos, sendo valores superiores a dez considerados
anormais. A sonoléncia diurna excessiva € considerada responsével pelo risco
aumentado de acidentes automobilisticos e de trabalho entre os pacientes com AOS
(SWANSON, 2011; VENNELLE, 2010; RODENSTEIN, 2009; TREGEAR, 2009).

A consequéncia de uma Unica apneia é infima. E plausivel que ao longo de
anos, no entanto, os efeitos das alteracdes hemodindmicas e metabdlicas sejam
cumulativos. Centenas de repeticdes desse fen6meno poderiam desempenhar papel
etiolégico para a génese de disturbios funcionais sistémicos, sendo 0os mais temidos
os cardiovasculares e os neurolégicos (HLA, 2008).

Estudos epidemioldgicos mostraram a associacao entre a AOS com Varias
doencas cardiovasculares, destacando-se a hipertenséo arterial sistémica, a doenca
arterial coronariana, as arritmias, a insuficiéncia cardiaca e a doenga
cerebrovascular (BRADLEY, 2009). O estimulo sobre o sistema nervoso simpatico
provocar aumento significativo da pressdo arterial durante o sono, mesmo em
individuos com presséo arterial normal durante a vigilia (LAVIE, 2009).

As evidéncias de que a AOS pode ocasionar alteragbes ao SNC sao
multiplas. Alteracdes neuropatoldgicas, neuropsicolégicas e metabodlicas foram
identificadas por avaliagbes histolégicas, radiol6gicas, bioquimicas e
comportamentais (BARTLETT, 2004; GALE, 2004; DECARY, 2000; KOTTERBA,
1998; NAEGALE, 1995).

Estudos demonstraram que a memorizagado e o raciocinio logico podem estar
comprometidos quando existe perturbacdo ao sono. As informacdes aprendidas séo
mais eficientemente memorizadas ap6s um periodo adequado de sono, com
algumas destas sao consolidadas em longo prazo enquanto outras sé&o
memorizadas por um periodo mais curto (SIEGEL, 2001).

Outros exemplos de consequéncias neurolégicas da AOS séo: redugédo do

aprendizado espacial (ROW, 2003), reducdo no metabolismo lipidico cerebral,
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alteracbes funcionais da serotonina (GOLDBART, 2003a), fadiga, alteracdes
cognitivas, deterioracdo intelectual, alteracdes de humor, depresséo, ansiedade,
irritabilidade, aumento da agressividade, diminuicdo da libido, impoténcia sexual
(CAPLES, 2005) e a diminuicdo quantitativa dos neurdnios hipocampais
(GOLDBART, 2003b).

As modificacbes histologicas, entretanto, ndo foram identificadas
universalmente, podendo permanecer subclinicas por um periodo indeterminado de
tempo. Com o intuito de estudar estas alteragbes, sao utilizados modelos
experimentais, onde animais sdo expostos a HI simulando a AOS. S&o achados
consequentes destes modelos as alteracBes na reatividade simpatica vascular a
hipoxia e a hipercapnia (GREENBERG, 1999), o aumento da regulacao do fator de
crescimento endotelial vascular (PATT, 1998), a elevacdo na pressdo arterial
sisttmica (KANAGY, 2001), a elevagdo na presséao arterial pulmonar (FAGAN,
2001), as alteragBes hematopoiéticas (MCGUIRE, 1999), o aumento na massa
ventricular esquerda (MCGUIRE, 1999) e os disturbios no crescimento fetal
(SCHWARTZ, 1998). Muitos destes modelos, entretanto, ndo reproduzem a real
situacdo de uma apneia presente na AOS devido aos periodos variados de
exposicdo a HI (HINOJOSA-LABORDE, 2005; TAHAWI, 2001). Alguns modelos
utilizaram apenas o gas nitrogénio (N;) para causar a Hl, o que fez com que os
animais ao hiperventilarem, sofressem hipocapnia intermitente, enquanto que na
AOS ocorre asfixia (hipercapnia e hipoxemia). O acréscimo de diéxido de carbono
(CO,) a mistura gasosa corrige este problema, pois torna a Hl isocdpnica ou asfixica,
permitindo uma melhor reprodutibilidade das caracteristicas da doenca.

O fenbmeno de HI repetido centenas de vezes durante a noite leva ao
desenvolvimento de estresse oxidativo (KLEIN, 2010; THOMAS, 2009;
CARPAGNANO, 2005; LAVIE, 2004), a formacado de radicais livres (CHUNG, 2009)
e ao estimulo inflamatorio (STEIROPOULQOS, 2010; MCNICHOLAS, 2009; ALAM,
2007; BARCELO, 2005; RYAN, 2005b; GUILLEMINAULT, 2004), fatores
considerados sinérgicos as complicacdes cardiovasculares da doenca (BRAGA,
2009; FLETCHER, 2003; LAVIE, 2003; SCHNEIDER, 2000).

Os efeitos da AOS corroboram sua caracterizagdo como doenca
multisistémica (RYAN, 2009), jA que mesmo breves periodos de hipoxia sao
capazes de desencadear respostas celulares. Identificar quais destas séo protetoras

e quais sdo prejudiciais, quais sado permanentes e quais Sao reversiveis, €
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fundamental tanto para a compreensdo quanto para a prevencao das consequéncias
da AOS. Avancos futuros no conhecimento genético possibilitardo uma melhor
caracterizacdo de seus efeitos sobre o ser humano adulto e sobre os modelos

animais.

2.1.5 Diagnéstico

Existem varias formas de diagnostico da AOS, no entanto, sinais e sintomas
clinicos sugestivos da doenca devem ser pesquisados através da anamnese e do
exame fisico. Estes incluem: ronco ruidoso durante o sono, relatos de apneia ou de
engasgos, hipertensdo, sonoléncia excessiva diurna, obesidade e tamanho da
circunferéncia cervical (WHITE, 2006).

Esta entrevista clinica inicial tem como objetivo identificar os pacientes cujo
beneficio da indicacdo de um exame complementar pode ser significativo. Ela é de
facil realizacdo, pois pode ser feita por qualquer profissional da saude, nao
resultando em custo adicional para as instituicdes de salde e para os pacientes.

O estudo de um doente com distdrbio do sono recorre a instrumentos e a
meétodos caracteristicos, alguns extremamente simples, outros mais complexos. Por
exemplo, o conhecimento do padréo de sono, importante na avaliacdo da insénia ou
na suspeita de perturbacéo do ritmo circadiano, pode ser feita com recurso ao diario
de sono onde é pedido o registo pelo periodo de uma ou duas semanas de uma
série de dados (hora de deitar, hora de levantar, horério das refei¢cdes, pratica de
exercicio fisico, tempo de sono e apreciacdo diaria da qualidade de sono). A
transcricdo grafica do registo, muitas vezes pode esclarecer o problema (DOS
SANTOS, 2006).

O diagnéstico da AOS, entretanto, requer a presenca repetitiva de apneia ou
de hipopneia (AMERICAN ACADEMY OF SLEEP MEDICINE, 2005). O exame
considerado como padrdo-aureo € a polissonografia noturna realizada em
laboratérios especializados no sono. Durante o exame é realizado o registo
simultaneo de mudltiplos sinais (eletroencefalograma, eletro-oculograma,
eletromiograma de membros inferiores, eletrocardiograma, avaliagdo do fluxo
respiratério, registro dos movimentos toraco-abdominais e da saturacdo de
oxigénio). O resultado do estudo pode ser representado graficamente, permitindo a
elaboracao de relatérios sobre o sono (Figura 3)
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Figura 3: Representagdo grafica de uma polissonografia em um paciente com AOS. A doenga é
caracterizada pela apneia causada pela obstrucéo ao fluxo aéreo (1), pela persisténcia do esforgco
respiratério (2) e pela hipoxemia (3). Fonte: modificado de PANOSSIAN, 2009.

A principal dificuldade na realizacdo do estudo polissonogréafico esta no fato
da demora do exame (minimo de seis horas de registro continuo), nas
circunstancias em que ele é realizado (durante a noite) e em um local com
disponibilidade de recursos técnicos e humanos. Apesar disso, a polissonografia,
permite uma identificagcdo segura das apneias e das hipopneias.

Um parametro de grande utilidade ao diagnostico € o estabelecimento do
indice de apneia e hipopneia (IAH). Este é determinado pelo quociente entre o
namero total de episédios de alteracBes respiratdrias (apneia ou hipopneia) e o
namero de horas de sono, sendo considerado normal quando menor do que cinco
eventos por hora (AMERICAN ACADEMY OF SLEEP MEDICINE, 2005). O IAH
também permite a classificacdo da gravidade da AOS em leve (IAH entre 5 e 14,9
eventos/hora), moderado (IAH entre 15 e 29,9 eventos/hora) e grave (IAH superior a
30 eventos/hora).

Cabe ressaltar que mesmo pacientes com AOS grave poderdao dormir horas

sem apneia por fatores ainda ndo completamente compreendidos (CHUNG, 2010),
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porém quando as 0s eventos respiratorios se sucedem podem ocorrem com uma

frequéncia espantosa (superior a sessenta eventos por hora).

2.1.6 Tratamento

Existe uma grande variedade de tratamentos disponiveis para a AOS. Estes
incluem desde modificacées comportamentais até procedimentos cirdrgicos.

Algumas modificagbes comportamentais podem influenciar a progressao da
doenca. Estas incluem a nao utilizacdo de bebidas alcodlicas e de medicamentos
sedativos préximos do momento de dormir, pois estes podem agravar 0 processo
obstrutivo. A perda de peso, como ressaltado anteriormente, também apresenta
impacto sobre os sintomas, melhorando a ventilacdo e até mesmo eliminando a
apneia em alguns pacientes (PANOSSIAN, 2009).

O principal tratamento para a AOS permanece sendo o uso do CPAP nasal.
Este dispositivo funciona como suporte pneumatico as VAS ao nivel da faringe. Ele é
eficaz em virtualmente todos os pacientes e quando usado rotineiramente pode
reverter ou reduzir substancialmente a sonoléncia excessiva associada a doenca. A
qualidade de vida também melhora assim como a hipertensao arterial se presente.
Os dispositivos mais modernos realizam a titulacdo automatica, determinando
constantemente 0s niveis mais baixos de pressao necessarios para manter as vias
aéreas permeaveis, evitando assim a necessidade da regulacéo laboratorial (GILES,
2006).

Diversos tipos de dispositivos orais foram projetados com a finalidade de
avancar a mandibula e, assim, avancar a estrutura lingual e expandir a area
faringea. Eles conseguem reduzir parcialmente, em cerca de 40% a 60% das vezes,
os disturbios ventilatorios.

O tratamento cirdrgico representa uma forma secundaria de abordagem em
pacientes cujas terapias anteriores ndo tenham obtido sucesso. A
uvulopalatofaringeoplastia (UPPP) e suas variantes sdo as intervengfes mais
utilizadas e que apresentam uma taxa de melhora de 42% dos pacientes. As
cirurgias mandibulares, geralmente combinadas com a UPPP, apesar de serem mais
agressivas por atuarem sobre a parte 0ssea, apresentam altas taxas de sucesso no
tratamento da doenca (HOLTY, 2010).



33

O tratamento da AOS deve ser individualizado de acordo com a gravidade
dos sintomas e com o0 desejo do paciente, objetivando o reestabelecimento

fisiolégico do ciclo do sono e a reducéo das alteracdes ventilatérias.

2.2 Sistema nervoso central

O SNC, tratado durante muito tempo como uma “caixa preta”, sempre
representou um desafio para os cientistas, ndo apenas por sua complexidade, mas
também pela sua importancia (PERIN, 2011).

Cada vez mais, busca-se entender as bases biolégicas do comportamento, da
memoria, do aprendizado, para possibilitar a explicacdo e o manejo dos disturbios

neuroldgicos tanto primarios quanto secundarias.

2.2.1 Desenvolvimento do sistema nervoso central

O desenvolvimento do SNC é dependente da interacéo entre diversos fatores,
entre eles fatores ambientais, histolégicos, genéticos, e moleculares (CLARKE,
2012).

Estudos embriolégicos tém avaliado detalhadamente esse periodo inicial,
abandonando o isolacionismo morfolégico. Esta especificidade tem auxiliado o
entendimento dos diversos mecanismos moduladores dos circuitos neuronais,
propiciando sua correlagdo com os demais tipos celulares que integram o SNC.

Por ser um processo multirregulado, o desenvolvimento do SNC apresenta
uma embriogénese extremamente complexa (SARNAT, 2000), sendo, entretanto, 0s
estagios basicos (gastrulacdo, inducdo dorsal, inducdo ventral, proliferacdo e
diferenciacao celular e migracdo) compartilhados por todos os vertebrados (FOTOS,
2011; MOORE, 2008; KUMAR, 2008; LARSEN, 2001).

A gastrulagdo, iniciada na terceira semana, tem como primeiro sinal o
aparecimento da estria primitiva na superficie epiblastica. Essa fase engloba o
processo pelo qual o concepto torna-se uma estrutura celular trilaminar (composta
por ectoderma, mesoderma e endoderma) e orientada anatomicamente.

Durante a indugéo dorsal, por volta da quinta semana gestacional, as células
mesodérmicas migram cranialmente, estimulando assim as células ectodérmicas na

formacdo da placa neural. Esta, apés um processo morfogenético denominado
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neurulacdo, origina o tubo neural, a partir do qual o SNC é formado (ALBERTS,
2010; COLAS, 2001; GILBERT, 2000).

A inducédo ventral, que ocorre entre a quinta e décima semana, consiste na
fase onde as trés vesiculas primarias (prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo)
se desenvolvem, culminando com a formacdo das diferentes areas do SNC
(KANEKAR, 2011).

O neuroepitélio primitivo é inicialmente composto apenas por células-tronco
indiferenciadas. Estas, por sua vez, originardo duas linhagens celulares distintas (os
neuroblastos e os glioblastos), a partir das quais ocorrer4d a proliferacdo e a
diferenciacdo celular (Figura 4). O primérdio do desenvolvimento cerebral inicia na
zona ventricular do tubo neural (LAMING, 2000).

lNeuron
1

Figura 4: Diferencia¢@o celular a partir das células-tronco pluripotentes. NPC: célula percussora
neural. Fonte: HIRABAYASHI, 2010.

A neurogénese ocorre a partir da rapida proliferacdo dos neuroblastos,
principalmente entre o segundo e o quarto més gestacional, determinando ali o
namero neuronal presente no individuo adulto. Sinais ainda ndo completamente
conhecidos induzem a saida dessas ceélulas recém-formadas do ciclo mitotico,
tornando-as células permanentes (HIRABAYASHI, 2010). A gliogénese, por sua vez,
atinge sua velocidade maxima apenas no periodo pds-natal, sendo responsavel pela

origem de dois grupos celulares: o astrocitico e o oligodendrocitico (HAINES, 2002).
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A migragdo envolve basicamente os neurdnios jovens quando estes se
movem a partir de seu local de diferenciacdo até seu destino final no interior do
SNC. Ela pode ser radial, quando guiada pelos processos celulares da glia radial, ou
tangencial, quando ao longo dos neuritos. Nesta etapa ocorre a estratificacédo celular
encefélica, a maturagdo neural e o estabelecimento dos processos dendriticos e
axonais, determinando a sua participagdo no circuito neural local e global, muitas
vezes requerendo o crescimento dirigido de um numero consideravel de processos
celulares para multiplos alvos especificos, algumas vezes muito distantes do corpo
celular (LAMING, 2000).

Os cones de crescimento, localizados nas extremidades dos neuritos, sdo as
estruturas capazes de realizar este processo de expansdo. O seu movimento é
influenciado por diversos fatores como, por exemplo, a serotonina, as moléculas de
adesao da matriz extracelular e os neurotransmissores (LAMING, 2000).

O crescimento axonal é altamente especifico (direcionado ao seu campo
alvo), sendo as conexdes desfavoraveis posteriormente eliminadas. Ao atingir seu
local pré-determinado, os axénios se arborizam amplamente e estabelecem a via
final de conexdes envolvendo a expansdo seletiva de conexdes consideradas
corretas e a retragdo dos cones considerados incorretos. O estabelecimento de uma
sinapse seguindo o contato inicial de um ax6nio em crescimento e a sua célula alvo
envolve uma elaborada troca de sinais entre neurénio e alvo, em que cada célula
sustenta e induz a diferenciacdo de sua companheira. Tal comunicacdo envolve
fatores de crescimento como as citocinas, o fator de crescimento neuronal e a
proteina S100B (DONATO, 2009; DONATO, 2001).

A sinaptogénese ocorre tanto nos periodos pré e poés-natal, levando ao
estabelecimento de conexdes estre as mais diversas regides do SNC (DONATO,
2009; LAMING, 2000). O sistema nervoso em desenvolvimento produz conexdes em
excesso e o refinamento das conexdes funcionais especificas sera efetuado pela
posterior eliminagdo de sinapses excedentes. Neurbnios pré-sinapticos competem
normalmente pelo alvo pds-sinaptico, porém, com a perda na competicdo, acabam
retraindo suas sinapses e alguns acabam entrando em apoptose. O processo de
eliminagcdo de sinapses refina um modelo de conexdes inicialmente difuso em um
modelo adulto, onde as sinapses sdo altamente especificas entre elementos pré e
pos-sinapticos (LICHTMAN, 1999).
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Embora a densidade neuronal e as vias basicas de crescimento axonal e
dendritico sejam determinadas antes do nascimento, o remodelamento das
conexdes continua ao longo de toda a vida. Nesta etapa, um importante processo
relacionado com o desenvolvimento da organizacdo neuronal € a plasticidade, uma
forma de regulagdo da comunicagdo sindptica. No remodelamento pés-natal estéo
envolvidos sinais de comunicacdo, como a proteina S100B, também envolvidos na
formacdo e conexdo sinaptica pré-natal (LAMING, 2000). Conforme visto
anteriormente, o sono também apresenta uma funcdo importantissima neste
processo.

Evidéncias indicam que os astrécitos sdo capazes de alterar suas relacdes
fisicas com os neurénios, regulando a comunicacédo neuronal (LAMING, 2000). Os
astrocitos podem rearranjar seus processos provocando a modulacdo das sinapses
através do estabelecimento e da manutencdo de determinados grupamentos
neuronais. Por associarem-se seletivamente a complexos sinapticos, os astrécitos
podem, por apresentarem capacidade de regulacdo ao ambiente extracelular,
modular a fisiologia sinaptica.

Desta forma, fica clara a importancia da relacdo neurénio-glia, seja durante as
etapas iniciais de migragcédo neuronal, seja ao longo do desenvolvimento, quando os
astrocitos fornecem ao neurdbnio um ambiente fisiologicamente propicio a

sobrevivéncia e a plasticidade.

2.2.2 Componentes celulares do sistema nervoso central

O neuroanatomista Santiago Ramoén y Cajal foi o pioneiro do estudo
histol6gico do SNC. Estes demonstraram que o cérebro era um érgdo como outro
qualguer, ou seja, constituido por tipos histologicos distintos, mas com
caracteristicas peculiares, sendo a mais chamativa a imensa intercomunicacao
celular (RAMON Y CAJAL, 1903).

Os neurbnios, o tipo histolégico mais estudado, sdo células de origem
ectodérmica capazes de transmitir sinais elétricos. Esta capacidade apenas €
possivel devido a passagem de correntes idnicas atraves de canais presentes na
sua membrana. Estes podem ser seletivos, ou seja, permedveis a céations, como
Na**, K* e Ca®', ou a amnios, como o CI,, seu representante principal. Eles sdo

compostos pelo corpo celular (conhecido como soma), o centro metabdlico da
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célula. Destes partem prolongamentos celulares: os dendritos, que sdo receptores
de sinais quimicos e elétricos (pds-sinapticos), e os axénios, longos e, geralmente,
anicos prolongamentos, que tém por funcdo conduzir o impulso elétrico para as
células adjacentes (pré-sinaptico) (CLAPHAM, 1995).

O principal meio de comunicagdo entre neurdnios € a sinapse, sendo que as
quimicas sdo as de maior importancia. Esta comunicagdo € composta por um
terminal pré-sinaptico, capaz de liberar neurotransmissores, e uma membrana pos-
sinaptica, onde, em sua superficie, estdo presentes receptores capazes de captar e
transmitir a mensagem trazida pelos neurotransmissores.

As células da glia, ou neuroglias, foram descritas em 1946 por Virchow, como
sendo mero componente de suporte estrutural para as células neuronais. Na década
de 50, estudos realizados em astrocitos demonstraram que estas células davam néo
apenas suporte estrutural, mas também suporte metabdlico aos neurdnios,
principalmente no metabolismo de neurotransmissores (como o glutamato) e dos
jons K*, além do metabolismo energético, regulando assim a quantidade de glicose
cerebral (OBERHEIM, 2010; ANTUNES, 2002).

A superficie ventricular cerebral em desenvolvimento é considerada a origem
destas células progenitoras, sendo que a separag¢do da linhagem celular ocorre
ainda no periodo embrionario. Dentre as primeiras células geradas no
desenvolvimento cerebral estdo as da glia radial, células que apresentam
importantes caracteristicas dos astrocitos: a expressdo de marcadores celulares
como a proteina &cida fibrilar glial (GFAP), a vimentina e a proteina S100B
(LAMING, 2000). O corpo das células da glia radial, primeiramente reside na zona
ventricular, enquanto um processo apical expande-se levando ao espessamento do
tubo neural, servindo entdo de substrato para a migracdo neuronal. Estas
observactes tém levado a hipétese de que o arranjo das células da glia radial talvez
sirva como um andaime para a organizacao vertical de estruturas laminares como o
hipocampo, cortex e cerebelo. Destes, o hipocampo e o cerebelo sdo estruturas
simples, possuindo apenas duas camadas neuronais. O cortex € mais complexo,
sendo formado por seis camadas celulares (HATTEN, 1999).

Enquanto todos os outros tipos celulares persistem no adulto ao longo do
amadurecimento, as células da glia radial em muitas regides cerebrais parecem ser

convertidas a astrdcitos e células ependimais (LAMING, 2000).
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A imagem de que as células gliais apenas exerciam a funcdo de suporte
mecanico e metabodlico foi modificada na década de 70, quando receptores beta-
adrenérgicos foram descobertos em astrécitos. Isso mostrou que estas células,
apesar de ndo serem excitaveis, podem responder a mudancas do meio extracelular
(LAMING, 2000), contribuindo assim para a plasticidade neural.

Dentro da classificacdo das células gliais, temos no SNC os astrocitos, 0s
oligodendrocitos e as micréglia, enquanto que, no sistema nervoso periférico, as
células de Schwann constituem o principal componente glial (HOF, 1999).

Os oligodendrogliocitos sdo gerados ap0s 0 nascimento e passam por uma
série de fendtipos, desde células tronco indiferenciadas até células maduras
formadoras de mielina (HOF, 1999). Em cultura, o progenitor O2A € dito uma célula
bipolar. Estas células quando cultivadas em meio contendo baixas concentracdes de
soro, diferenciam-se rapidamente em oligodendrdcitos maduros em um periodo de
trés a cinco dias. Por outro lado, quando cultivadas com altas concentragbes de
soro, diferenciam-se em astrécitos tipo 2. “In vivo”, a interacdo célula-célula do
sistema nervoso em desenvolvimento, na forma de fatores de crescimento, modula o
desenvolvimento normal do progenitor incluindo a diferenciacdo em oligodendrécitos
ou astrécitos tipo 2, a extensdo da divisdo celular e o tempo e razdo da
diferenciacdo. As células microgliais por sua vez, seriam derivadas de mondcitos
gue penetram no parénquima cerebral durante o desenvolvimento (HOF, 1999).

Algumas caracteristicas sao cruciais para a diferenciacdo de células gliais das
neuronais. Entre estas, se destacam a incapacidade das células gliais de formarem
contatos sinapticos, e a habilidade de dividir-se ao longo da vida (RAINE, 1994).
Além disso, a membrana destas células difere da neuronal por ndo ser excitavel
como dito anteriormente, ter potencial de repouso mais negativo e maior
permeabilidade a jons K.

Os astrécitos sao as células mais abundantes no SNC, correspondendo a
cerca de 50% do volume cerebral. Eles sdo conhecidos desde o século XIX, mas
durante muito tempo ndo despertaram o interesse dos histologistas, j& que eram
consideradas apenas como suporte estrutural para aos neurdnios. Esta imagem tem
sido modificada, pois estudos tém demonstrado que os astrocitos sao células que
apresentam enorme diversidade funcional encefalica (SOFRONIEW, 2010).

Os astrocitos, chamados assim pelo seu aspecto estrelar, sdo classificados

em dois subtipos de acordo com diferencas em sua morfologia e localizacao
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anatbmica: os protoplasméticos (Figura 5) e os fibrosos. Os astrocitos
protoplasméticos sdo encontrados por toda a substancia cinzenta e foram
primeiramente demonstrados através da impregnacao classica pela coloragcdo com
prata, exibindo varias ramificacdes de distribuicdo globular. Os astrécitos fibrosos
sdo encontrados ao longo de toda a substancia branca e exibem a morfologia de
longas e mudltiplas ramificacbes fibrosas. Estudos de neuroanatomia indicam que
ambos os subtipos exercem extensos contatos com 0s vasos sanguineos.

A imunoistoquimica tem se mostrado uma técnica muito Util na identificacdo e
caracterizagdo astrocitaria, tanto em situacdes fisioldgicas quanto em condicdes
patologicas. Os marcadores mais utilizados sdo a GFAP e o S100B.

Figura 5 - Desenho mostrando um astrdcitos protoplasmatico originando uma densa rede de
delicados processos filamentares, alguns deles tendo contato com os vasos sanguineos (VS). Fonte:
SOFRONIEW, 2010.

Algumas estruturas do SNC apresentam caracteristicas astrocitarias, como a
glia de Bergmann no cerebelo, as células de Muller na retina e pituitdcitos na
glandula pituitaria (SOFRONIEW, 2010).

Os astrocitos revestem o SNC de uma forma contigua e de maneira néo
sobreposta, ou seja, bem organizada. Nao ha regido do SNC desprovida de
astrocitos ou extremamente correlacionada com estas células. No hipocampo e em
algumas regides corticais, é estimado que 0s processos citoplasmaticos de um unico
astrgcitos tenham contato com centenas de dendritos e multiplos neurénios, além de
estarem envolvidos em mais de cem mil sinapses (HALASSA, 2007; BUSHONG,
2002). E também notavel que os astrocitos humanos sejam maiores, estruturalmente

mais complexos e mais diversos do que os dos roedores (OBERHEIM, 2009).
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Os astrocitos expressam canais de potassio e de sddio, mas ao contrario dos
neurdnios ndo sao capazes de iniciar ou propagar potenciais de acao ao longo de
seus processos. Isto ndo significa, no entanto, que sejam células silenciosas. Os
astrocitos exibem aumentos regulados na concentracdo intracelular de Ca?* o que
representa uma forma de excitabilidade. Estas elevacdes podem ocorrer como
resultado da liberacdo desde ion a partir de depodsitos intracelulares, da agcédo de
neurotransmissores liberados durante a atividade neuronal ou da propagacdo de
astrogcitos circunjacentes.

Muitos trabalhos tém atribuido aos astrécitos importantes funcdes, dentre as
quais se destacam: (a) auxilio na migracédo de neurénios durante o desenvolvimento
cerebral através da formacéo de fibras pela glia radial; (b) fornecimento de fatores
troficos para neurbnios, antes mesmo de estes estabelecerem seus contatos
sinapticos; (c) armazenamento de glicogénio, a principal reserva energética do
cérebro; (d) tamponamento dos niveis ibnicos extracelulares, preservando a
atividade excitatéria neuronal, e (e) participacdo no metabolismo glutamatérgico, ja
gue é a Unica célula nervosa a possuir a enzima glutamina sintetase (SOFRENIEW,
2010).

Os astrécitos também possuem importante acdo no processo de cicatrizacao
nervosa, conhecida como astrogliose reativa, onde esse tipo celular torna-se mais
numeroso focalmente. Este processo decorre de injarias cerebrais, e tem sido
registrado em doencas como: sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
encefalopatias espongiformes causadas por prions, doencas inflamatérias
desmielinizantes, injurias traumaticas agudas no cérebro e doencas
neurodegenerativas, como a doencas de Alzheimer. Em funcdo da astrogliose
reativa, h4 um aumento no conteddo intracelular de proteinas marcadoras
astrocitarias, como a S100B e a GFAP.

Com o aumento de estudos envolvendo os astrécitos e suas funcdes, muitas
acoes desenvolvidas no SNC foram demonstradas (VOLTERRA, 2005). Nas ultimas
décadas foram encontrados novos papéis fisioldgicos para estas células e uma
gama de relacdes destas com 0s neurbnios, tais como, sintese e captacdo de
neurotransmissores, auxilio na sinaptogénese, entre outras (ARAQUE, 1999).

A participacdo dos astrécitos nas sinapses e seus diversos papéis na
funcionalidade sinaptica levaram ao termo sinapse tripartite (Figura 6) para designar

a relacéao existente entre estas células e os neurdnios (HALASSA, 2007; ARAQUE,
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1999). Os astrocitos protoplasmaticos apresentam uma estrutura bastante intricada,
diretamente ligada a sua funcionalidade, qual sejam liberacdo e captacdo de
neurotransmissores. Portanto, € provavel que modificacbes na estrutura destas
células provoquem mudancas em suas funcdes (ARAQUE, 1999).

A GFAP contribui para a definicdo da forma astrocitaria destas células. Esta
proteina é expressa em astrécitos maduros e sua deteccao ainda pode ser utilizada
como um dos principais marcadores astrocitarios no SNC (GARCIA-SEGURA,
2004). Mudancas na expressdo ou fosforilacdo desta proteina podem acarretar
indicando uma possivel

modificacbes na morfologia celular, mudangca na

funcionalidade astrocitaria (GOMES, 1999).
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Figura 6: Desenho demonstrando a correlacdo celular em uma sinapse tripartite. A numeracdo se
refere a hipétese da influéncia do reveratrol sobre as células neurogliais (relatado do artigo-fonte).
Fonte: modificado de QUINCOZES-SANTOS, 2011.

Na regido encefalica que abordaremos em nosso estudo, a grande maioria
dos astrocitos de roedores adultos jovens apresenta um formato fusiforme, e
seguem uma orientacdo paralela aos dendritos apicais dos neurénios piramidais da
area 1 do corno de Amon (CAl). Esta regido também apresenta, em menor nimero,
alguns astrécitos esféricos e outros astrocitos com formato mais alongados
(BUSHONG, 2002).

Até a década de 90, a dificuldade na observacdo de mudancas na expressao
de GFAP, especialmente na morfologia astrocitaria, frente a diferentes protocolos

experimentais, era intimamente relacionada a analise observacional puramente
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qualitativa. Tal analise dependia basicamente da qualidade das técnicas
imunoistoquimica empregadas e da experiéncia prévia do observador.
Recentemente, com a padronizacéo das técnicas de imunoistoquimica e 0s avancos
das técnicas de analise de imagens, mais especificamente as medidas de densidade
Optica, andlise planar e os circulos concéntricos de Scholl, é possivel uma andlise
semi-quantitativa e quantitativa, com maior precisdo e acurécia dos diferentes tipos
celulares do SNC, entre eles os astrocitos S100B positivos (MARTINEZ, 2006;
XAVIER, 2005). A maior parte das alteracGes astrocitarias geralmente ocorre em

paralelo com as mudancgas neuronais (THEODOSIS, 2008).

2.2.3 Hipocampo

O hipocampo € um componente cerebral com interesse crescente nas ultimas
décadas. Ele faz parte do sistema limbico e exerce papeis fundamentais em
diversos processos fisioldgicos, com especial destaque na formacao, consolidacao e
evocacado da memoéria (PIAZZA, 2010; SHARMA, 2010; FARIOLI-VECCHIOLI, 2008;
REVSIN, 2008; ROSSATO, 2007; DERE, 2005; ASTUR, 2002).

Seu estudo anatbmico e histoldgico iniciou na primeira década do século XX,
culminando com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1906 (RAMON Y
CAJAL, 1904). Ele ganhou esse nome pela sua semelhanca macroscépica com uma

espécie de cavalo-marinho (Figura 7).

Figura 7: Hipocampo humano dissecado (a esquerda) e comparado com um espécime de cavalo-
marinho (& direita). Fonte: ANDERSEN, 2007.
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Ramoén y Cajal, considerado o fundador da neurociéncia (ANDRES-
BARQUIN, 2001), demonstrou que o hipocampo (Figura 8) recebe aferéncias
através do cingulo (a partir da area entorrinal e do giro limbico), passando pela
fimbria até a regido subcortical. A uniformidade de distribuicdo destas aferéncias
permitiu a sua divisdo em corno de Amon (CA) e em giro denteado (DG). O DG, por
sua vez, é subdividido em hilo e em fascia denteada (LANGSTON, 2010).

Figura 8 - Figura mostrando as principais divisées do encéfalo de um camundongo, destacando em
3D (area verde central evidenciada pela seta), o hipocampo. Fonte: ALLEN INSTITUTE FOR BRAIN
SCIENCE, 2012.

O estudo do CA foi extremamente aprofundado, iniciando com um dos alunos
de Ramoén y Cajal, sendo que a terminologia atual é derivada de suas pesquisas
(LORENTE DE NO, 1934). Coube a ele, apos a observacdo em animais inferiores,
subdividir o CA em quatro regides (Figura 9): area 4 do CA (CA4), que tem encontro
direto com o DG; a area 3 do CA (CA3), que fica proximal ao DG e que recebe deste
as projecOes das fibras musgosas; a CA1l, que nado recebe as fibras musgosas do
DG e que emite a maioria das eferéncias, e a area 2 do CA (CA2), uma pequena
area entre CA1 e CA3 que ndo tem destaque na literatura por ser considerada uma
area de transicdo (BERNARD, 1994; GROVE, 1999).

O CA esta organizado em sete camadas histologicamente distintas (LOPES
DA SILVA, 1990). A primeira delas, adjacente a fissura hipocampal, é o “stratum

moleculare” (SM), que contém essencialmente componentes dendriticos. A segunda,
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“stratum lacunosum” (SL), consiste de feixes de fibras paralelas provenientes de
células piramidais do préprio hipocampo e também de aferéncias externas. O
“stratum radiatum” (SR) é a terceira camada, onde existem corpos celulares
esparsos e as fibras dos colaterais de Schaffer. A quarta camada é o “stratum
pyramidale” (SP), onde se localizam os corpos dos neurbnios piramidais
considerados as principais células excitatorias hipocampais. Abaixo desta, encontra-
se a quinta camada, o “stratum oriens” (SO), que contém os dendritos basais das
células piramidais, corpos celulares de distintos tipos celulares (interneurénios em
cestos e células trilaminares horizontais), além das proje¢6es recorrentes de CA3. A
sexta camada € o ‘stratum alveus” (SA), onde estdo os axbnios das células
piramidais que passam em direcdo a fimbria e ao férnix, constituindo uma das mais
importantes saidas hipocampais. Por fim, a sétima camada € a zona epitelial, que

forma a superficie ventricular do hipocampo.

Figura 9 - Corte coronal do encéfalo de um camundongo ao nivel do bregma, mostrando o
hipocampo e suas regides (coloracdo de hematoxilina-eosina, 400x). CA: corno de Amon; DG: giro
denteado. Fonte: TREUTING, 2012.

Entre 0 SA e o SR forma-se o neurdpilo (LOPES DA SILVA, 1978), onde
ocorrem as sinapses e em meio ao qual existe uma grande quantidade de astrocitos
dispersos (AMARAL, 1989).
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Diversos pesquisadores dedicaram-se ao mapeamento do circuito
hipocampal, caracterizado pela existéncia de algcas ora paralela, ora recorrentes
entre as diferentes regides do CA. A organizacdo hipocampal em camadas e em
regides permitiu que as células do hipocampo desempenhassem funcdes
associativas de estimulos provenientes de diversas estruturas neocorticais e
subcorticais, realizando fung¢des multissensoriais, processando-as, e enviando-as
novamente ao manto cortical e a algumas estruturas subcorticais (VAN STRIEN,
2009; KLAUSBERGER, 2008; KOGANEZAWA, 2008; CENQUIZCA, 2007;
CENQUIZCA, 2006; WITTER, 2000; RISOLD, 1996; WOODHAMS, 1993; LOPES
DA SILVA, 1990; SWANSON, 1978). Este complexo circuito excitatério, unidirecional
e nao reciproco é chamado de via trissinaptica, com inicio no cortex entorrinal e fim
no CA1 (LANGSTON, 2010; VAN STRIEN, 2009), sendo tal circuito extremamente
atipico em conexdes cértico-corticais (AMARAL, 1989). Os axbnios dos neurdnios
piramidais do cértex entorrinal formam um feixe nervoso (via perfurante), que faz
sinapse com os dendritos das células granulares do giro denteado. Estas emitem
axbnios denominados fibras musgosas para os neurbénios piramidais do CA3. O
fechamento do circuito se d& nas sinapses amielinicas (colaterais de Schaffer) no
SR do CA1. No camundongo tais estruturas séo analogas (EL-FALOUGY, 2008).

O preciso papel hipocampal nas diversas func¢des do sistema limbico é motivo
de um historicamente acalorado debate. Atualmente, entretanto, existe unanimidade
guanto a sua contribuicdo na formacédo e na consolidacdo da memoria, além do
processo de aprendizagem (LIGALI, 2010). O mecanismo celular correlacionado
com estas funcdes é conhecido como potencializacdo de longo termo, que é uma
forma de plasticidade sinaptica caracterizada pelo prolongamento da transmissao de
sinais a partir das sinapses excitatorias que persistem por longos periodos apoés a
sua inducéo (LYNCH, 2004). No hipocampo, a potencializagéo de longo termo entre
as sinapses dos neurdnios piramidais localizados em CA3 e em CAl é a mais
amplamente estudada, sendo comumente utilizada como um sistema experimental
para acessar a capacidade de aprendizagem e de memorizacdo em modelos
animais.

Dessa forma, podemos diretamente correlacionar as alteragbes hipocampais
com as consequéncias neurologicas que acometem 0s pacientes com varios tipos

de doencas, inclusive os com AOS.
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Cabe destacar ainda que o suprimento sanguineo ndo é homogéneo no
hipocampo. O CALl é a regido com menor densidade de capilares, o que a torna
mais suscetivel aos diferentes insultos encefalicos, tornando-a uma das regibes
mais pesquisadas e de grande interesse do SNC (CAVAGLIA, 2001).

2.3 Proteina S100

O Ca®" é provavelmente o mais antigo (e energeticamente barato) segundo
mensageiro responsavel pela transdugdo de sinais (BERRIDGE, 2000;
KRETSINGER, 1990). Seu aumento transitério intracelular apresenta um papel
regulatorio de diversos processos celulares, incluindo a contracdo, a motilidade, a
diferenciacédo e a expressao génica. Devido a sua propriedade de nao transferéncia
de carga e por exibir baixa afinidade por moléculas lipidicas, o Ca?* interage apenas
pela unido a proteinas ligantes de calcio (sendo um exemplo a S100) que atuam
como moléculas moduladoras ou como moléculas tamponantes (VAN ELDIK, 2003).

De acordo com suas caracteristicas estruturais, as proteinas envolvidas com
esse cation podem ser divididas em trés grupos distintos: (a) a superfamilia
calmodulina-S100-troponina C, (b) as proteinas que apresentam dominios ligantes
de calcio do tipo “hemolisin-like” e, (c) a familia das anexinas (ZIMMER, 1995).
Dentro da primeira, a familia das S100 constitui o maior subgrupo, tendo sido
objetivo de extenso interesse cientifico nas ultimas quatro décadas.

A proteina S100 foi primeiramente identificada em um experimento de
mapeamento proteico (cromatografia em colunas de troca ibnica seguido de
eletroforese em gel de amido) de extratos sollveis de encéfalos e de figados
bovinos, onde se objetivou encontrar proteinas especificas do sistema nervoso. Uma
banda proteica presente no extrato encefalico moveu-se mais rapidamente na
eletroforese e despertando interesse. Como esta proteina apresentou solubilidade
parcial em solucdo de sulfato de aménio 100% saturado e pH neutro, ela recebeu a
denominacéo de “S100”, sendo sugerida sua origem neuronal (MOORE, 1965).

Estudos posteriores demonstraram que essa fracdo S100 proveniente do
tecido encefalico era composta pelo arranjo de dois polipeptidios (a e B) cuja
combinacao constituiria as trés isoforma da respectiva proteina: AO (dimero a-a), A1

(dimero a-B) e B (dimero B-B). O compartiihamento de aproximadamente 50% de
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homologia na sequéncia aminoacida e sua semelhanca estrutural sugeriu uma

proximidade evolutiva destas subunidades (ISOBE, 1981).

2.3.1 Propriedades estruturais

As proteinas S100 acabaram sendo imunodetectadas em grupos celulares
especificos, ndo somente no SNC. Cada membro da familia exibe um padréo unico
de expressao, porém, algumas ceélulas expressam varios membros da familia
(ZIMMER, 1995).

A familia S100 de proteinas, assim como a familia calmodulina-S100-
troponina C, possui uma caracteristica em comum: uma alca ligante de calcio
altamente conservada e flanqueada por duas a-hélices. Esse padrdo ‘helix-loop-
helix motif” (Figura 10) é conhecido por “EF-hand” (DONATO, 2009).
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Figura 10: Configuracéo estrutural comum a todos os membros da familia da proteina S100. Entre as
hélices E e F, se encontra uma regido de unido, justamente onde o ion célcio é capaz de aderir e
modificar a estrutura conformacional da proteina. A méo indica um esquema da “EF-hand”, sendo a
hélice E representada pelo dedo indicador e a hélice F representada pelo polegar. O ion calcio ao se
ligar com a regido de unido provoca uma ag¢édo semelhante a aducao/abducédo do polegar. Fonte:
modificado de LEWIT-BENTLEY, 2000.

Estudos especificos da proteina S100 comprovaram que ela pode ligar quatro
moles de Ca** por dimero de proteina em sitios especificos. Além disso, possui dois

“EF-hand” distintos por subunidade: um na porgdo carboxi terminal (sitio de ligagéo
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de alta afinidade) e outro na por¢cdo amino terminal (sitio de baixa afinidade)
(DONATO, 2001). Esses dois locais estdo interconectados (Figura 11) por uma
regiao “dobradigca” (DONATO, 2009).

Figura 11: Desenho mostrando a localizagdo das regides “dobradiga” (“hinge”) da proteina S100.
Fonte: DONATO, 2001.

A ligacdo do Ca®" na proteina S100 pode ser influenciada pelo pH e pela
presenca de cations metdlicos. Esta induz mudancas conformacionais que provocam
a exposicdo de residuos hidrofébicos que sdo sitios de ligacdo das proteinas
efetoras. A exposicdo destas regifes altera a atividade proteica, provocando
diferencas na resposta celular (HEIZMANN, 1999; ZIMMER, 1995).

2.3.2 Propriedades funcionais

Apesar de ter sido descrita ha mais de quarenta anos, e de hoje compreender

vinte e cinco membros, muitos deles com I6cus cromossdmicos distintos (Tabela 1),
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as funcdes bioldgicas da proteina S100 ainda n&o foram totalmente identificadas e
compreendidas. Tem sido relatado que esta familia apresenta atividades tanto

intracelulares quanto extracelulares, sendo estas, tipo celular dependente.

Tabela 1 - Membros da familia da proteina S100 e a sua localizacdo génica
especifica.

Membros da familia da proteina S100 Loci cromossémico
S100A1-S100A18;
tricoilina,
filagrina, 1g21
repetina
S100B 21922
S100G Xp22
S100P 4p16
S100zZ 5q14

Fonte: SEDAGHAT, 2008.

No interior das células estas tém sido relacionadas a fung¢des bioldgicas
como: (a) regulacéo da fosforilacdo proteica dos constituintes do citoesqueleto, (b)

modulacao da atividade de enzimas e, (c) modula¢éo do ciclo celular.
2.3.3 A proteina S100B

A proteina S100B € um dos membros da familia S100 de proteinas acidas e
ligantes de Ca?*, do tipo “EF-hand”, expressa exclusivamente nos vertebrados. Ela
pode ser encontrada difusamente no interior do citoplasma ou associada a
membrana intracelular, aos microtubulos e aos filamentos intermediarios do tipo I
(SORCI, 2010). Ela é expressa em grande quantidade no encéfalo.

Ap6s a ligacdo com o Ca?*, a S100B sofre uma modificacdo estrutural: a
exposicao ao solvente de uma porcao hidrofébica. Esta porcéo € capaz de interagir
com proteinas-alvo regulando assim suas funcodes.

Nenhuma atividade enzimatica especifica é atribuida a S100B, apesar de ter
sido demonstrado que proteinas da familia S100 sdo capazes de regular a atividade

enzimatica. Acredita-se que a S100B exerca pequena influéncia no metabolismo
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energético, interagindo com a adenilciclase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
frutose-1,6-bifosfato aldolase e estimulando a fosfoglicomutase (LANDAR, 1996).
Outra enzima regulada pela S100B é a Ndr, uma proteina cinase nuclear importante
na divisdo celular e na morfologia celular.

A expressao da S100B esta restrita a um numero limitado de tipos celulares:
astrocitos (principal), adipécitos, oligodendrécitos em maturagdo, células epiteliais
renais, células progenitoras neurais, pituicitos, ependimdcitos, certas populacdes
neuronais, condroécitos, melandcitos, células de Langerhans, células dendriticas,
algumas subpopulacdes de linfécitos, células musculares esqueléticas e mioblastos
e células musculares satélite (TUBARO, 2010; HACHEM, 2005; DELOULME, 2004;
VIVES, 2003; ARCURI, 2002; DONATO, 2001; DONATO, 1999; RAMBOTTI, 1999;
SORCI, 1999). Os dois primeiros tipos celulares secretam a S100B de uma forma
em que toda a quantidade expressa é liberada extracelularmente no caso de dano
ou de necrose (SORCI, 2010).

Existem poucos estudos da distribuicdo da S100B no SNC durante o
desenvolvimento embrioldgico humano. Apesar disso, tem sido postulado a S100B
papel na maturacdo autocritica e na migracdo neuronal (TIU, 2000). Estudos de
imunoistoquimica demonstraram que em hipocampo de humanos, algumas células
imunorreativas para S100B aparecem a partir da décima semana de gestacao,
sendo que este numero sofre aumento significativo até a vigésima quinta semana.
Em adultos a imunorreatividade é semelhante a do recém-nascido na camada
molecular hipocampal, enquanto que nas demais camadas ocorrem decréscimo do
namero de células positivas. No coOrtex entorrinal, a proteina mostrou-se
imunorreativa a partir da décima quinta semana de gestacdo e manteve-se na
mesma intensidade durante o desenvolvimento, inclusive na idade adulta. Em cortex
occipital o nimero de células positivas para todas as camadas, foi maior que o
encontrado no hipocampo e cortex entorrinal, a imunorreatividade apareceu a partir
da vigésima semana e atingiu um platd na vigésima sétima semana. Adultos
apresentaram valores semelhantes ao recém-nascido na camada subcortical,
enquanto que na camada granular o numero de células reativas aumentou (TIU,
2000). A expressao diferenciada de S100B sugere que esta proteina apresenta
diferentes fungbes durante o desenvolvimento e durante a vida adulta.

Em camundongos € possivel encontrar a proteina logo apds o nascimento,

sendo que seu acumulo inicia a partir dos quatorze dias, aumentando
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progressivamente e rapidamente até os seis meses de idade. A partir dai, inicia-se
um periodo de queda quantitativa da proteina até os trinta meses.

No interior das células, a S100B funciona como sensor proteico do Ca®". Ap6s
a ligacao ibnica, sua hélice Ill de monémeros individuais se torna mais perpendicular
em relacdo a hélice 1V, expondo assim residuos hidrofébicos nestas duas regifes
helicoidais e na extensdo C-terminal que ficam expostas ao solvente (RUSTANDI,
2000). Estes residuos, juntamente com os residuos da hélice | no monémero oposto,
definem uma fenda hidrofébica, através da qual a S100B se liga a proteinas-alvos
intracelulares. Dessa forma, ela exerce sua funcdo biolégica através da interacéo
com outras proteinas, afetando suas atividades. Assim, a proteina S100B participa
da regulacéo da proliferacéo, diferenciacdo e formato celular, homeostase do Ca2+,
fosforilacdo proteica, transcricdo, dinamica microtubular e dos filamentos
intermediarios dos tipos lll, da atividade enzimética e metabdlica (DONATO, 2009).
Ela também regula a atividade enzimatica, o estado organizacional dos
componentes do citoesqueleto, os fatores de transcricdo, a homeostasia do Ca®*, a
fosforilacdo e a degradacdo proteica, além da locomocao, proliferacdo e
diferenciacao celular (DONATO, 2009).

Apesar de existirem poucos estudos moleculares a respeito destas Ultimas
fungbes da S100B, parecem ser trés os sistemas envolvidos destes processos: 0s
neurénios PC12, a linhagem celular astrocitaria e a linhagem celular mioblastica
(SORCI, 2010). Os astrocitos expressam quantidades relativamente elevadas de
S100B (DONATO, 2009). Reducbes nos niveis de expressdo de S100B pelos
astrocitos causam diminuicdo da proliferacao, aquisicdo de um fenétipo diferenciado
e reducdo na migracdo (BROZZI, 2009).

Os astrocitos secretam a S100B constitutivamente, podendo ser esta
estimulada ou reduzida por uma série de condi¢Bes ou fatores (DONATO, 2009). A
S100B tem sido associada com a promocéo da sobrevivéncia neuronal e com a
extensdo de neuritos curtos quando em niveis considerados fisioldgicos, porém ela
pode causar morte neuronal quando em altas concentragbes (niveis
submicromolares ou micromolares). Todos estes efeitos necessitam da interacédo da
S100B com a estimulacdo do receptor para produtos finais da glicacdo avancada
(RAGE) (SORCI, 2010; HUTTUNEN, 2000). O RAGE é um receptor multiligante da
superfamilia da imunoglobulina envolvido na resposta imunolégica inata, no entanto,

ele também tem um papel no desenvolvimento tecidual (RAUVALA, 2010). Os
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baixos niveis da S100B protegem 0s neurdnios contra a toxicidade da beta-amiloide
via acdo do RAGE. Sua alta concentragdo, no entanto, provoca o estimulo excessivo
do RAGE nas células neuronais resultando na producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio, sendo estas capazes de causar apoptose (HUTTUNEN, 2000).

A S100B extracelularmente exerce um papel na neuroinflamacdo e na
ativacdo microglial (os macréfagos sentinelas do SNC), esta ultima apenas quando
em concentracfes muito elevadas. A S100B também induz a sobre regelacdo do
oxido nitrico sintetase e estimula a liberacdo de 6xido nitrico (ADAMI, 2004). No
entanto, a S100B regula a expressdo de enzimas pro-inflamatorias (principalmente a
cicloxigenase do tipo 2) nas microglias e estimula a regulagdo de interleucina-1beta
e fator de necrose tumoral alfa, na auséncia de cofatores de forma dependente do
RAGE (BIANCHI, 2010). Estudos recentes também sugerem que niveis altos da
proteina estimulem a quimiotaxia microglial via inducdo dependente do RAGE e a
secrecdo de certos tipos de quimiocinas. A participacdo da S100B na
neuroinflamacdo é apoiada por achados multicéntricos. Neste contexto, a S100B
exibe propriedades de fator de dano associado ao padrdo molecular (DAMP), de
sinalizador do dano tecidual e de participante no processo de resposta inflamatoria.
No entanto, a S100B ndo é apenas um fator DAMP em baixas concentracdes,
exercendo efeitos troficos sobres 0s neurdnios e neutralizando a atividade pro-
inflamatoria de neurotoxinas sobre astrécitos e micréglia (REALI, 2005).

Outro papel extracelular da S100B € sobre a miogénese. A S100B inibe a
diferenciacdo mioblastica e estimula a proliferacéo deste tipo celular, além de reduzir
a apoptose (RIUZZI, 2006). De uma forma surpreendente, estes efeitos sao
independentes da sinalizacao através do RAGE apesar dos mioblastos expressarem
o RAGE.

Uma vez no meio extracelular, a S100B exerce efeito tanto autécrino quando
paracrino, sendo capaz de acoplar o RAGE sobre as células responsivas (DONATO,
2007), possuindo, portanto, as funcdes de reguladora intracelular e de sinalizagao
extracelular.

A acdo extracelular da proteina depende da sua concentracdo, ela pode
exercer efeitos troficos ou toxicos sobre o tecido no qual € secretada. Em
concentracdo nanomolar ela exerce efeitos neurotroficos estimulando a extensdo de
neuritos (KLIGMAN, 1985), facilitando a sobrevivéncia dos neurbnios durante o

desenvolvimento (VAN ELDIK, 1991), além de estimular a proliferacdo de astrocitos
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(SELINFREUD, 1991) e estimulacédo e interacdo com fatores de transcricdo. Tal
efeito se daria pela estimulacdo do fluxo de Ca®", hipétese evidenciada em
experimento mostrando que o Ca®" é necessario e suficiente para regular as
extensdes neuriticas.

Algumas especulacdes foram feitas a respeito da interagdo S100B/
neuromodulina (GAP-43), sugerindo que a S100B poderia interagir com
grupamentos sulfidrila dos residuos de cistina trés e quatro da GAP-43, os quais
parecem ser importantes para a ligacdo da proteina A membrana neuronal (SKENE,
1989). Isto nos leva a levantar a interessante possibilidade de que a S100B poderia
regular a extensdo do neurito por acdo sobre a GAP-43 na membrana neuronal.
Estudos mais recentes apontam para o fato de que a atividade trofica ocorre pela
ligacdo da S100B ao RAGE promovendo a translocacdo nuclear de NF-KB e
superregulacao do fator anti-apoptotico BCL-2 nos neurbnios alvos (HUTTUNEN,
2000; ALEXANIAN, 1999). Até o presente momento, no entanto, ndo existem
informacdes sobre a co-localizacdo de GAP-43 e S100B e nem existem evidéncias
de que o aumento da expressdo da S100B seja acompanhado por um bloqueio da
funcdo sugerida para a GAP-43 na extensdo doo terminal sindptico (DONATO,
2001). Por ser uma proteina neuronal, talvez a S100A1 poderia exercer esta funcéo.

ConcentragBes em niveis micromolares podem exercer efeitos neurotoxicos e
neurodegenerativos, onde se observa apoptose de neurdnios e de astrocitos.
Algumas doencas neurodegenerativas apresentam elevados niveis de S100B, como
a Sindrome de Down e a Doenca de Alzheimer (GRIFFIN, 1989). Estes dados
sugerem que a S100B pode ter alguma funcéo na patogénese destas doencas, uma
vez que o gene que codifica a S100B encontra-se na regido cromossomal 21g22.3
(ALLORE, 1988); e que a proteina beta-amiloide estimula a sintese de S100B e seu
mRNA em cultura de astrocitos (PENA, 1995). Além disso, a producédo da proteina
beta-amiloide pode ser estimulada em cultura de neurdnios expostos a S100B (LI,
1998).

Camundongos transgénicos que expressam elevadas concentracdes de
S100B apresentam alteracbes comportamentais além de apresentar uma alta
densidade de dendritos no hipocampo durante periodos precoces de
desenvolvimento poés-natal e uma significativa perda de dendritos quando
apresentam um ano de idades (WHITAKER-AZMITIA, 1997), sugerindo o efeito

deletério da proteina em elevadas concentracdes. O aumento da proteina induz uma
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resposta inflamatéria mediada pelo fator de transcrigdo nuclear em astrdcitos, dessa
forma a enzima de sintese de 6Oxido nitrico passa a produzir NO (6xido nitrico), que
consequentemente provoca morte celular com caracteristicas definidas por apoptose
(HU, 2000). O efeito toxico da S100B também ocorre por interacdo com RAGE
aumentando as espécies oxigénio-reativas, liberacdo de citocromo C e ativacdo da
via da caspase. (HUTTUNEM, 2000).

Independentemente da localizacdo, exerce inibicdo da fosforilacdo sobre
outras proteinas por interagir com substratos cinases, bloqueando o acesso dessas
proteinas cinases aos respectivos substratos (DONATO, 2001). Esse tipo de inibicdo
ocorre em muitas proteinas, tais como GAP-43 (LIN, 1994), vimentina, proteina tau
(BAUDIER, 1986b), GFAP, anexina do tipo Il e p53. A inibicdo da fosforilacdo de
GFAP e vimentina deve refletir a interacdo da S100B com residuos no dominio N-
terminal destas proteinas (BIANCHI, 1993). A fosforilacdo da GAP-43, pela proteina
cinase C é reduzida na presenca de S100B purificada, sugerindo que esta proteina
desempenha um papel na plasticidade sinaptica e extensdo de neuritos (SHEU,
1994). A funcdo dessa inibicdo é desconhecida at¢é o momento, mas alguns
resultados sugerem que a S100B diminui o sinal de transdugé&o, particularmente por
ligar a elevacdo do célcio citosélico ao estado de fosforilagdo de importantes
proteinas alvo. Deste modo, a habilidade da S100B de interagir com a fosforilagéo
de outras proteinas, pode representar condicdes para a regulacdo de etapas em
alguns meios de sinalizacdo no qual a S100B tem parte como proteina alvo
(DONATO, 2001).

A S100B exerce efeito sobre a hemostase do calcio. Sugere-se que esta acao
ocorra devido a regulacédo de proteinas efetoras, capazes de controlar os niveis de
calcio citosolico (DONATO, 2001).

FuncBes sobre componentes do citoesqueleto celular também sao
destacadas. Nos microtubulos, atua por inibicdo da polimerizacéo; filamentos
intermediarios, principalmente GFAP e vimentina, sofrem inibicdo da polimerizacéo,
bem como a despolimerizacdo é estimulada através do sequestro de unidades nédo
polimerizadas. Estas observacdes sugerem que a proteina possui funcdo na
regulacéo morfologica celular e na dindmica do citoesqueleto (DONATO, 1999).

Ainda, a S100B exerce papel como marcadora de dano encefalico,
possivelmente como reacao ou necrose glial. Esses resultados foram constatados

em estudos que utilizaram neurbnios e astrécitos in situ. Ao mesmo tempo, foi
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também detectada no liquor e no soro sanguineo de pacientes com patologias ao
nivel do SNC, passando a ser considerada uma proteina biomarcadora, sendo
utilizada na deteccdo de danos ou disfuncbes cerebrais e distlrbios psiquiatricos
(MRAK, 2001).

Varios membros da familia S100 interagem com anexinas especificas, as
quais possuem capacidade de ligacdo a fosfolipidios, processo que ocorre de forma
dependente de calcio, portanto, ocorre participacdo no sinal de transducéo
intracelular. Essas interacdes tém sido demonstradas apenas “in vivo”, sendo ainda
sua especificidade e o seu papel objetos de estudo.

A S100B é secretada por astrocitos (SHASHOUA, 1984; VAN ELDIK, 1987).
Foi observado que culturas primarias de astrdcitos tém a secrecdo estimulada em
condi¢cBes de auséncia de soro (PINTO, 2000). Pouco se sabe sobre a liberacdo da
S100B para o meio extracelular. Alguns estudos mostram que estimulos sob o
comando do estresse metabdlico estdo associados a secrecdo aumentada da
S100B. Existe a hipétese de que esse mecanismo possa estar relacionado com o
Ca’* e que isso resulte na exposicdo de um dominio hidrofébico, permitindo
interagdo com a membrana ou com proteinas de membrana como as anexinas.

Outro mecanismo estd associado com a acdo de estruturas presentes na
superficie dos astrocitos, receptores extracelulares serotoninérgicos, que, apés
ligacdo com moléculas especificas, induz ao desacoplamento e a ativacdo de
proteinas G existentes no interior da membrana plasmatica destas células, levando a
propagacéo de diversos sinais intracelulares. Como exemplo, a ativacédo destas vias
de segundo mensageiros em receptores neuronais serotonérgicos e glutamatérgicos
metabotropicos, iniciada por mecanismo glial, induz o aumento concomitante da
expressdo dos receptores 5TH;a. Por sua vez, o aumento da expressdo dos
receptores 5HTa; promove a secrecdo e a liberacdo da proteina astroglial
neurotréfica S100B (WHITAKER-AZMITIA, 1997).

Diversos trabalhos demonstram a presenca de transportadores para
glutamato na membrana dos astréocitos (STANIMIROVIC, 1999; GEGELASHVILI,
1997). A secrecdo do glutamato tambpem modula a secrecéo da proteina S100B
pelos astrocitos, de forma que niveis toxicos (grandes quantidades) de glutamato
liberados pelos neurbnios reduzem a secrecdo de S100B pelos astrocitos do

hipocampo de ratos (TRAMONTINA, 2006). Além do glutamato a expressdo da
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S100B por astrocitos tem sido associada a estimulacao de interleucina-1 (IL-1) e por
AMP-ciclico.

Estudos demonstraram que o fator derivado da neurotropina do encéfalo
(BNDF) poderia promover um processo de liberacdo através de vesiculas, um
mecanismo que nao tinha sido proposto até entdo. De fato, a secre¢cdo de S100B
continua sendo até certo ponto um enigma, pois no gene desta proteina ndo existe
um dominio sinalizando secrecao (NISHI, 2000).

A S100B é uma proteina multifacetada que exerce efeitos regulatérios tanto
intracelularmente quanto extracelularmente. Uma vez liberada no meio extracelular
ela pode afetar os neurbnios, as micréglias e as células miogénicas de diferentes

formas e na dependéncia de sua concentracdo (SORCI, 2010).
2.3.4 Aplicabilidade clinica da S100B

O gene humano que codifica a S100B estd localizado no cromossomo
21g22.3 (POELMANS, 2008; MRAK, 2004; ALLORE,1988). O aumento de sua

expressao esté correlacionado com uma série de situacdes especificas (Tabela 2).

Tabela 2 - Fatores e/ou condicdes regulatdrias da secrecaol/liberacdo da proteina
S100B.

Fatores que aumentam a S100B Fatores que diminuem a S100B
Fase de crescimento Elevacbes na glicose
Estresse metabolico Confluéncia celular

Fase aguda se dano encefélico Inibicdo da Src quinase
Exercicio fisico vigoroso Elevacbes no glutamato
Hipoxia

Isquemia cardiaca
Trissomia do 21
Doencga de Alzheimer
Epilepsia cronica
Infeccao pelo HIV

Envelhecimento

Fonte: DONATO, 2009.
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O aumento da expressdo da S100B é um marcador da ativacdo astrocitaria
(SEDAGHAT, 2008). Sua secrecado constitui um processo precoce durante a
resposta glial ao dano metabdlico provocado pela privacdo de oxigénio ou de glicose
(GERLACH, 2006).

LesOes trauméticas encefélicas provocam aumento nos niveis séricos e
liquoricos de S100B (CERVELLIN, 2012). Estes aumentos ocorrem em até 31% dos
pacientes com lesdes leves, mesmo na auséncia de uma sintomatologia significativa
(DE BOUSSARD, 2005). Suas dosagens tém sido utilizadas na avaliacdo destes
pacientes, auxiliando como triagem para a realizacdo de exames tomograficos
complementares. Como existem outras possiveis fontes de S100B, particularmente
adipécitos e condrocitos, os resultados de suas dosagens devem ser interpretados
com cautela.

Nos recém-nascidos com asfixia ao nascimento, os niveis séricos de S100B
fornecem um indicativo bioquimico para a presenca de encefalopatia hipdxica-
isquémica (MURABAYASHI, 2008). A S100B também apresenta dosagens na artéria
do corddo umbilical em neonatos com acidose ou quando padrdes patoldgicos
detectados na cardiotocografia ou na eletrocardiografia fetal durante o parto
(STUART, 2008).

Niveis elevados de S100B e de GFAP ap6s a hemorragia subaracnoidea
espontanea se correlacionam diretamente com a gravidade clinica da doenca,
contribuindo assim para um melhor acesso inicial e seguimento destes pacientes.

As elevagdes séricas da S100B sdo também observadas em pacientes com
sofrem de doencas neurodegenerativas cronicas como, por exemplo, a doenca de
Alzheimer (LI, 1998). Esse aumento se origina a partir do tecido necrético ou pela
amplificacdo da neurodegeneracdo provocada pela apoptose induzida pela S100B
(MRAK, 2001).

Na Sindrome de Down, os niveis de S100B estdo muito aumentados nas
regides cerebrais onde os astrécitos reativos circundam as placas neuriticas. Como
0 gene que codifica a proteina S100B esta localizado no cromossomo 21, a proteina
esta excessivamente expressa no lobo temporal dos portadores desta sindrome. Na
Sindrome de Down sdo observadas lesdes cerebrais iniciais indistinguiveis da
Doencga de Alzheimer. Por esse motivo, tem sido sugerido que os elevados niveis da
proteina S100B possam contribuir para a sua neuropatologia e desenvolvimento

anormal do SNC na Sindrome de Down. As alteracOes cerebrais desta proteina
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possivelmente podem se refletir em alteragbes dos niveis séricos e no liquido
cefalorraquidiano.

Os niveis séricos de S100B podem também fornecer informacdes
independentes sobre o risco individual de pacientes com acidente vascular agudo e
com hemorragias intracranianas relacionadas com a terapia trombolitica (FOERCH,
2007).

Em pacientes com esclerose lateral amiotréfica, no entanto, a concentracéo
sérica de S100B esta diminuida. Flutuacdes clinicas significativas ndo foram notadas
também nos pacientes com esclerose multipla (KOCH, 2007).

Existem relatos que demonstram o aumento liquérico dos niveis da S100 em
pacientes com IUpus eritematoso sistémico com envolvimento neuropsiquiatrico
(convulsbes, psicose ou acidente vascular encefalico) assim como em pacientes
com AOS, refletindo danos neuroldégicos (YANG, 2008; BRAGA, 2006;
SCHENATTO, 2006). Ocorre também um aumento e uma persisténcia na expressao
da S100B nos casos de hiperamonemia, podendo contribuir para o dano encefalico
observado nos pacientes com encefalopatia hepatica (LEITE, 2006). O aumento da
S100B também foi observado durante as exacerbacfes dos distirbios bipolares
(episbdios de mania e de depressdo), mas ndo durante as fases de remissao da
doenca (ANDREAZZA, 2007). Além disso, também foram relatados niveis elevados
em outros disturbios psiquiatricos como a esquizofrenia (ROTHERMUNDT, 2001).

Os efeitos apoptéticos induzidos pelo NO produz danos neurodegenerativos
através da inducdo do RNA (acido ribonucleico) mensageiro e expressdo da
proteina percussora beta-amiloide (LI, 1998). Da mesma forma ocorre com niveis de
calcio intracelular, ndo somente alternando a funcéo de proteinas ligantes de calcio,
como também a expressdao, como documentado em doencas humanas
neurodegenerativas.

O resultado dos niveis aumentados desta proteina durante condicOes
patologicas pode estar associado tanto a efeitos lesivos quanto a acfes tréficas
reparadoras induzidas pelos astrocitos.

A ampla aplicabilidade da S100B nos disturbios neuroldgicos tem feito com
gue esta proteina seja considerada uma analoga no SNC a proteina C reativa para a
deteccdo de processos inflamatérios sistémicos (SEN, 2007).

Diversas formas de neoplasias exibem modificagBes drasticas na expressao

das proteinas S100. A via de sinalizagdo S100-RAGE exerce um importante papel
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na interacdo entre o processo inflamatorio e o cancer, assim como na sobrevivéncia
das células neoplasicas e na progressdo maligna, pois tumores deficientes em
RAGE sao caracterizados pela apoptose acelerada, pela reducdo na ativacdo da
NFkB e pela proliferagao significativamente prejudicada (SEDAGHAT, 2008).

Existe uma grande secrecdo de S100B pelas células do melanoma maligno,
refletindo diretamente um pior prognéstico e estadiamento da neoplasia (VON
SCHOULTZ, 1996). A deteccdo das metastases desta neoplasia também se
correlaciona com os niveis da S100B, tendo um valor preditivo negativo semelhante
aos exames radioldgicos.

Apesar de a funcdo das proteinas S100 permanecerem desconhecidas em
muitos tipos de neoplasias, a expressdo de padrdes especificos destas proteinas
pode ser utilizada como ferramenta prognostica (SEDAGHAT, 2008). A S100B pode
se ligar ao gene supressor tumoral p53 e inibir a sua fosforilagdo, provocando uma
baixa regulacdo do p53 de forma dependente do calcio (FERNANDEZ-
FERNANDEZ, 2005; MARKOWITZ, 2005).

As dosagens séricas da S100B podem também fornecer valiosas informacdes
a respeito da ativagdo do sistema neuromuscular induzida pela atividade fisica
induzida pela liberacdo desta tanto pelos grupamentos musculares quanto pelos
segmentos nervosos envolvidos no processo (SCHULPIS, 2007).

Dessa forma, a S100B ganhou um papel complementar na avaliagdo, no
prognéstico e no diagndéstico dos pacientes que sofreram trauma encefélico e dos
pacientes com melanoma maligno.

Dessa forma, os niveis da S100B nos fluidos biolégicos tém importante papel
na estratificacdo do risco, na definicdo de tratamentos e no progndstico de uma série
de condicbes patoldégico, desde distirbios perinatais até doencas
neurodegenerativas (MICHETTI, 2012).

Os niveis aumentados desta proteina ndo somente refletem sua ligacdo com
o dano celular especifico. A sintese e a liberacdo da S100B parecem ser
fisiologicamente reguladas e, em altas concentragdes, sao capazes de participar do
processo inflamatorio.

O SNC é a fonte natural da S100B extracelular. Os neurdnios sé&o
considerados as células-alvo naturais da proteina. Nas microglias apresenta um
efeito estimulatério (BIANCHI, 2011) e sobre os astrécitos em efeito regulatorio
autocrino (PONATH, 2007).
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E razoavel levantar a hipotese de que a S100B circulante seja capaz de
produzir efeitos sobre tipos celulares fora do SNC. O fato de que os niveis da S100B
nao sejam meramente consequéncia do dano celular, mas também importante efetor
levanta a perspectiva de que ela seja um potencial alvo terapéutico para o
tratamento das condi¢cdes patoldgicas nas quais ela esteja envolvida (MICHETTI,
2012).

A possibilidade de que a S100B esteja envolvida em condi¢cdes patoldgicas
fora do SNC, como em uma atividade sistémica ainda desconhecida, apontam a
direcdo das futuras pesquisas envolvendo esta desafiadora e promissora proteina
(MICHETTI, 2012).



61

3 Justificativa

Os pacientes com AOS comumente apresentam alteragcdes neurologicas e
cognitivas, principalmente as relacionadas ao processo de memorizacdo. Além de
estarem mais sujeitos a acidentes automobilisticos e a doencas cardiovasculares, a
reducdo da qualidade do sono e o disturbio respiratério levam a alteracdes em
exames de imagem, em exames morfologicos e em testes sorologicos envolvendo
mais frequentemente algumas regides encefalicas.

O estudo das alteragBes astrocitarias hipocampais em pacientes com AOS é
ainda um campo pouco explorado pela literatura. Devido & maior facilidade
metodoldgica, os modelos experimentais de AOS envolvendo animais tém papel
fundamental no reconhecimento de tais alteracdes.

A correlagdo entre a HI, a positividade imuno-histoquimica astrocitaria ao
S100B e a quantificacdo destas células no hipocampo ainda ndo foi abordada de
forma conjunta na literatura.

O presente estudo, portanto, se justifica pela necessidade de avaliacao tanto
quantitativa, quanto qualitativa das rea¢des astrocitarias hipocampais associadas a
HI e a AOS, visando melhorar a compreensdo das alteracdes neurolégicas e

estabelecer uma forma mais simples de avaliagéo destes pacientes.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

- Estudar as alteragbes hipocampais em camundongos submetidos a Hl
(casos) e a HIS (controles) em um modelo experimental de AOS.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar quantitativamente os astrécitos hipocampais de ambos 0s grupos,

comparando suas densidades numéricas.

- Classificar qualitativamente e quantitativamente a imunorreatividade

astrocitaria hipocampal ao S100B em ambos 0s grupos.

- Identificar secundariamente as alteracdes histologicas astrocitarias e

neuronais hipocampais em ambos os grupos de animais.

- Avaliar a capacidade da técnica de imunoistoquimica em reproduzir os

achados quantitativos astrocitarios obtidos através de outras metodologias.

- Consolidar o modelo experimental de HI descrito.
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5 Materiais e métodos

5.1 Animais

Foram utilizados cinquenta e quatro camundongos CF-1 (Mus musculus
domesticus), machos com dois meses de idade (apés desmame), provenientes da
Fundacao Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude (FEEPS-RS).

Os animais foram divididos em dois grupos, cada um composto por vinte e
sete camundongos, sendo um deles submetido a hipdxia intermitente (HI), e o outro
submetido & hipdxia intermitente simulada (HIS).

Os camundongos foram alojados em um ambiente com controle de
temperatura (entre 22,5°C e 24,5°C), de umidade e de iluminacdo (ciclo de doze
horas de claro e doze horas de escuro). A agua e a racdo comercial padronizada
(Purina-Nutripal, Porto Alegre, RS, Brasil) foram fornecidas ad libitum.

A manutencdo dos roedores ficou a cargo da Unidade de Experimentacdo
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), estando os animais sob a
observacéo de um médico veterinario.

Os procedimentos realizados foram todos aprovados pelo Comité de Etica e
Pesquisa institucional (projeto nimero 08-309) e seguiram o “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011).

5.2 Modelo de hipo6xia intermitente

Durante cinco semanas, sete dias por semana e por oito horas diarias no
periodo de luz (das nove horas as dezessete horas), os animais foram colocados em
camaras plasticas vedadas com tampas acrilicas transparentes. Estas, por sua vez,
eram conectadas ao sistema indutor de hipoxia (HI) ou ao sistema mantenedor de
norméxia (HIS), sendo os animais mantidos nos respectivos grupos até o final do
experimento.

O sistema de HI, desenvolvido pela Engenharia Biomédica do HCPA,
consistia de um timer, de uma valvula solenoide, de pequenos ventiladores
acoplados nas tampas acrilicas, de tubos conectores e de um cilindro metalico
contendo a mistura de gas nitrogénio (N,) e de gas carbdnico (CO,) na concentracéo

de 92% e 8% respectivamente (Figura 12).
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A valvula solenoide, responsavel pela limitagdo do o fluxo da mistura gasosa,
era do tipo “normalmente fechado”. Tal dispositivo foi selecionado com o intuito de
evitar, em caso de falta de energia elétrica, que 0s animais ndo sofressem

hipoxemia.

Figura 12 - Diagrama das cémaras de hipdxia intermitente (HI) e de normdxia (HIS). VS: valvula
solenoide. Fonte: MARTINEZ, 2010.

A mistura gasosa era liberada, a um fluxo de seis litros por minuto, apenas no
interior da camara HI durante trinta segundos, reduzindo a fracdo de oxigénio (O5)
para 7+1% e aumentando a fracdo de CO, para 5+1%. Apdés, o ar atmosférico era
insuflado para o interior da camara durante outros trinta segundos. Os animais do
grupo HIS permaneceram em camaras adjacentes, sendo submetidos a mesma
atividade do grupo HI, sem ter contato com a mistura gasosa, servindo dessa forma
como grupo controle.

O resultado deste acionamento foi a reducéo da fracdo de oxigénio (O,) para
7+1% e o aumento da fragdo de CO, para 2,5+1%, ocasionando uma queda na
saturacdo de oxigénio no sangue arterial no grupo HI até o nivel de 75%, valor que é
observado em pacientes com AOS severa. Nos proximos trinta segundos seguintes,
os ventiladores eram ativados, insuflando ar ambiente para o interior da camara,
restaurando as concentra¢cdes gasosas (normoOxia) um pouco menos de dez

segundos.
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A temperatura no interior das camaras foi aferida antes do inicio do
experimento através de uma termocupula de resposta rapida com trés localizacdes
distintas. Contatou-se que a insuflacdo gasosa e a atividade valvular provocavam
uma reducdo reduziram na temperatura nas camaras de HI em cerca de 0,2 + 0,3°C
em comparagcdo com as camaras HIS. Este efeito foi minimizado através da
colocacao de defletores sob os ventiladores.

Cabe ressaltar que grupo HIS passou pela mesma manipulacdo do grupo Hl,
permanecendo, porém, em normoxia no interior de suas camaras (ar atmosférico). A
finalidade da conexdo das camaras desse grupo ao sistema (apenas timer e
conectores) foi controlar o efeito do estresse provocado pelos ruidos das valvulas,

dos ventiladores e pela colocacdo da tampa acrilica sobre as camaras (Figura 13 e
Figura 14).

Figura 13 - Visdo externa da camara de hipdxia intermitente (HI), & esquerda, e da camara de
normoxia (HIS), a direita. O sistema pode ser comparado com o diagrama mostrado na figura anterior.

O modelo descrito ja foi utilizado com sucesso em outros estudos (BARONIO,
2012; MARTINEZ, 2010).
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5.3 Processamento do material biolégico

ApOs a verificacdo da condicdo de repouso, os animais foram profundamente
anestesiados com cloridrato de cetamina a 10% (100 mg/kg de peso corporal) e com
cloridrato de xilazina a 2% (10 mg/kg de peso corporal), ambos administrados
intraperitonealmente logo apds a retirada de suas respectivas camaras. Apés a
comprovacao do grau de profundidade anestésica através do pingcamento da cauda,
os animais foram posicionados na cuba de perfusdo, imobilizados e perfundidos
conforme o procedimento usual do Laboratério de Experimentacdo Animal do HCPA
(NOGUEIRA, 2007).

Figura 14 - Local onde as cémaras dos animais ficaram alocadas dentro da Unidade de
Experimentacéo Animal do HCPA.

A disseccéo iniciou-se com um corte na pele do abdémen para a exposicao
do apéndice xifoide, sendo este preso por pingca de Adson com dente (12 cm) e
cortado, juntamente com segmentos costais, em forma de “V”. Com uma pinga
hemostética, o apéndice xifoide foi rebatido e preso na cuba de perfuséo, sendo o
coracado exposto. A aorta descendente foi pincada com uma pin¢a hemostatica curva
para que durante a perfusdo o fixador ndo atingisse os membros inferiores,

garantindo assim uma melhor fixacdo encefélica com um menor gasto de solucéo.
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Em seguida, o apice do coracao foi seccionado, expondo o ventriculo esquerdo para
a insercdo de uma canula até a aorta.

Foram injetados 15,0 mL de tampé&o fosfato-salino (‘phosphate-buffered
saline” - PBS), pH 7.4 em temperatura ambiente, com a finalidade de retirar o
sangue dos vasos, evitando a formacdo de codgulos e possibilitando a correta
penetragdo do fixador nos tecidos. A fixagao foi realizada com perfusdo de uma
mistura de paraformaldeido a 4% e de acido picrico a 0,2% em 0,1 M de tampao
fosfato. Foram utilizados 30,0 mL da solucdo descrita em duas etapas de infuséo: a
primeira em fluxo rapido (durante 5 minutos), e a segunda em fluxo lento (durante 15
minutos). Durante o processo de fixacao, a regido cefalica do animal foi recoberta
por gelo com a finalidade de preservacdo da natureza quimica dos componentes
teciduais.

Os encéfalos foram removidos depois de concluido o processo de fixagédo (a
cerca de 4°C) e imersos em solucao de formalina tamponada a 10% durante mais 24

horas (Figura 15).

Figura 15 - Visdo macroscopica do encéfalo de um camundongo adulto “in situ”; (A) superficie dorsal,
(B) superficie ventral. OB: bulbo olfatdrio; FC: cortex frontal; PC: cortex parietal; OC: cortex occipital;
RC: cuniculo rostral; CC: cuniculo caudal; CB: cerebelo; Pit: hip6fise; Tr: ganglio trigeminal; ON:
nervos opticos; OIfT: tubérculos olfatérios; OCh: quiasma 6ptico; PiC: cortex piriforme; P: ponte; M:
medula espinhal. Fonte: TREUTING, 2012.
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5.4 Histologia e imunoistoquimica

Depois de fixado, o hipocampo foi dissecado e emblocado em parafina de
acordo com o processamento histolégico habitual. O corte dos blocos ocorreu no
sentido coronal, de ventral para dorsal, com cortes de 5 um de espessura, com um
intervalo entre os cortes de 100 um, nao restando tecido viavel no interior da
parafina restante. Ao total, foram obtidos trés selos por lamina, totalizando dez

laminas por animal (trinta cortes histolégicos). O processamento hipocampal foi

assim realizado com o intuito da obtencdo de cortes correspondentes as figuras da
referéncia eletrénica “Allen Mouse Brain Atlas” (ALLEN INSTITUTE FOR BRAIN
SCIENCE, 2012) (Figura 16 e Figura 17).
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Figura 16 - Detalhamento da referéncia eletrbnica utilizada, permitindo a visualizacdo da éarea
encefalica selecionada de forma tri ou bidimensional, sendo possivel a identificacdo das diferentes
regides especificas. Fonte: ALLEN INSTITUTE FOR BRAIN SCIENCE, 2012.

Estas secgbes foram montadas e incubadas com o anticorpo monoclonal
S100B (Sigma-Aldrich, referéncia S2532, com a diluicdo de 1:500), sendo anticorpos
secundarios biotinilados também utilizados (Vector Laboratories, EUA). A reacéo

imunoistoquimica  foi revelada pelo complexo avidina-biotina usando
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diaminobenzidina como cromogene. Os cortes foram finalmente desidratados e

recobertos com laminulas.

Figura 17 - Uma das opcdes da referéncia eletrbnica era a comparacdo entre a histologia encefalica
(hemisfério esquerdo) e o mapeamento das regides correspondentes (hemisfério direito). O
hipocampo (HPF) esta representado em verde claro na figura, assim como suas camadas (DG, CAL,
CA2 e CA3). Fonte: ALLEN INSTITUTE FOR BRAIN SCIENCE, 2012.

Como controle para o anticorpo S100B, foram utilizados fragmentos de
encéfalos humanos provenientes do Servigo de Patologia do HCPA e que seriam

descartados ap0s a realizagédo de necropsia académica.

5.5 Procedimentos morfométricos

A analise dos cortes histolégicos foi realizada por dois médicos patologistas,
ambos cegos quanto aos grupos. As afericdes de cada lamina foram realizadas em

ambos 0s hemisférios.
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A densidade astrocitaria foi estimada nas camadas hipocampais CA1, CA3 e
giro denteado e em suas subcamadas através da contagem numérica dos corpos
celulares imunorreativos ao S100B, sendo realizada uma média entre os valores de
ambos os observadores. O limite entre as regides CA1 e CA3 foi definida por uma
linha reta que ligou a base do “stratum lucidum” (SL) e o apice da lamina supra
piramidal do DG. As demais regides n&o foram individualizadas das regides CAl e
CA3, por haver dificuldades no estabelecimento de seus limites, e para que o
presente estudo obtivesse dados passiveis de comparacdo com o0s da literatura
(OGATA, 2002).

Para estimar o nimero de astrocitos uma area foi delimitada por uma grade
fixada no interior da lente ocular do microscépio 6ptico. Esta consistia de um
quadrado com 500 pm de lado, com uma é&rea total de 250.000 pum? sendo

posicionada sobre toda a superficie hipocampal (Figura 18).
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Figura 18 - Diagrama da grade utilizada para a quantificacéo astrocitaria. Quadrados menores: 50 pm
de lado; Quadrado maior: 500 pm de lado. Os tracos menores servem apenas para a calibracdo de
cameras de imagem acopladas ao microscopio.

Os astrécitos foram reconhecidos por suas caracteristicas morfolégicas, ou
seja, corpos celulares positivos ao S100B, por processos protoplasmaticos curtos, e
por sua morfologia nuclear. Foram excluidas as células interseccionadas pelo eixo
das abscissas ou pelo eixo das ordenadas e as células que ndo se enquadrassem

nos critérios acima.
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A imunorreatividade astrocitaria ao S100B foi quantificada pela técnica de
densitometria Optica, sendo posteriormente classificada de forma qualitativa de
acordo com as médias hipocampais de cada grupo em trés intensidades: (+), (++) e
(+++). A densitometria éptica foi obtiva com a utilizacdo do “software” Image-Pro®
Plus (versao 6.0), para Windows™.

As células hipocampais também foram analisadas secundariamente na busca
por outras alteracfes histoldgicas que refletissem hipdxia, degeneracdo e morte
(picnose, cariorrexe, adensamentos, variagbes de tamanho, alteracdes

citoplasmaticas e nucleares, entre outras).

5.6 Andlise estatistica

O célculo do tamanho amostral foi realizado através da utilizacdo das médias
e dos desvios-padrdes dos valores de celularidade observados no estudo “Structural
and quantitative analysis of astrocytes in the mouse hippocampus” (OGATA, 2002),
visando-se um poder de 90% e uma probabilidade de erro alfa de 5%.

As medidas obtidas de cada animal foram separadas em dois grupos. As
meédias foram analisadas estatisticamente com a utilizacdo do programa “Statistic
Package for Social Science®” (SPSS), versdo 16.0 (Chicago, IL).

O teste t de Student foi utilizado para a comparacdo entre as amostras
independentes, sendo considerados significativos os resultados com p < 0,001.

O teste de Levene, por sua vez, foi utilizado para verificar a homogeneidade
das variancias entre os grupos, sendo considerados significativos os testes com o p
< 0,05, ndo sendo assim aplicado o teste de ANOVA (analise de variancia), pois este

forneceria resultados com viés.



72

6 Artigos

6.1 Artigo em lingua portuguesa

Efeito da hipdxia intermitente sobre a densidade numérica astrocitaria
hipocampal e a imunorreatividade ao S100B em um modelo de experimentagdo

animal de apneia do sono

Dennis Baroni Cruz'?", Denis Martinez>**>®°, Jane Maria Ulbrich '’

! Programa de P6s-Graduacdo em Medicina (Ciéncias Pneumolégicas),
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Brasil

2 Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade de Santa Cruz
do Sul (UNISC), Brasil

% Programa de P6s-Graduacdo em Medicina (Clinica Médica), UFRGS

* Programa de P6s-Graduacdo em Medicina (Cardiologia), UFRGS

> Divisdo de Cardiologia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), UFRGS

® Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa em Sono (LIPES), HCPA, UFRGS

" Divisdo de Patologia, HCPA, UFRGS

" Correspondéncias para o autor:

Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC)
Faculdade de Medicina

Avenida Independéncia, 2293 - CEP: 96815-900
Santa Cruz do Sul, RS, Brasil

Tel.: +55 51 3717-7300; fax: +55 51 3717-1855
Endereco de e-mail: dbaroni@unisc.br (D.B. Cruz)

Apoio financeiro: Fundo de Incentivo a Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (FIPE-HCPA)

Conflito de interesse: os autores declaram néo possuir qualquer tipo de conflito de
interesse com companhias/organiza¢gdes dos quais produtos ou servigcos possam ter

sido discutidos neste artigo.

Palavras-chave: apneia obstrutiva do sono, hipocampo, S100B, astrocitos,

camundongos.



73

RESUMO

Introducéo: A apneia obstrutiva do sono (AOS) ocasiona a hipoxia intermitente (HI),
causando doencas cardiacas, vasculares e neurologicas. O modelo de
experimentacdo animal utiliza a HI para simular a AOS, permitindo a avaliagdo das
alteracdes encefalicas, sendo o0 hipocampo uma 4&rea reconhecidamente
influenciada pela hipéxia. A S100B é uma proteina de 21-kDa ligada ao célcio,
produzida e liberada principalmente pelos astrocitos no neurépilo do sistema
nervoso central. Sua dosagem tem sido utilizada para compreender o envolvimento
de distintos tipos celulares em determinadas condi¢cdes patoldgicas. O presente
estudo objetiva testar a hipotese de que a HI empregada em um modelo
experimental de AOS em camundongos € capaz de alterar o nimero de astrocitos
em diferentes subcamadas hipocampais (CAl, CA3 e DG), além de modificar
qualitativamente a reatividade imuno-histoquimica destas células ao S100B.
Materiais e Métodos: Camundongos CF-1 foram expostos ou a 35 dias de HI (n =
27) ou a HIS (n = 27), alternando 30 segundos de hipdxia progressiva a um nadir de
7%, seguidos por 30 segundos de normoxia. Durante 8 horas, os animais sofreram
um total de 480 ciclos de hipdxia/reoxigenacao, equivalente a um indice de apneia
de 60/hora. O encéfalo foi dissecado, sendo o hipocampo e suas subcamadas
analisados histologicamente pela técnica de imuno-histoquimica com a utilizacdo do
anticorpo S100B. Resultados: Foi realizada a analise quantitativa dos astrécitos
hipocampais imunorreagentes ao S100B. A média desta foi de 23,85 * 0,37
astrocitos/0,25 mm? no grupo HI, enquanto no grupo HIS foi de 21,03 + 0,50
astrocitos/0,25 mm? (p < 0,001). Esta diferenca também foi também observada de
forma global nas subcamadas CAl e CA3, sendo menos perceptivel no DG. A
imunorreatividade astrocitaria foi maior (+++) no grupo HI, ndo atingindo tal
intensidade no grupo HIS. A analise qualitativa secundaria evidenciou a presenca de
cariorrexe, de picnose neuronal, além de corpos celulares astrocitarios
discretamente hipertréficos apenas nos animais do grupo HI. Concluséo: A HI
aumentou a densidade numeérica de astrocitos hipocampais, assim como a
imunorreatividade destas células ao S100B, no processo chamado de astrogliose
reativa. Alteragbes neuronais secundarias também foram observadas no grupo HI.
Investigagbes futuras utilizando outras metodologias permitirdo uma melhor

avaliagcdo dos resultados aqui descritos.
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INTRODUCAO

A apneia obstrutiva do sono (AOS), caracterizada por episédios recorrentes
de obstrucdo faringea total ou parcial™?, ocasiona a hipéxia intermitente (HI)®. A HI é
uma causa reconhecida de doencgas cardiovasculares, acidentes vasculares
encefalicos e déficits cognitivos®. A AOS, cuja prevaléncia atinge picos de 30% em

idosos™®’

, ocasiona alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais encefalicas.
Modelos de experimentacdo animal utilizam a HI para simular a AOS, permitindo a
avaliagdo das alteracdes encefalicas.

A S100B é uma proteina de 21-kDa ligada ao calcio produzida e liberada
principalmente pelos astrocitos no neurépilo do sistema nervoso central, exercendo
papel tanto neurotréfico, quanto gliotréfico®. Devido & sua especificidade, a S100B é
considerada um dos marcadores de dano encefélico, sendo suas dosagens
utilizadas na compreensdo do envolvimento de diferentes tipos celulares em
condicées patoldgicas cerebrais agudas ou cronicas, incluindo a AOS®.

Dentre as varias regides encefalicas, o cortex hipocampal é particularmente
sensivel ao dano hipéxico®, além de estar associado com o processamento neural
da meméria®®. Estudos demonstraram que a exposi¢éo cronica & Hl durante o sono
resulta em dano celular hipocampal'!, além de ocasionar perda de substancia
cinzenta desta regido™?.

A correlacdo entre a Hl, a positividade imuno-histoquimica astrocitaria e a
quantificacdo destas células no hipocampo ainda nao foi abordada de forma
conjunta na literatura. Considerando que estes fatores podem atuar sobre as causas
e sobre as consequéncias da AOS, eles precisam ser melhores avaliados.

O presente estudo objetiva testar a hipotese de que a HI empregada em um
modelo experimental de AOS em camundongos € capaz de alterar o nUmero de
astrocitos em diferentes subcamadas hipocampais, além de modificar

gualitativamente sua reatividade imuno-histoquimica ao S100B.
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MATERIAIS E METODOS

Experimentacdo animal

Foram utilizados cinquenta e quatro camundongos machos CF-1 com dois
meses de idade. Os animais foram divididos em dois grupos, cada um composto por
vinte e sete camundongos, sendo um deles submetido & HI e o outro submetido a
hipéxia intermitente simulada (HIS). Os camundongos foram alojados em um
ambiente com controle de temperatura, de umidade e de iluminacéo (ciclo de doze
horas de claro e doze horas de escuro). A agua e a racdo comercial padronizada
foram fornecidas ad libitum. Os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa institucional e seguiram o “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals™,

Durante cinco semanas, sete dias por semana e por oito horas diarias no
periodo de luz, os animais foram colocados em camaras plasticas vedadas com
tampas acrilicas transparentes, que eram conectadas ou ao sistema indutor de
hipéxia (HI) ou ao sistema mantenedor de normoéxia (HIS), sendo os animais
mantidos nos respectivos grupos até o final do experimento.

O sistema de HI consistia de um timer, de uma valvula solenoide, de
pequenos ventiladores acoplados nas tampas acrilicas, de tubos conectores e de um
cilindro metalico contendo uma mistura de gas nitrogénio (N2) e de gas carbbnico
(CO,) na concentracdo de 92% e 8% respectivamente. Esta mistura gasosa era
liberada no interior da camara HI durante trinta segundos, reduzindo a fragdo de
oxigénio (O,) para 7 + 1% e aumentando a fracdo de CO, para 5 + 1%. Apds, 0 ar
atmosférico era insuflado para o interior da camara durante outros trinta segundos.
Os animais do grupo HIS permaneceram em camaras adjacentes, sendo submetidos
a mesma manipulacdo do grupo HI, sem ter contato com a mistura gasosa, servindo
dessa forma como grupo controle.

O modelo descrito ja foi utilizado com sucesso em outros estudos™**>.

Amostragem tecidual

Os animais de ambos os grupos foram anestesiados intraperitonealmente
com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), imediatamente apds a retirada de
suas respectivas camaras. Apos a confirmacdo da anestesia profunda, os animais

foram posicionados na cuba de perfusédo, imobilizados e perfundidos conforme o
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procedimento usual do Laboratério de Experimentacdo Animal institucional. O torax
foi dissecado, o coracdo exposto e a aorta descendente pingada. Em seguida, 0
apice cardiaco foi secionado, sendo inserida uma canula através do ventriculo
esquerdo até a aorta, através da qual foram injetados 15,0 mL de tamp&o fosfato-
salino, pH 7.4, em temperatura ambiente. A fixacdo foi realizada com perfusédo de
uma mistura de paraformaldeido a 4% e de &cido picrico a 0,2% em 0,1 M de
tampéo fosfato, sendo utilizados 30,0 mL desta em duas etapas de infusdo: a
primeira em fluxo rapido (5 minutos) e a segunda em fluxo lento (15 minutos). A
regido cefalica do animal foi coberta por gelo objetivando a preservagédo da natureza
quimica dos componentes teciduais. Os encéfalos foram removidos depois de
concluido o processo de fixacdo e imersos em solucdo de formalina tamponada a
10% durante 24 horas.

Histologia e imuno-histoquimica

Depois de fixado, o hipocampo foi dissecado e emblocado em parafina de
acordo com o processamento histolégico habitual. O corte dos blocos ocorreu no
sentido coronal, de rostral para caudal, com cortes de 5 um de espessura, com um
intervalo entre os cortes de 100 pum, ndo restando tecido viavel no interior da
parafina restante. Ao total, foram obtidos trés secc¢bes por lamina, totalizando dez
laminas por animal (trinta cortes histologicos). O processamento hipocampal foi
assim realizado com o intuito da obtencdo de cortes correspondentes as figuras da
referéncia eletronica “Allen Mouse Brain Atlas”™®.

Estas sec¢bes foram montadas e incubadas com o anticorpo monoclonal
S100B (Sigma-Aldrich, referéncia S2532, com a diluicdo de 1:500), sendo anticorpos
secundarios biotinilados também utilizados (Vector Laboratories, EUA). A reacédo
imuno-histoquimica foi revelada pelo complexo avidina-biotina peroxidase usando
diaminobenzidina como cromogeno. Os cortes foram finalmente desidratados e

recobertos com laminulas.

Analise anatomopatoldgica
A analise dos cortes histologicos foi realizada por dois médicos patologistas,
ambos cegados quanto aos grupos. As afericdes de cada lamina foram realizadas

em ambos os hemisférios.
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A densidade astrocitaria foi estimada nas camadas hipocampais CAl, CA3 e
giro denteado e em suas subcamadas através da contagem numérica dos corpos
celulares imunorreativos ao S100B, sendo realizada uma média entre os valores de
ambos os observadores. Para estimar o numero de astrocitos uma éarea foi
delimitada por uma grade fixada no interior da lente ocular do microscépio 6ptico de
luz. Esta consistia de um quadrado com 500 pm de lado, com uma &rea total de
250000 pm?, sendo posicionada sobre toda a superficie hipocampal. Os astrécitos
foram reconhecidos por suas caracteristicas morfolégicas, ou seja, corpos celulares
positivos ao S100B, por processos protoplasmaticos curtos, e por sua morfologia
nuclear. Foram excluidas as células interseccionadas pelo eixo das abscissas ou
pelo eixo das ordenadas e as células que ndo se enquadrassem nos critérios acima.

A imunorreatividade astrocitaria ao S100B foi quantificada pela técnica de
densitometria Optica, sendo posteriormente classificada de forma qualitativa de
acordo com as médias hipocampais de cada grupo em trés intensidades: (+), (++) e
(+++). A densitometria 6ptica foi obtiva com a utilizagdo do “software” Image-Pro®
Plus (versdo 6.0), para Windows™.

As células hipocampais também foram analisadas secundariamente na busca
por outras alteracBes histologicas que refletissem hipdxia, degeneracdo e morte
(picnose, cariorrexe, adensamentos, variagbes de tamanho, alteracdes

citoplasmaticas e nucleares, entre outras).

Analise estatistica
O calculo do tamanho amostral foi realizado através da utilizagdo das médias
e dos desvios-padrdes dos valores de celularidade observados no estudo “Structural

“17 yisando-se um

and quantitative analysis of astrocytes in the mouse hippocampus
poder de 90% e uma probabilidade de erro alfa de 5%.

As medidas feitas de cada animal foram separadas em dois grupos e a média
de cada grupo para andlise das variaveis com distribuicdo normal. Para
comparacdes de médias das variaveis estudadas entre dois grupos foi utilizado o
teste t de Student para amostras independentes, assim como o teste de Levene para
analisar a equidade de variancias, sendo considerados estatisticamente o0s

resultados com p < 0,001 e com p < 0,05, respectivamente.
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RESULTADOS

Os dados da andlise quantitativa (astrocitos/250000um?) astrocitaria, assim
como suas meédias hemisféricas e suas médias laminares hipocampais, s&o
demonstradas na Tabela 1. Foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa entre as médias totais astrocitarias hipocampais entre os grupos Hl
(23,85 + 0,37 astrécitos/250000um?) e HIS (21,03 + 0,50 astrécitos/250000um?; p <
0,001). Esta diferenca foi também observada de forma global nas subcamadas CA1
e CA3 (Figura 1).

A medida quantitativa obtida pela densitometria dptica variou entre os valores
de 0,18 e 0,39. Os valores médios de cada camada hipocampal permitiram a
classificagdo nos grupos (+++), com os valores entre 0,39 e 0,32, (++), com o0s
valores entre 0,31 e 0,24, e (+), com os valores entre 0,23 e 0,18. A
imunorreatividade foi mais intensa, classificada como (+++) (Figura 2), no grupo Hl
(principalmente nas subcamadas CAl e CA3), acompanhando a maior densidade
astrocitaria hipocampal. Cabe ressaltar que nenhuma das subcamadas do grupo HIS
apresentou uma imunorreatividade classificada como (+++), ou seja, acima de 0,32,
apenas como (++) ou como (+) (Tabela 2). A positividade também foi maior em
algumas subcamadas hipocampais do hemisfério esquerdo quando comparada com
o hemisfério direito no grupo intervencao.

A analise qualitativa secundéria evidenciou a presenca de cariorrexe e de
picnose neuronal presente apenas no grupo HI (Figura 3), assim como a presenca
de corpos celulares astrocitarios hipertroficos, representando a astrogliose reativa
(Figura 4). Estas alteracbes ndo foram quantificadas em virtude da técnica

histoldgica utilizada.
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DISCUSSAO

O modelo de experimentacdo animal de HI simulando os achados de
pacientes com AOS severa, caracterizado por sessenta ciclos de hipdxia por hora,
com um nadir de 7%, oito horas por dia, durante trinta e cinco dias, aumentou a
densidade astrocitaria em diferentes subcamadas hipocampais assim como a
imunorreatividade qualitativa destas células ao S100B.

As evidéncias de que a AOS pode ocasionar alteracfes ao sistema nervoso
central sdo mdltiplas. Alteracdes neuropatoldgicas, neuropsicoldgicas e metabdlicas
foram identificadas por avaliacdes radioldgicas, bioquimicas e

psicolégica318,l9,20,21,22.

As modificacbes histoldgicas, entretanto, ndo foram
identificadas universalmente, podendo permanecer subclinicas em suas fases
iniciais.

Estudos objetivaram quantificar os astrécitos hipocampais em roedores,
existindo uma grande variacdo numérica ocasionada principalmente pela retracédo
dos cortes histologicos®>?*. O trabalho de Ogata e Kosaka!’ se destaca por ser o
primeiro a analisar individualmente as subdivisbes e camadas hipocampais
utilizando o método do dissector Optico, servindo seus valores como base para
varios estudos posteriores. Ao compararmos os valores obtidos no presente trabalho
através da imuno-histoquimica no grupo HIS (controle), a diferenca encontrada se
manteve praticamente constante entre todas as areas hipocampais analisadas.
Assim, mesmo com a utilizacdo de uma técnica distinta, nossas afericdes
reproduziram os achados do estudo de referéncia. Houve uma variagdo minima
entre a contagem realizada pelos dois observadores que foram previamente
treinados. Apesar da quantidade de campos de grande aumento (400x) por corte ser
elevada, e por vezes laboriosa, a necessidade de positividade astrocitaria a proteina
S100B para a quantificacao foi o fator responsavel por essa variacao.

As regides CAl e CA3 hipocampais, tanto em humanos quanto em
camundongos, sdo0 muito sensiveis a injurias como a hipdxia, representando locais
comuns de neurodegeneracdo e de menor excitabilidade neuronal®. Isto foi
evidenciado pelas alteragcbes quantitativas observadas globalmente nestas duas
camadas quando o grupo HI foi comparado com o grupo HIS. No giro denteado e em

suas subcamadas, a diferenca néo foi estatisticamente significativa.
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Os astrocitos hipocampais dos animais submetidos a HI apresentaram
aumento qualitativo na imunorreatividade ao S100B. Em concentragdes
nanomolares o S100B esta relacionado com o desenvolvimento de neuritos e com a
sobrevida neuronal durante o desenvolvimento e apés danos®®. Em concentracdes
maiores, como a micromolar, o S100B pode levar & morte neuronal®. Tais
constatacdes acabam tornando o S100B um marcador sorolégico potencialmente (til
na identificacdo e na classificacdo da severidade da AOS, tanto que estudos
previamente realizados em pacientes demostraram estas correlacées®®?’,

O aumento da imunorreatividade astrocitaria hipocampal no grupo HI ao
S100B pode ocasionar o aumento de sua concentracao seérica. Tais alteracdes
refletem tanto o processo de astrogliose reativa quanto as alteracBes neuronais
observadas, dados consistentes com os da literatura?®?°. Cabe ressaltar, entretanto,
que outros tipos celulares fora do sistema nervoso central também expressam o
S100B, o que nao ofusca sobremaneira o papel dos astrocitario.

Subcamadas hipocampais apresentaram variacdo quando imunorreatividade
ao S100B quando ambos os hemisférios foram comparados. De certa forma, o
hipocampo esquerdo sofreu maiores alteragdes qualitativas do que o direito, fato que
acompanha estudos anteriores em humanos®. N&o foi observada significancia
estatistica quando os valores quantitativos de ambos os hemisférios foram
comparados.

Achados histologicos analisados secundariamente acompanharam as
alteracbes quantitativas hipocampais provocadas pela HI. Foi evidenciada a
hipertrofia discreta dos corpos astrocitarios em diversas subcamadas hipocampais,
assim como alteracbes degenerativas focais (picnose e cariorrexe) em neurbnios
hipocampais do grupo HI.

Uma das possiveis limitacées do presente estudo talvez tenha sido a possivel
sobreposicao nuclear ja que foi optada pela aplicacéo a técnica de processamento
imunoistoquimico e histologico classico em detrimento da técnica de dissector
Optico, entretanto, como foi demonstrado anteriormente, os achados reproduziram o
estudo referéncia.

Foram confirmados os resultados prévios'**°33? do efeito danoso da HI
sobre os neurdnios hipocampais, assim como a astrogliose reativa e 0 aumento de
sua imunorreatividade ao S100B. Os baixos niveis de saturagcdo de oxigénio,

verificados nos pacientes que apresentam a forma severa da AOS, sao capazes de
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atuar sobre os astrocitos hipocampais. A proliferacdo astrocitaria, através do
processo de gliose reacional, pode ser uma das explicacdes ao aumento sérico da
proteina S100B.
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CONCLUSOES

A HI aumentou a densidade numérica de astrocitos hipocampais, assim como
a imunorreatividade destas células ao S100B. Tais achados refletem o processo de
gliose reativa, além das alterac6es neuronais analisadas de forma secundaria pelo
presente estudo.

InvestigacBes adicionais utilizando o método de dissector Optico, a técnica de
imunofluorescéncia e a densitometria Optica, além de reduzirem as alteracbes
ocasionadas pelo processamento histologico tradicional, permitirdo a analise
volumétrica dos prolongamentos citoplasmaticos astrocitarios e suas correlacdes,
além de melhor caracterizar as alteracdes celulares encontradas secundariamente

por este estudo.
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FIGURAS
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Figura 1. O histograma mostra os valores com o0s respectivos desvios padrdes das
diferencas laminares médias entre os grupos HI e HIS. *p < 0,001 pelo teste de

Levene.



Figura 2: Escala de classificacdo qualitativa da imunorreatividade astrocitaria
hipocampal ao S100B. Colorag&o: S100B, 200x.
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Figura 3: Alteracdes celulares (setas) representando a picnose e a cariorrexe em

neurénios hipocampais do grupo HI (a direita) e a comparagcdo com a mesma regiao
do grupo HIS (a esquerda). Coloracdo: S100B, 400x.
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Figura 4: Diferenca astrocitaria entre o grupo HIS (a esquerda) e o grupo HI (a
direita). A astrogliose reativa, caracterizada pela hiperplasia e pelo aumento da
densidade astrocitaria, se mostra destacada no segundo grupo. As fotos foram
obtivas de regi6es homdlogas de CAL (stratum oriens). Coloracao: S100B, 400X.
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Tabela 1: Diferencas laminares hipocampais na densidade numérica astrocitaria

imunorreativas ao S100B.

NUmero de Astrécitos por 250000 pm?

HI (n = 27) HIS (n = 27)
HE HD média HE HD média
CAl1 SO 21,1+16 242+28 22, 7+158 180+14 19,3+1,1 18,7+0,96
SP 179+11 183+15 18,1+083 152+08 153+0,9 153+0,74
SR 16,7+26 183+19 176+1,77 128+20 13,0+15 129+1,48
SLM 384+34 398+08 392+163 331+09 332+0,7 336+1,71
Total 235+1,1 252+09 244+057 198+0,7 20,2+0,7 20,0+0,62
CA3 SO 210+23 206+21 208+210 17,7+1,2 170+0,8 17,4+0,61
SP 209+1,2 185+0,8 19,7+0,75 199+05 18,3+0,5 19,1+041
SL 26,7+21 263+15 265+132 216+1,1 208+0,7 21,2+0,82
SR 224+27 198+20 21,1+225 20,1+16 16,3+1,0 18,2+0,91
SLM 340+36 31,3+19 327+256 309+20 266+10 288+1,15
Total 250+0,9 23,3+0,7 242+067 225+0,7 198+0,3 21,0+0,44
DG ML 219+16 248+21 234+154 215+13 222+05 21,9+0,63
GCL 92+13 11,2+1,3 10,3+1,16 90+04 11,0+09 10,1+0,61
hilus 343+36 364+34 354+339 333+22 353%+21 344+1,89
Total 21,8+14 241+14 230+136 21,2+08 229+0,8 22,1+0,66
Total Hipocampal 23,4+0,6 24,2+06 239+050 210+05 21,0+04 21,0+0,37

Os valores estdo apresentados como média * desvio padrdo; HE, hemisfério
esquerdo; HD, hemisfério direito; CA, corno de Amon; DG, giro denteado; SO,
stratum oriens; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum; SLM, stratum
lacunosum-moleculare, SL, stratum lucidum; ML, camada molecular; GCL, camada

de células granulares.
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Tabela 2: Imunorreatividade astrocitaria ao S100B nas diferentes subcamadas

hipocampais.
Imunopositividade ao S100B
HI (n = 27) HIS (n = 27)
HE HD HE HD
CAl SO (+++) (+++) (+) (+)
SP (+++) (++) (++) (+)
SR (+++) (++) (+) (+)
SLM (++) (++) (+) (+)
CA3 SO (+++) (+++) (+) (+)
SP (+++) (+++) (++) (++)
SL (++) (++) (+) (+)
SR (++) (++) (+) (+)
SLM (++) (++) (+) (+)
DG ML (++) (++) (++) (++)
GCL (+) (+) (+) (+)
hilus () () () ()
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ABSTRACT

Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) causes intermittent hypoxia (IH),
leading to cardiovascular and neurological diseases. The animal experimental
studies use IH to simulate OSA, enabling the analysis of brain alterations, with the
hippocampus recognized as an area influenced by hypoxia. S100B is a 21-kDa
protein bonded to calcium, produced and secreted primarily by astrocytes in the
neutrophil of the central nervous system. Levels of the protein have been used to
understand the involvement of different cell types in certain pathological conditions.
The present study aimed to test the hypothesis that IH used in an experimental
design investigating OSA in mice can alter the number of astrocytes in different
hippocampal sublayers (CA1, CA3 and dentate gyrus), in addition to quantitatively
modifying the immunohistochemical reactivity of these cells. Materials and
Methods: CF-1 mice were exposed to 35 days of either IH (n = 27) or SIH (n = 27),
alternating 30 seconds of progressive hypoxia with a nadir of 7%, followed by 30
seconds of normoxia. Over a period of 8 hours, the animals were submitted to a total
of 48 hypoxia/reoxygenation cycles, equivalent to an apnea index of 60/hour. The
brain was dissected and the hippocampus and its sublayers were histologically
analyzed by immunohistochemistry using S100B antibodies. Results: A guantitative
analysis was performed of hippocampal astrocytes immunoreactive to S100B. The
means recorded were 23.85 + 0.37 astrocytes/0.25 mm? and 21.03 + 0.50
astrocytes/0.25 mm? (p < 0.001) in the IH and SIH (simulated intermittent hypoxia)
groups, respectively. This difference was also observed in sublayers CA1 and CA3
overall, and was less noticeable in the dentate gyrus. Astrocyte immunoreactivity was
greater (+++) in the IH group and did not achieve this intensity in the SIH group.
Secondary qualitative analysis revealed the presence of karyorrhexis, pyknotic
neurons, and discretely hypertrophic astrocytes only in animals from the IH group.
Conclusion: IH increased the number density of hippocampal astrocytes, as well as
their immunoreactivity to S100B, in a process known as reactive astrogliosis.
Secondary neuron alterations were also observed in the IH group. Future
investigations using alternative methodologies would allow a better assessment of

the results described here.
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is characterized by recurring episodes of
complete or partial pharyngeal obstruction'?, resulting in intermittent hypoxia (IH)>. IH
is a recognized cause of cardiovascular disease, stroke and cognitive deficits®. OSA,
which reaches a prevalence of up to 30% in the elderly®>®’, causes morphological,
biochemical and functional alterations in the brain. Animal studies use IH to simulate
OSA, allowing brain alterations to be analyzed.

S100B is a 21-kDa protein bonded to calcium that is produced and secreted
primarily by astrocytes in the neurophil of the central nervous system, playing both a
neurotrophic and gliotrophic role®. Due to its specificity, S100B is considered a
marker of brain damage and levels of the protein are used to understand the
involvement of different cell types in acute or chronic brain disorders.

Among the many regions of the brain, the hippocampus is particularly
sensitive to hypoxic damage® and is also associated with memory processes™.
Studies show that chronic exposure to IH during sleep results in damage to
hippocampal cells** and the loss of grey matter in this region™?.

The correlation between IH, immunohistochemically positive astrocytes and
the number of these cells in the hippocampus has not yet been jointly addressed in
the literature. Since they can affect the causes and consequences of OSA, a better
analysis of these factors is needed.

The present study aimed to test the hypothesis that IH used in an
experimental design investigating OSA in mice can alter the number of astrocytes in
different hippocampal sublayers (S100B and DG), as well as qualitatively modify their

immunohistochemical reactivity to S100B.
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MATERIALS AND METHODS:

Animal testing

Fifty-four 2-month-old male CF-1 mice were used in this experiment. The
animals were divided into two groups of twenty-seven mice each, with one group
submitted to IH and the other to simulated intermittent hypoxia (SIH). Mice were
housed in an environment with controlled temperature, humidity and lighting (12/12
light cycle). Water and standardized commercial feed were provided ad libitum. The
procedures performed were approved by the institutional Research Ethics Committee
and were in line with the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals™3.

Over a period of five weeks, seven days a week and for eight hours during the
light period, the animal models were placed in sealed plastic chambers with
transparent acrylic lids, connected to either the induced hypoxia (IH) or normoxia
system (SIH). The animals were maintained in their separate groups until the end of
the experiment.

The IH system consisted of a timer, solenoid valve, small fans coupled to the
acrylic lids, tubing, and a metal cylinder containing a mixture of nitrogen gas (N,) and
carbon dioxide (CO;) at a concentration of 92% and 8%, respectively. This gas
mixture was released into the IH chamber for thirty seconds, lowering the oxygen
fraction (Oy) to 7 + 1% and increasing the CO, fraction to 5 + 1%. Next, ambient air
was blown into the chamber for a further thirty seconds. The animals from the SIH
group remained in adjacent chambers and were submitted to the same manipulation
as those in the IH group, but without exposure to the gas mixture, thereby serving as
controls.

The model described has been successfully applied in other studies**°.

Tissue Sampling

Mice from both groups were anesthetized by intraperitoneal injection with
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), immediately after removal from their
respective chambers. Upon confirmation of deep sedation, the animals were
immobilized and perfused according to the standard procedure applied in the
institutional Pathology Laboratory. The thorax was dissected, the heart exposed and
the descending aorta clamped. Next, the apex of the heart was sectioned and a tube

was inserted from the left ventricle to the aorta, injecting 15.0 mL of phosphate
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buffered saline, pH 7.4, at ambient temperature. Fixation was performed by
perfusion, using a mixture of 4% paraformaldehyde and 0.2% picric acid in 0.1 M
phosphate buffer, with 30.0 mL of this solution used in two stages of infusion: the first
at a rapid flow rate (5 minutes) and the second with a slow flow rate (15 minutes).
The cephalic region of the animal was covered with ice in order to preserve the
chemical nature of the tissue components. The brain was removed following infusion

and immersed in 10% buffered formalin for 24 hours.

Histology and immunohistochemistry

After fixation, the hippocampus was dissected and embedded in paraffin in
accordance with standard histological processing. The blocks were cut into coronal
sections from rostral to caudal, with cuts 5 um thick and a distance of 100 um
between them, leaving no viable tissue inside the remaining paraffin. Three sections
were obtained per slide, totaling ten slides per animal (thirty histological sections).
The hippocampus was processed in this manner to achieve sections that
corresponded to images from the “Allen Mouse Brain Atlas”®.

These sections were mounted and incubated with S100B monoclonal
antibodies (Sigma-Aldrich, reference S2532, with dilution of 1:500). Secondary
biotinylated antibodies were also used (Vector Laboratories, USA). The
immunohistochemical reaction was revealed by avidin-biotin peroxidase using
diaminobenzidine as chromogen. Sections were then dried and covered with

coverslips.

Histopathological analysis

The histological sections were analyzed by two medical pathologists, both
blinded to the groups being assessed. Measurements were taken for each slide in
both hemispheres.

Astrocyte density was estimated in hippocampal layers CA1l, CA3, the detante
gyrus (DG) and sublayers by counting the cell bodies immunoreactive to S100B and
calculating the average between the amounts given by both observers. To estimate
the number of astrocytes, an area was delimited using a reticle attached to the
eyepiece of the optical microscope. This consisted of a counting grid with side
measurements of 500 pm and a total area of 250000 um?, positioned over the entire

surface of the hippocampus. Astrocytes were identified by their morphological
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characteristics, that is, S100B-positive cells, short protoplasmic processes, and by
their nuclear morphology. Cells intersected by the abscissa or ordinate axes, as well
as those that did not meet the above criteria, were excluded.

Astrocyte immunoreactivity to S100B was quantified by optical density and
after qualitatively classified following the hippocampal means of each layer as three
intensities: (+), (++) and (+++). The optical density was obtained with utilization of
Image-Pro® Plus software (version 6.0), for Windows ™.

Hippocampal cells were also submitted to secondary analysis in the search for
other histological changes indicating hypoxia, degeneration and death (pyknosis,
karyorrhexis, clustering, varying sizes, cytoplasmic and nuclear changes, among

others).

Statistical analysis
Sample size was calculated using means and standard deviations of cellularity
values recorded in the study “Structural and quantitative analysis of astrocytes in the

» 17 aiming at a power of 90% and a 5% significance level.

mouse hippocampus

Measurements taken for each animal were separated into two groups and the
mean for each group was used to analyze variables with normal distribution. Means
for the variables studied between the two groups were compared using the Student’s
t-test for independent samples, and Levene’s test was applied to assess equality of
variance. Results were considered statistically significant at p < 0.001 and p < 0.05,

respectively.
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RESULTS

Data regarding the quantitative analysis of astrocytes (astrocytes/250000um?),
as well as means recorded for the hemispheres and hippocampus slides, are shown
in Table 1. A statistically significant difference was observed in the overall mean
values for hippocampal astrocytes between the IH (23.85 + 0.37
astrocytes/250000um?) and SIH (21.03 + 0.50 astrocytes/250000pm?; p < 0.001)
groups. This difference was also noted in sublayers CA1 and CA3 (Figure 2) overall.

The quantitative measures obtained by optic density ranged between 0.39 and
0.18. The mean of each hipocampal layer allowed the classification in the following
groups: (+++), with values varying between 0.39 and 0.32; (++), with values varying
between 0.31 and 0.24, and (+),with values varying between 0.23 and 0.18. More
intense immunoreactivity, classified as (+++), was observed in the IH group
(particularly in sublayers CA1 and CA3), accompanying the greater density in
hippocampal astrocytes. It is important to note that none of the sublayers in the SIH
group exhibited immunoreactivity classified as maximum (+++), in other words higher
than 0.32, displaying only (++) and (+) (Table 2). In the intervention group, positivity
was higher in hippocampal layers in the left hemisphere when compared to the right.

Secondary qualitative analysis revealed the presence of karyorrhexis and
pyknotic neurons only in animals from the IH group (Figure 3), in addition to
discretely hypertrophic astrocytes. Due to the histological technique used, these

alterations were not quantified.
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DISCUSSION

The IH animal experimental design simulating findings in patients with severe
OSA consisted of sixty hypoxia cycles per hour, with a nadir of 7%, for eight hours a
day over a period of 35 days. It was observed that astrocyte density in different
hippocampal sublayers increased, as did the qualitative immunoreactivity of these
cells.

There is substantial evidence that OSA can cause alterations in the central
nervous system. Neuropathological, neuropsychological and metabolic changes have
been identified through radiological, biochemical and psychological
research'®9202122 However, histological modifications have not been universally
detected and may remain subclinical in initial stages.

Several studies have sought to quantify hippocampal astrocytes in rodents,
with significant variations in numbers caused primarily by the shrinkage of
histological sections?*?*. Research by Ogata and Kosaka®’ stands out as the first to
analyze hippocampal subdivisions and sublayers individually using the optical
dissector counting technique, with resulting amounts serving as the basis for a
number of future studies. When the amounts obtained in the present study were
compared via immunohistochemistry in the SIH group (control), the difference
recorded remained almost constant between all the hippocampal areas analyzed.
Therefore, despite using a different technique, our measurements reproduced the
findings of the reference study. A slight variation was observed between the counts
of the two previously trained observers. Despite the elevated, and at times
exhaustive, number of high-power fields (400x) per section, this was necessary in
order to establish astrocyte positivity to S100B for quantification purposes.

In both humans and mice, hippocampal regions CA1 and CA3 are highly
sensitive to conditions such as hypoxia and are common sites of neurodegeneration
and low neural excitability?®. This was evidenced by the overall quantitative changes
observed in these two layers when comparing the IH and SIH groups. No statistically
significant differences were recorded in the dentate gyrus and its sublayers.

Hippocampal astrocytes in the mice submitted to IH showed a qualitative
increase in immunoreactivity to S100B. At nanomolar concentrations, S100B is
associated to the development of neurites, and neuronal survival during development

and following damage™. In greater (micromolar) concentrations, S100B can lead to
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neuronal death®. These findings make S100B a potentially useful serum marker in
identifying and classifying the severity of OSA; so much so that previous studies

26.21, Increased immunoreactivity of

have substantiated these correlations
hippocampal astrocytes to S100B in the IH group may raise the serum concentration
of this protein. These alterations reflect both reactive astrogliosis and the neuronal
changes observed, corroborating data reported in the literature?®?°. Nevertheless, it
is important to underscore that other types of cells outside the nervous system also
express S100B, although this in no way diminishes the role of astrocytes.

Hippocampal sublayers displayed variations in immunoreactivity to S100B
when comparing the two hemispheres. To a certain extent, the left hippocampus
showed greater qualitative alterations than the right, in line with previous studies on
humans®. No statistically significant differences were observed between quantitative
values for the two hemispheres.

Secondary analysis of the histological findings accompanied the quantitative
hippocampal changes caused by IH. Discrete hypertrophy was observed in astrocyte
cell bodies in several hippocampal sublayers, in addition to focal degenerative
changes (pyknosis and karyorrhexis) in hippocampal neurons of the IH group.

A potential limitation of the present study may have been possible nuclear
overlap, since immunohistochemistry and classic histology were applied rather than
the optical dissector technique. However, as previously mentioned, findings were in
line with those of the reference study.

Prior results3931:32

were corroborated with respect to the harmful effect of IH
on hippocampal neurons, as well as reactive astrogliosis and increased
immunoreactivity to S100B. The low oxygen saturation levels observed in patients
suffering from severe OSA are capable of affecting hippocampal astrocytes.
Astrocyte proliferation, via reactive gliosis, is a possible explanation for the rise in

serum levels of the S100B protein.
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CONCLUSIONS

IH increased the number density of hippocampal astrocytes, as well as their
immunoreactivity to S100B. These findings reflect reactive gliosis, in addition to the
neuronal changes submitted to secondary analysis in the present study.

Additional research using the optical dissector technique, immunofluorescence
and optical density will reduce the changes caused by traditional histological
processing and allow volumetric analysis of the cytoplasmic processes of astrocytes
and their correlations, in addition to enabling better characterization of the cellular
alterations found in the secondary analysis in this study.
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Figure 1: Histogram showing values with the respective standard deviations of mean

slide differences between the IH and SIH groups. *p < 0.001 in Levene’s test.
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Figure 2: Qualitative grading scale for immunoreactivity of hippocampal astrocytes to
S100B. On the left (+++), in the center (++), on the right (+). S100B, 200x.
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Figure 3: Cellular alterations (arrows) representing pyknosis and karyorrhexis in

hippocampal neurons for the IH group (on the right) compared with the same region
in the SIH group (on the left). S100B; 400x.
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Figure 4 - Astrocytic differences between the SIH group (on the left) and IH group
(on the right). The reactive astrogliosis, characterized by hyperplasia and by

elevation of astrocytic density, is more evident in the second group. The pictures

were taken from homologues regions of CA1 (“stratum oriens”) between animals of

IH group. Coloration: S100B, 400x.



TABLES

Table 1:

Hippocampal

immunoreactive to S100B.

slide differences

in  number

density of astrocytes

106

Number of astrocytes per 250000 ;Jm2

HI (n = 27) SIH (n = 27)
LH RH Mean LH RH Mean
CA1 SO 211+16 242 +28 227 +158 180+14 193+11 18.7 £0.96
SP 179+11183+15 181x083 152+08 153+09 153=x0.74
SR 16.7+26 183 +19 17.6 =1.77 128+20 130+15 129 +1.48
SLM 384+34 398+08 39.2+163 331+09 332+07 33.6=x1T71
Total 235+11252+09 244x057 198+07 202+07 20.0+0.62
CA3 SO 210+23 206+21 208x210 177+12 170+08 17.4+£0.61
SP 209+12 185+08 19.7+075 199+05 183+05 19.1 +0.41
SL 267+21263+15 265+132 216+11 208+07 21.2+0.82
SR 224 +27 198+20 2112225 201+16 163 +10 18.2+0.91
SLM 340+£36 313+19 327+25 309+20 266+10 28.8=x1.15
Total 250+09 233+07 242+067 225+07 198+03 21.0+0.44
DG ML 219+16 248+21 234154 215+13 222+05 21.9=+x0.63
GCL 92+13 112+13 103 +1.16 90+04 110+09 10.1+0.61
hilus, 343+36 364+34 354+339 333+22 353+21 344+189
Total 218 +14 241+14 23.0x136 212+08 229+08 221+0.66
Hippocampal Total 234 +06 242+06 2392050 210+05 210+04 21.0+0.37

Amounts are shown as mean + standard deviation; LH, left hemisphere; RH, right
hemisphere; AH, Ammon’s horn; DG, dentate gyrus; SO, stratum oriens; SP, stratum
pyramidale; SR, stratum radiatum; SLM, stratum lacunosum-moleculare, SL, stratum
lucidum; ML, molecular layer; GCL, granule cell layer.
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Table 2: Astrocyte immunoreactivity to S100B in the different hippocampal sublayers.

Immunopositivity to S100B

IH (n = 27) SIH (n = 27)

LH HD LH RH

CAl SO (+++) (+++) (+) (+)
SP (+++) (++) (++) (+)

SR (+++) (++) (+) (+)

SLM (++) (++) (+) (+)

CA3 SO (+++) (+++) (+) (+)
SP (+++) (+++) (++) (++)

SL (++) (++) (+) (+)

SR (++) (++) (+) (+)

SLM (++) (++) (+) (+)

DG ML (++) (++) (++) (++)
GCL (+) (+) (+) (+)

hilus () () () ()
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7 Conclusodes

A HI causou alteracdes estatisticamente significativas em praticamente todas
as camadas e subcamadas hipocampais analisadas, influenciando tanto as células
astrocitaria quando os neurdnios.

Os astrécitos hipocampais do grupo HI sofreram o processo de astrogliose
reativa, sendo este caracterizado pelo aumento da densidade numérica que se
mostrou estatisticamente significativa e de maior intensidade quando comparada
com o grupo controle.

A imunorreatividade astrocitdria ao S100B acompanhou, ap6s a sua
verificacdo quantitativa através da técnica de densitometria Optica e posterior
classificacdo qualitativa em trés grupos, o aumento da densidade numeérica do grupo
HI e a consequente astrogliose reativa. Cabe ressaltar e ela ocorreu de forma
paralela as alteraces detectadas por estudos anteriores que utilizaram exames de
imagem na avaliacéo do efeito da AOS sobre diversas regides encefalicas.

Além das alteracdes descritas acima, ocorreram também reacdes neuronais,
representadas principalmente por cariorrexe e por pichose, indicando que tais
células também foram sensiveis a Hl.

O efeito da HI sobre os astrocitos e sobre os neurdnios hipocampais
possivelmente causa repercussdo sobre o processo de aprendizado e de
memorizacdo, ja que ambas estdo intimamente correlacionadas com esta regido
encefélica.

Os achados do presente estudo permitem concluir que a técnica de
imunoistoquimica foi eficaz, tanto na identificacdo das altera¢cdes hipocampais
associadas a HI, quanto na reprodutibilidade dos resultados obtidos através de
técnicas distintas previamente utilizadas.

O modelo de experimentacdo animal utilizado para simular a AOS foi,

portanto, também consolidado.
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8 Consideracdes finais

Os achados do presente estudo levantam a necessidade da realizacdo de
técnicas adicionais para a investigacdo complementar das alteracdes histologicas
hipocampais.

A utilizacdo do método de dissector dptico e da imunofluorescéncia, além de
reduzirem as possiveis alteragcbes ocasionadas pelo processamento histologico
tradicional (principalmente a sobreposicdo de estruturas), possibilitara a analise
volumétrica dos prolongamentos citoplasméticos astrocitarios.

A quantificagdo da densidade neuronal e da alteragdo volumétrica destas
células, assim como a utilizacdo de marcadores imunoistoquimicos da cascata
apoptoética, mostram-se técnicas promissoras nha investigacdo complementar dos
achados detectados pelo presente estudo.

Os testes com os animais de ambos os grupos antes do seu sacrificio
também podem ser realizados para a verificacdo das alteracBes correlacionadas
com o processo de aprendizagem e de memorizagdo, assim como possiveis
alteracdes comportamentais.

De forma geral, a S100B tem se mostrado uma ferramenta extremamente Uutil
principalmente na investigagdo de alteragbes neuroldgicas. Estudos futuros
determinardo quais os disturbios que poderao ter seu diagndéstico e seu progndstico
estabelecidos através da dosagem desta proteina nos diferentes liquidos corporais,

evitando, desta forma, intervencdes agressivas ou desnecessarias nestes pacientes.
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Anexos

Anexo 1 - Escala de Sonoléncia de Epworth (versdo em portugués do Brasil):

ESCALA DE SONOLENCIA DE EPWORTH

134

Qual possibilidade de voce cochilar ou adormecer nas seguintes situacoes?

como sala de espera. cinema. teatro. igreja

Situacoes Chance de
cochilar-0a3

1. Sentado e lendo

2. Vendo televisdo

3. Sentado em lugar publico sem atividades

4. Como passageiro de carro, trem ou metro
andando por 1 hora sem parar

5. Deitado para descansar a tarde

6. Sentado e conversando com alguém

7. Sentado apds uma refeicdo sem alcool

8. No carro parado por alguns minutos no

durante transito

Total

0 - nenhuma chance de cochilar
1 - pequena chance de cochilar

2 — moderada chance de cochilar
3 - alta chance de cochilar

Dez ou mais pontos — sonoléncia excessiva que deve ser investigada

Fonte: Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT).
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Anexo 2 - Testes de comparacao entre as médias de CALl entre os grupos Hl e HIS.
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Anexo 3 - Testes de comparacéo entre as medias de CA3 entre os grupos HI e HIS.
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Anexo 4 - Testes de comparacao entre as medias de DG e a média total hipocampal

entre os grupos HI e HIS.
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