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RESUMO

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

pode representar potencial fator no controle da hipertensao.

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

hidroxicloroquina, calponina.
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ABSTRACT

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

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

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

hydroxychloroquine, calponin.
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1. INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1  DEFINICAO DE APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO

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

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

autdbnomo.38
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2. NORMAL
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b. HIPOPNEIA c. APNEIA

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

Adaptada de Somers et al.%’

A gravidade da AOS é classificada de acordo com o indice de apneia e hipopneia (IAH).
Esse indice é determinado dividindo o numero total de episddios de apneias e hipopneias pelo
namero de horas de sono. Em 2014, na 32 edicdo da classificacdo internacional dos distirbios
do sono, os despertares relacionados ao esforgo respiratorio (respiratory effort-related arousal;
RERA) foram incluidos ao diagndstico da AOS. Os RERAs sdo caracterizados por uma
sequéncia de respiracdes, com esforco respiratério crescente, resultando em despertar, sem
dessaturacdo de oxigénio. Somando-se 0s eventos de apneia, hipopneia e RERA, e os dividindo
pelo tempo total de horas de sono se obtém o indice de distarbio respiratério (IDR) (Tabela
1).38 Apesar de sua menor repercussio sobre o processo respiratorio, 0s RERAs estdo

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

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

Classificacdo conforme a Academia Americana de Medicina do Sono.8

2.2 ESTUDOS DE PREVALENCIA DA APNEIA DO SONO BASEADOS NA

POPULACAO

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

monitoracgdo portatil e identificaram a SAOS em 3,1% da populagdo. Ao todo, esses grandes
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estudos de populacdes predominantemente brancas estimam a prevaléncia da SAOS em
aproximadamente 3-4% em homens e 2% em mulheres. Curiosamente, apesar do indice de
massa corporal (IMC) geral ser inferior nos estudos da Asia, a prevaléncia da SAOS é
semelhante nos paises asiaticos, quando comparada com o0s seus homologos ocidentais. A
prevaléncia semelhante entre essas duas populacfes distintas destaca a importancia de outros
fatores de risco além da obesidade.*>*® Em conjunto, os resultados de varios estudos de base
populacional em vérias regides geograficas e grupos étnicos demonstram uma taxa de
prevaléncia semelhante de AOS e SAQS, apesar das diferencas nos desenhos dos estudos e dos
aspectos técnicos utilizados para identificar eventos respiratorios.

No Brasil, em 2010, foi publicado um estudo epidemiol6gico de base populacional da
cidade de S3o Paulo, onde a prevaléncia total de AOS foi de 32,8% (Figura 2).*” A amostra de
1042 individuos foi constituida de voluntarios com idades entre 20 e 80 anos que realizaram
polissonografia, sendo 55% do sexo masculino e 60% apresentavam IMC maior que 25 kg/m?.
Dentre os fatores independentes associados a AOS foram relatados: sexo masculino (OR 4,1;
IC95% 2,9-5,8), obesidade (OR 10,5; 1C95% 7,1-15,7) e idade superior a 60 anos (OR 34,5;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Russia

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

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

. wdr

Japan

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

1] AHI25 events per h: 176 million

AHI 215 events per h: 66 million

\

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

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

India

AHI 25 events per h: 52 million
AHI 215 events per h: 29 million

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

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

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

horas noturnas.

2.3 APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO E HIPERTENSAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

resistente, pois apresentam maior risco para problemas cardiovasculares.®® Pacientes que néo
28



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

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

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

cardioVascular Endpoints) indicaram que a prescricdo de CPAP ndo impediu a ocorréncia de
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eventos cardiovasculares em pacientes com AOS moderada a grave e DCV estabelecida,
quando comparada aqueles que receberam somente os cuidados usuais.®’ I1sso pode ser em parte
devido a adesao relativamente baixa, de menos de 4 horas por noite ao uso do CPAP. Dessa
forma, outros tratamentos sdo necessarios para melhorar a saude cardiovascular em pacientes
com AOS.

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

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

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

da PA. Adaptada de Brozovich et al.®

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

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

INTERMITENTE

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

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

de Fletcher et al.”

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

hipdxia intermitente.”® Alguns dos modelos ndo reproduzem a real situacdo da AOS por usar

33



tempos de exposicao a hipoxia muito variados. Por exemplo, protocolos de HIC com duracao
de 12 segundos, seguido por 18 segundos de normoxia,”’ ou periodos de hipoxia de 3 minutos
alternados com periodos de normoéxia de 3 minutos.”® O modelo mais comumente utilizado
inclui 30 segundos de hipoxia alternados com 30 segundos de normoxia durante oito horas.

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

Macitentan, um antagonista do receptor de endotelina, usado no tratamento da
hipertensdo arterial pulmonar, impediu 0 aumento da pressdo da PA causado exclusivamente
por doenca renal crénica, duas semanas de HIC ou a combinacdo de doenga renal cronica com
HIC, em ratos Sprague-Dawley. Ap6s esse periodo, 0 macitentan reverteu a hipertensdao em
todos os grupos, mesmo sem melhorar a fungdo renal.®? O carvedilol, um betabloqueador ndo
seletivo que exibe atividades intrinsecas anti- a1-adrenérgicas e antioxidantes, foi usado para
reverter a hipertensdo induzida por HIC, promovendo reducdo significativa da frequéncia
cardiaca, mas ndo alterando a PA.® Del Rio et al.* estudaram os efeitos do agente anti-
inflamatdrio néo esteroide ibuprofeno nos niveis de TNF-a e IL-1 no corpo carotideo de ratos,
a potencializacdo das respostas quimiossensoriais do corpo carotideo e o desenvolvimento de
hipertensdo apos 21 dias de HIC. Eles descobriram que o ibuprofeno evitou a superexpressao
das citocinas TNF-a e IL-1p no corpo carotideo e na hipertensao, mas ndo conseguiu bloquear

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

Para a escolha do numero de dias em que os animais ficaram submetidos ao protocolo
de HIC em nosso estudo, utilizamos como base o estudo de Tawahi et al.”’, que observou
aumento significativo da PA a partir de 8 dias de exposi¢do a HIC e que permaneceu elevada
até o final dos 37 dias do protocolo verificada por telemetria (Figura 8). Outro estudo publicado
no Hypertension, apresentou elevacio da PA ap6s 7 dias de exposicdo a HIC.”® Dessa forma,
mantivemos a escolha de um periodo de 14 dias de exposicdo a HIC em nosso protocolo
(Apéndice 1). Nosso grupo de pesquisa ja desenvolveu estudos com o modelo de HIC em ratos
e camundongos8586:87.8889.90.9192.93 ' mag esse foi 0 primeiro a utilizar o sistema de telemetria
para verificacdo da PA. O sensor de telemetria foi inserido na artéria femoral dos animais e sua

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

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

Catéter

Transmissor

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

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

eceptor
=
' Receptor

Referéncia de Matriz
pressao ambiental

Aquisicao de dados
e sistema de analise

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

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

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

precisos é bastante valiosa para investigar relacdes quantitativas entre a PA e outras variaveis.

38



25  ALTERACOES VASCULARES NA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO

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

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

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

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

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

induzidas por HIC estavam ausentes em camundongos knockout para CD36.

Normoéxia HIC
A

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

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

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

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

HIPOXIA INTERMITENTE

nmMLCK

Ceélula en

Permeabilidade 1 fosforilacio de eNOS I
vascular 1 biodisponibilidade de NO

2

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

Figura 13. Papel da quinase de cadeia leve da miosina ndo muscular (hnmMLCK) nas disfungdes vasculares
induzidas por hipdxia intermitente. A enzima multifuncional nmMLCK desempenha papel fundamental nas
disfuncbes estruturais e funcionais induzidas pela HI, mediando distdrbios na sinalizacdo endotelial de 6xido
nitrico (NO), estresse oxidativo, alteragdo da barreira endotelial e inflamacdo vascular. eNOS indica sintese de NO
endotelial; NF-kB, fator nuclear-kB; e ROS, espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Arnaud et al.***

2.6 PROTEINAS ENVOLVIDAS NA CONTRACAO DO MUSCULO LISO

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

pequeno. O controle do muasculo liso é involuntario, possuindo gatilhos para sua contracdo que

43



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

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

as células musculares lisas dispostas circunferencialmente. (B) llustragdo de uma célula muscular lisa contraida.
As unidades contrateis (areas sombreadas) abrangem membrana a membrana e sdo0 compostas por corpos densos
intracelulares e adesivos densos da membrana. A medida que as unidades contréteis aplicam forca & membrana
celular, grandes evaginacdes aparecem ao longo da membrana celular. (C) Ampliacdo de uma Unica unidade
contréatil, mostrando a ligacdo de filamentos finos de actina aos corpos densos e adesivos densos na membrana
celular. Os filamentos grossos de miosina possuem pontes cruzadas projetando-se em direcdo aos filamentos de
actina. (D) llustracéo dos filamentos finos e grossos. O filamento da miosina é composto por moléculas individuais
de miosina, com cada miosina tendo duas cabecas globulares. Cada cabega possui duas cadeias leves associadas,
cadeia leve essencial LC17 e cadeia leve reguladora LC20. O inicio da contragdo requer que a LC20 seja
fosforilada (P, fosfato) por uma quinase da cadeia leve da miosina dependente de calcio-calmodulina. O filamento
de actina é uma hélice em fita dupla composta por monémeros de actina globulares individuais. O sistema
regulador ligado a actina, atualmente previsto, € composto por tropomiosina, caldesmon e calponina. Adaptada de
Guilford e Warshaw.?4

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

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

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

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

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

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

de actina sobre as cabecas de miosina imobilizadas.?

2.7 INFLAMACAO

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

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

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

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

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

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

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

bidirecional das relagbes de causa-efeito (Figura 16).:%

M) P T SR e SRR 5% T—

! Processos sistémicos .

Idade |
(@) ' Obesidade !
= ) Disturbios metaholicos i

' Alteractes do sistema nervoso auténomo :
8 > ; Inflamacao ' «>

' Respostas hemodindmicas ao estresse |
O Func&o endotelial |
o ' Renina-angiotensina-aldosterona ! (@)
[+ ! Deslocamento de fluidos : 4]
- Sono ineficiente n
l; T S NN L N W LA MO A M v’ :
S Q
Sl ot ¢ _______________ Y=
a2 )
8 : Envolvimento do sistema ‘: o
o i Sistema nervoso central ' 2
© 4 Pulmonar
— | Cardiaco g%
) | Macro e microvasculatura :
= i Gosfrointestinal
o i Enddcrino '
< s Renal ;

< >
\ P, e

Figura 16. Representacdo esquematica das interagGes complexas e bidirecionais entre apneia obstrutiva do sono

e hipertensdo. Adaptada de Mikolajczyk e Guzik.**
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A fisiopatologia das alteracfes induzidas por HIC inclui aumento de marcadores

inflamato6rios®®’

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

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

141

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

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

de envelhecimento.

2.8  HIDROXICLOROQUINA

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

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

Estudos experimentais e clinicos transformaram o papel antimalérico tradicional da
cloroquina (CQ) e anélogos estruturais, relacionando essas drogas a agentes terapéuticos
potentes para uma série de indicagdes ndo maléricas. A aplicabilidade clinica em expansdo para
esses medicamentos inclui distdrbios reumatoldgicos e cardiovasculares, doenca renal cronica,
processos oncolégicos e outras infeccdes ndo maléricas. Esses avangos clinicos estdo
relacionados principalmente as agdes farmacoldgicas pleiotropicas desses medicamentos,
incluindo imunomodulagédo, propriedades anti-inflamatérias e capacidade de induzir autofagia
e apoptose a nivel celular.**” Confirmando essa hipdtese, em 2020, a CQ foi considerada
“altamente eficaz” no controle da infecgdo por coronavirus in vitro.1*® Nos pacientes com LES,
a CQ inibe a sintese de varios membros da familia das metaloproteinases de matriz,
especialmente de MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9)'*°, enzimas capazes de degradar o
colageno intersticial na capa fibrética da placa aterosclerdtica. '™

Alguns estudos sugerem que a HCQ reduz a producdo de citocinas importantes na
patogénese da aterosclerose, como interleucina-1, IL-6 e TNF-a.232 A terapia de bloqueio do
TNF-o foi associada reducdo do risco de DAC entre pacientes com AR.™! Através dos
resultados observados em pesquisas, a hipotese sobre a efetividade do uso da HCQ na DAC foi
levantada.'®> A HCQ pode ser uma opg¢do promissora para pacientes com DAC por seus
multiplos beneficios.'®® Em estudo de coorte retrospectivo realizado em 826 pacientes com LES

52



tratados com HCQ, foi encontrada uma taxa de risco significativamente reduzida para DAC
entre esses pacientes.'® Segundo os autores, 0s possiveis mecanismos desse efeito protetor

incluem inibicdo da inflamaco sistémica, regulagio de anticorpos antifosfolipides!>®

, protecéo
contra disfuncéo endotelial, reducdo da dose de esteroides e perfis lipidicos aprimorados.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

adversos da medicacdo foram sanados com a nova dosagem.

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

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

que sustentam a hipotese abaixo.
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3. HIPOTESE CONCEITUAL

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

simulando AOS.
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4. JUSTIFICATIVA

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

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

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

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

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

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

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

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

5.1 OBJETIVO GERAL

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

hipdxia intermitente cronica simulando apneia do sono.

5.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

da expressao de proteinas, utilizando a técnica de imunoistoquimica.

59



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA REVISAO DE LITERAT

! Senaratna CV, Perret JL, Lodge CJ, Lowe AJ, Campbell BE, Matheson MC, Hamilton GS,
Dharmage SC. Prevalence of obstructive sleep apnea in the general population: A systematic
review. Sleep Med Rev. 2017;34:70-81.

2 Benjafield AV, Ayas NT, Eastwood PR, Heinzer R, Ip MSM, Morrell MJ, Nunez CM, Patel
SR, Penzel T, Pépin JL, Peppard PE, Sinha S, Tufik S, Valentine K, Malhotra A. Estimation of
the global prevalence and burden of obstructive sleep apnoea: a literature-based analysis.
Lancet Respir Med. 2019;7:687-98.

8 Badran M, Ayas N, Laher I. Insights into obstructive sleep apnea research. Sleep Med.
2014;15:485-95.

4 Nieto FJ, Young TB, Lind BK, Shahar E, Samet JM, Redline S, D'Agostino RB, Newman
AB, Lebowitz MD, Pickering TG. Association of sleep-disordered breathing, sleep apnea, and
hypertension in a large community-based study. Sleep Heart Health Study. JAMA.
2000;283:1829-36. Erratum in: JAMA 2002;288:1985.

® Peppard PE, Young T, Palta M, Skatrud J. Prospective study of the association between sleep-
disordered breathing and hypertension. N Engl J Med. 2000;342:1378-84.

® do Carmo JM, da Silva AA, Moak SP, da Silva FS, Spradley FT, Hall JE. Role of melanocortin
4 receptor in hypertension induced by chronic intermittent hypoxia. Acta Physiol (Oxf).
2019;225:e13222.

" Ganesh BP, Nelson JW, Eskew JR, Ganesan A, Ajami NJ, Petrosino JF, Bryan RM Jr, Durgan
DJ. Prebiotics, Probiotics, and Acetate Supplementation Prevent Hypertension in a Model of
Obstructive Sleep Apnea. Hypertension. 2018;72:1141-50.

8 Perim RR, Bonagamba LG, Machado BH. Cardiovascular and respiratory outcome of

preconditioned rats submitted to chronic intermittent hypoxia. Exp Physiol. 2015;100:1008-17.

60



° Prabhakar NR, Peng YJ, Jacono FJ, Kumar GK, Dick TE. Cardiovascular alterations by
chronic intermittent hypoxia: importance of carotid body chemoreflexes. Clin Exp Pharmacol
Physiol. 2005;32:447-9.

10 Zoccal DB, Bonagamba LG, Antunes-Rodrigues J, Machado BH. Plasma corticosterone
levels is elevated in rats submitted to chronic intermittent hypoxia. Auton Neurosci.
2007;134:115-7.

Y turriaga R, Moya EA, Del Rio R. Carotid body potentiation induced by intermittent hypoxia:
implications for cardiorespiratory changes induced by sleep apnoea. Clin Exp Pharmacol
Physiol. 2009;36:1197-204.

12 Nanduri J, Makarenko V, Reddy VD, Yuan G, Pawar A, Wang N, Khan SA, Zhang X,
Kinsman B, Peng YJ, Kumar GK, Fox AP, Godley LA, Semenza GL, Prabhakar NR. Epigenetic
regulation of hypoxic sensing disrupts cardiorespiratory homeostasis. Proc Natl Acad Sci USA.
2012;109:2515-20.

13 Kanagy NL, Walker BR, Nelin LD. Role of endothelin in intermittent hypoxia-induced
hypertension. Hypertension. 2001;37:511-5.

14 Allahdadi KJ, Cherng TW, Pai H, Silva AQ, Walker BR, Nelin LD, Kanagy NL. Endothelin
type A receptor antagonist normalizes BP in rats exposed to eucapnic intermittent hypoxia. Am
J Physiol Heart Circ Physiol. 2008;295:H434-40.

15 Shamsuzzaman AS, Gersh BJ, Somers VK. Obstructive sleep apnea: implications for cardiac
and vascular disease. JAMA. 2003;290:1906-14.

16 Golbidi S, Badran M, Ayas N, Laher 1. Cardiovascular consequences of sleep apnea. Lung.
2012;190:113-32.

17 Schulz E, Gori T, Miinzel T. Oxidative stress and endothelial dysfunction in hypertension.

Hypertens Res. 2011;34:665-73.

61



8 Arnaud C, Beguin PC, Lantuejoul S, Pepin JL, Guillermet C, Pelli G, Burger F, Buatois V,
Ribuot C, Baguet JP, Mach F, Levy P, Dematteis M. The inflammatory preatherosclerotic
remodeling induced by intermittent hypoxia is attenuated by RANTES/CCLS5 inhibition. Am J
Respir Crit Care Med. 2011;184:724-31.

19 poulain L, Richard V, Lévy P, Dematteis M, Arnaud C. Toll-like receptor-4 mediated
inflammation is involved in the cardiometabolic alterations induced by intermittent hypoxia.
Mediators Inflamm. 2015;2015:620258.

20 Gras E, Belaidi E, Briangon-Marjollet A, Pépin JL, Arnaud C, Godin-Ribuot D. Endothelin-
1 mediates intermittent hypoxia-induced inflammatory vascular remodeling through HIF-1
activation. J Appl Physiol (1985). 2016;120:437-43.

21 Troncoso Brindeiro CM, da Silva AQ, Allahdadi KJ, Youngblood V, Kanagy NL. Reactive
oxygen species contribute to sleep apnea-induced hypertension in rats. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2007;293:H2971-6.

22 Friedman JK, Nitta CH, Henderson KM, Codianni SJ, Sanchez L, Ramiro-Diaz JM, Howard
TA, Giermakowska W, Kanagy NL, Gonzalez Bosc LV. Intermittent hypoxia-induced
increases in reactive oxygen species activate NFATc3 increasing endothelin-1 vasoconstrictor
reactivity. Vascul Pharmacol. 2014;60:17-24.

23 Shirinsky VP, Biryukov KG, Hettasch JM, Sellers JR. Inhibition of the relative movement of
actin and myosin by caldesmon and calponin. J Biol Chem. 1992 Aug5;267(22):15886-92.

24 Lju R, Jin JP. Calponin isoforms CNNZ1, CNN2 and CNN3: Regulators for actin cytoskeleton
functions in smooth muscle and non-muscle cells. Gene. 2016;585:143-53.

25 Brozovich FV, Nicholson CJ, Degen CV, Gao YZ, Aggarwal M, Morgan KG. Mechanisms
of VVascular Smooth Muscle Contraction and the Basis for Pharmacologic Treatment of Smooth

Muscle Disorders. Pharmacol Rev. 2016:;68:476-532.

62



26 Wang CL. Caldesmon and the regulation of cytoskeletal functions. Adv Exp Med Biol.
2008;644:250-72.

27 Kheirandish-Gozal L, Gozal D. Obstructive Sleep Apnea and Inflammation: Proof of Concept
Based on Two Illustrative Cytokines. Int J Mol Sci. 2019;20(3).

28 Jang CH, Choi JH, Byun MS, Jue DM. Chloroquine inhibits production of TNF-alpha, IL-
lbeta and IL-6 from lipopolysaccharide-stimulated human monocytes/macrophages by
different modes. Rheumatology (Oxford). 2006;45:703-10.

29 Weber SM, Levitz SM. Chloroquine interferes with lipopolysaccharide-induced TNF-alpha
gene expression by a nonlysosomotropic mechanism. J Immunol. 2000;165:1534-40.

30 Sharma TS, Wasko MC, Tang X, Vedamurthy D, Yan X, Cote J, Bili A. Hydroxychloroquine
Use Is Associated With Decreased Incident Cardiovascular Events in Rheumatoid Arthritis
Patients. J Am Heart Assoc. 2016;5.

31 McNicholas WT, Luo Y, Zhong N. Sleep apnoea: a major and under-recognised public health
concern. J Thorac Dis. 2015;7:1269-72.

%2 Ryan CM, Bradley TD. Pathogenesis of obstructive sleep apnea. J Appl Physiol.
2005;99:2440-50.

3 Berry RB, Budhiraja R, Gottlieb DJ, Gozal D, Iber C, Kapur VK, Marcus CL, Mehra R,
Parthasarathy S, Quan SF, Redline S, Strohl KP, Davidson Ward SL, Tangredi MM; American
Academy of Sleep Medicine. Rules for scoring respiratory events in sleep: update of the 2007
AASM Manual for the Scoring of Sleep and Associated Events. Deliberations of the Sleep
Apnea Definitions Task Force of the American Academy of Sleep Medicine. J Clin Sleep Med.
2012;8:597-619.

3 Malhotra A, White DP. Obstructive sleep apnoea. Lancet. 2002;360(9328):237-45.

% American Academy of Sleep Medicine. International classification of sleep disorders.

Diagnostic and coding manual (ICSD-2). 2nd ed. Westchester, Illinois, 2005.
63



% Dempsey JA, Veasey SC, Morgan BJ, O'Donnell CP. Pathophysiology of sleep apnea.
Physiol Rev. 2010;90:47-112.

37 Somers VK, White DP, Amin R, Abraham WT, Costa F, Culebras A, Daniels S, Floras JS,
Hunt CE, Olson LJ, Pickering TG, Russell R, Woo M, Young T. Sleep apnea and cardiovascular
disease: an American Heart Association/American College of Cardiology Foundation Scientific
Statement from the American Heart Association Council for High BP Research Professional
Education Committee, Council on Clinical Cardiology, Stroke Council, and Council on
Cardiovascular Nursing. J Am Coll Cardiol. 2008;52:686-717.

3 International Classification of Sleep Disorders, 3rd ed, American Academy of Sleep
Medicine, Darien, IL 2014.

39 Bao G, Guilleminault C. Upper airway resistance syndrome - one decade later. Curr Opin
Pulm Med. 2004;10:461-7.

40 Young T, Palta M, Dempsey J, Skatrud J, Weber S, Badr S. The occurrence of sleep-
disordered breathing among middle-aged adults. N Engl J Med. 1993;328:1230-5.

41 Duran J, Esnaola S, Rubio R, Iztueta A. Obstructive sleep apnea-hypopnea and related
clinical features in a population-based sample of subjects aged 30 to 70 yr. Am J Respir Crit
Care Med. 2001;163:685-9.

42 Bixler EO, Vgontzas AN, Lin HM, Ten Have T, Rein J, Vela-Bueno A, Kales A. Prevalence
of sleep-disordered breathing in women: effects of gender. Am J Respir Crit Care Med.
2001;163:608-13.

43 Bixler EO, Vgontzas AN, Ten Have T, Tyson K, Kales A. Effects of age on sleep apnea in
men: . Prevalence and severity. Am J Respir Crit Care Med. 1998;157:144-8.

44 Bearpark H, Elliott L, Grunstein R, Cullen S, Schneider H, Althaus W, Sullivan C. Snoring
and sleep apnea A population study in Australian men. Am J Respir Crit Care Med.

1995;151:1459-65.
64



4 1p MS, Lam B, Lauder 1J, Tsang KW, Chung KF, Mok YW, Lam WK. A community study
of sleep-disordered breathing in middle-aged Chinese men in Hong Kong. Chest. 2001;119:62-
9.

46 Sharma SK, Kumpawat S, Banga A, Goel A. Prevalence and risk factors of obstructive sleep
apnea syndrome in a population of Delhi, India. Chest. 2006;130:149-56.

47 Tufik S, Santos-Silva R, Taddei JA, Bittencourt LR. Obstructive sleep apnea syndrome in the
Sao Paulo Epidemiologic Sleep Study. Sleep Med. 2010;11:441-6.

48 Marin JM, Carrizo SJ, Vicente E, Agusti AG. Long-term cardiovascular outcomes in men
with obstructive sleep apnoea-hypopnoea with or without treatment with continuous positive
airway pressure: an observational study. Lancet. 2005;365:1046-53.

49 loachimescu OC, Janocko NJ, Ciavatta MM, Howard M, Warnock MV. Obstructive Lung
Disease and Obstructive Sleep Apnea (OLDOSA) cohort study: 10-year assessment. J Clin
Sleep Med. 2020. [Epub ahead of print]

%0 Mills KT, Bundy JD, Kelly TN, Reed JE, Kearney PM, Reynolds K, Chen J, He J. Global
Disparities of Hypertension Prevalence and Control: A Systematic Analysis of Population-
Based Studies From 90 Countries. Circulation. 2016;134:441-50.

1 Global Health Observatory (GHO) data: NCD mortality and morbidity.
www.who.int/gho/ncd/mortality_morbidity/en/

%2 Egan BM, Kjeldsen SE, Grassi G, Esler M, Mancia G. The global burden of hypertension
exceeds 1.4 billion people: should a systolic BP target below 130 become the universal
standard? J Hypertens. 2019;37:1148-53.

%3 Young T, Peppard P, Palta M, Hla KM, Finn L, Morgan B, Skatrud J. Population-based study
of sleep-disordered breathing as a risk factor for hypertension. Arch Intern Med.

1997;157:1746-52.

65



% Quan SF, Howard BV, Iber C, Kiley JP, Nieto FJ, O'Connor GT, Rapoport DM, Redline S,
Robbins J, Samet JM, Wahl PW. The Sleep Heart Health Study: design, rationale, and methods.
Sleep. 1997;20:1077-85.

% Lavie P, Herer P, Hoffstein V. Obstructive sleep apnoea syndrome as a risk factor for
hypertension: population study. Br Med J. 2000;320:479-82.

5 Marin JM, Agusti A, Villar 1, Forner M, Nieto D, Carrizo SJ, Barbé F, Vicente E, Wei Y,
Nieto FJ, Jelic S. Association between treated and untreated obstructive sleep apnea and risk of
hypertension. JAMA. 2012;307:2169-76.

> Young T, Finn L, Peppard PE, Szklo-Coxe M, Austin D, Nieto FJ, Stubbs R, Hla KM. Sleep
disordered breathing and mortality: eighteen-year follow-up of the Wisconsin sleep cohort.
Sleep. 2008;31:1071-8.

58 Caples SM, Gami AS, Somers VK. Obstructive sleep apnea. Ann Intern Med. 2005;142:187-
97.

59 Shahar E, Whitney CW, Redline S, Lee ET, Newman AB, Javier Nieto F, O’Connor GT,
Boland LI, Schwartz JE, Samet JM. Sleep-disordered breathing and cardiovascular disease:
cross-sectional results of the Sleep Heart Health Study. Am J Respir Crit Care Med.
2001;163:19-25

60 Gus I, Harzheim E, Zaslavsky C, Medina C, Gus M. Prevalence, awareness, and control of
systemic arterial hypertension in the state of Rio Grande do Sul. Arq Bras Cardiol. 2004;83:429-
33;424-8.

61 Lavie P, Hoffstein V. Sleep apnea syndrome: a possible contributing factor to resistant. Sleep.
2001;24:721-5.

%2 Logan AG, Perlikowski SM, Mente A, Tisler A, Tkacova R, Niroumand M, Leung RS,
Bradley TD. High prevalence of unrecognized sleep apnoea in drug-resistant hypertension. J

Hypertens. 2001;19:2271-7.
66



63 pedrosa RP, Drager LF, Gonzaga CC, Sousa MG, de Paula LK, Amaro AC, Amodeo C,
Bortolotto LA, Krieger EM, Bradley TD, Lorenzi-Filho G. Obstructive sleep apnea: the most
common secondary cause of hypertension associated with resistant hypertension. Hypertension.
2011;58:811-7.

%4 Goncalves SC, Martinez D, Gus M, de Abreu-Silva EO, Bertoluci C, Dutra I, Branchi T,
Moreira LB, Fuchs SC, de Oliveira AC, Fuchs FD. Obstructive sleep apnea and resistant
hypertension: a case-control study. Chest. 2007;132:1858-62.

65 Martinez-Garcia MA, Capote F, Campos-Rodriguez F, Lloberes P, Diaz de Atauri MJ,
Somoza M, Masa JF, Gonzalez M, Sacristan L, Barbé F, Duran-Cantolla J, Aizpuru F, Mafias
E, Barreiro B, Mosteiro M, Cebrian JJ, de la Pefia M, Garcia-Rio F, Maim6 A, Zapater J,
Herndndez C, Grau SanMarti N, Montserrat JM; Spanish Sleep Network. Effect of CPAP on
BP in patients with obstructive sleep apnea and resistant hypertension: the HIPARCO
randomized clinical trial. JAMA. 2013;310:2407-15.

% Weaver TE, Grunstein RR. Adherence to continuous positive airway pressure therapy: the
challenge to effective treatment. Proc Am Thorac Soc. 2008;5:173-8.

7 McEvoy RD, Antic NA, Heeley E, Luo Y, Ou Q, Zhang X, Mediano O, Chen R, Drager LF,
Liu Z, Chen G, Du B, McArdle N, Mukherjee S, Tripatih M, Billot L, Li Q, Lorenzi-Filho G,
Barbe F, Redline S, Wang J, Arima H, Neal B, White DP, Grunstein RR, Zhong N, Anderson
CS; SAVE Investigators and Coordinators. CPAP for Prevention of Cardiovascular Events in
Obstructive Sleep Apnea. N Engl J Med. 2016;375:919-31.

68 Tamisier R, Gilmartin GS, Launois SH, Pépin JL, Nespoulet H, Thomas R, Lévy P, Weiss
JW. A new model of chronic intermittent hypoxia in humans: effect on ventilation, sleep, and

BP. J Appl Physiol (1985). 2009;107:17-24.

67



%9 Tamisier R, Pépin JL, Rémy J, Baguet JP, Taylor JA, Weiss JW, Lévy P. 14 nights of
intermittent hypoxia elevate daytime BP and sympathetic activity in healthy humans. Eur
Respir J. 2011;37:119-28.

0 Gilmartin GS, Lynch M, Tamisier R, Weiss JW. Chronic intermittent hypoxia in humans
during 28 nights results in BP elevation and increased muscle sympathetic nerve activity. Am
J Physiol Heart Circ Physiol. 2010;299:H925-31.

"l Foster GE, Hanly PJ, Ahmed SB, Beaudin AE, Pialoux V, Poulin MJ. Intermittent hypoxia
increases arterial BP in humans through a Renin-Angiotensin system-dependent mechanism.
Hypertension. 2010;56:369-77.

72 Fletcher EC, Lesske J, Qian W, Miller CC, 3rd, Unger T. Repetitive, episodic hypoxia causes
diurnal elevation of BP in rats. Hypertension. 1992;19:555-61.

3 Kobayashi S, Zimmermann H, Millhorn DE. Chronic hypoxia enhances adenosine release in
rat PC12 cells by altering adenosine metabolism and membrane transport. J Neurochem.
2000;74:621-32.

4 Carpagnano GE, Kharitonov SA, Resta O, Foschino-Barbaro MP, Gramiccioni E, Barnes PJ.
Increased 8-isoprostane and interleukin-6 in breath condensate of obstructive sleep apnea
patients. Chest. 2002;122:1162-7.

> Chopra S, Polotsky VY, Jun JC. Sleep Apnea Research in Animals. Past, Present, and Future.
Am J Respir Cell Mol Biol. 2016;54:299-305.

6 Brooks D, Horner RL, Kozar LG, Render-Teixeira CL, Phillipson EA. Obstructive sleep
apnea as a cause of systemic hypertension. Evidence from a canine model. J Clin Invest.
1997;99:106-9.

" Tahawi Z, Orolinova N, Joshua IG, Bader M, Fletcher EC. Altered vascular reactivity in

arterioles of chronic intermittent hypoxic rats. J Appl Physiol. 2001;90:2007-13.

68



8 Hinojosa-Laborde C, Mifflin SW. Sex differences in BP response to intermittent hypoxia in
rats. Hypertension. 2005;46:1016-21.

" Boa, G, Metreveli N, Li R, Taylor A, Fletcher EC. BP response to chronic episodic hypoxia:
role of the sympathetic nervous system. J Appl Physiol. 1997;83:95-101.

8 Lurie A. Endothelial dysfunction in adults with obstructive sleep apnea. Adv Cardiol.
2011;46:139-70.

81 Diogo LN, Monteiro EC. The efficacy of antihypertensive drugs in chronic intermittent
hypoxia conditions. Front Physiol. 2014;5:361.

8 Morales-Loredo H, Jones D, Barrera A, Mendiola PJ, Garcia J, Pace C, Murphy M, Kanagy
NL, Gonzalez Bosc LV. A dual blocker of endothelin A/B receptors mitigates hypertension but
not renal dysfunction in a rat model of chronic kidney disease and sleep apnea. Am J Physiol
Renal Physiol. 2019;316:F1041-F1052.

8 Diogo LN, Pereira SA, Nunes AR, Afonso RA, Santos Al, Monteiro EC. Efficacy of
carvedilol in reversing hypertension induced by chronic intermittent hypoxia in rats. Eur J
Pharmacol. 2015;765:58-67.

8 Del Rio R, Moya EA, Parga MJ, Madrid C, Iturriaga R. Carotid body inflammation and
cardiorespiratory alterations in intermittent hypoxia. Eur Respir J. 2012;39:1492-500.

8 Martinez D, Vasconcellos LF, de Oliveira PG, Konrad SP. Weight loss and brown adipose
tissue reduction in rat model of sleep apnea. Lipids Health Dis. 2008;31:7-26.

8 Rosa DP, Martinez D, Picada JN, Semedo JG, Marroni NP. Hepatic oxidative stress in an
animal model of sleep apnoea: effects of different duration of exposure. Comp Hepatol.
2011;10:1.

87 Vieira LR, Martinez D, Forgiarini LF, da Rosa DP, de Mufioz GA, Fagundes M, Martins EF,
Montanari CC, Fiori CZ. Uncoupling protein-2 mRNA expression in mice subjected to

intermittent hypoxia. J Bras Pneumol. 2015;41:167-74.
69



8 Kim LJ, Martinez D, Fiori CZ, Baronio D, Kretzmann NA, Barros HM. Hypomyelination,
memory impairment, and blood-brain barrier permeability in a model of sleep apnea. Brain Res.
2015;1597:28-36.

8 Baronio D, Martinez D, Fiori CZ, Bambini-Junior V, Forgiarini LF, Pase da Rosa D, Kim
LJ, Cerski MR. Altered aquaporins in the brains of mice submitted to intermittent hypoxia
model of sleep apnea. Respir Physiol Neurobiol. 2013;185:217-21.

% Fiori CZ, Martinez D, Baronio D, da Rosa DP, Kretzmann NA, Forgiarini LF, Montanari CC,
Marroni NP, Carissimi A. Downregulation of uncoupling protein-1 mRNA expression and
hypoadiponectinemia in a mouse model of sleep apnea. Sleep Breath. 2014;18:541-8.

91 Kaminski RS, Martinez D, Fagundes M, Martins EF, Montanari CC, Rosa DP, Fiori CZ,
Marroni NP. Melatonin prevents hyperglycemia in a model of sleep apnea. Arch Endocrinol
Metab. 2015;59:66-70.

%2 da Rosa DP, Forgiarini LF, e Silva MB, Fiori CZ, Andrade CF, Martinez D, Marroni NP.
Antioxidants inhibit the inflammatory and apoptotic processes in an intermittent hypoxia model
of sleep apnea. Inflamm Res. 2015;64:21-9.

% Perini, S., Martinez, D., Montanari, C.C., Fiori, C.Z. Enhanced expression of melanoma
progression markers in mouse model of sleep apnea. Revista Portuguesa de Pneumologia
(English Edition). 2016;41:11-18.

% Hou S, Blesch A, Lu P. A radio-telemetric system to monitor cardiovascular function in rats
with spinal cord transection and embryonic neural stem cell grafts. J Vis Exp. 2014;e51914.

9 Data Science International: telemetry of small animals
https://www.datasci.com/products/implantable-telemetry/small-animal-telemetry

% Braga VA, Prabhakar NR. Refinement of telemetry for measuring BP in conscious rats. J Am

Assoc Lab Anim Sci. 2009;48:268-71.

70



9 Kramer K, Kinter LB. Evaluation and applications of radiotelemetry in small laboratory
animals. Physiol Genomics. 2003;13:197-205.

% Morton DB, Hawkins P, Bevan R, Heath K, Kirkwood J, Pearce P, Scott L, Whelan G, Webb
A; British Veterinary Association Animal Welfare Foundation; Fund for Replacement of
Animals in Medical Experiments; Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals;
Universities Federation for Animal Welfare. Refinements in telemetry procedures. Seventh
report of the BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group on Refinement, Part A.
Lab Anim. 2003;37:261-99.

% Kurtz TW, Griffin KA, Bidani AK, Davisson RL, Hall JE; AHA Council on High BP
Research, Professional and Public Education Subcommittee. Recommendations for BP
measurement in animals: summary of an AHA scientific statement from the Council on High
BP Research, Professional and Public Education Subcommittee. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 2005;25:478-9.

100 jelic S, Padeletti M, Kawut SM, Higgins C, Canfield SM, Onat D, Colombo PC, Basner RC,
Factor P, LeJemtel TH. Inflammation, oxidative stress, and repair capacity of the vascular
endothelium in obstructive sleep apnea. Circulation. 2008;117:2270-8.

101 Kanagy NL. Vascular effects of intermittent hypoxia. ILAR J. 2009;50:282-8.

102 Kyotani Y, Takasawa S, Yoshizumi M. Proliferative Pathways of Vascular Smooth Muscle
Cells in Response to Intermittent Hypoxia. Int J Mol Sci. 2019;20:2706.

103 Dematteis M, Julien C, Guillermet C, Sturm N, Lantuejoul S, Mallaret M, Lévy P, Gozal E.
Intermittent hypoxia induces early functional cardiovascular remodeling in mice. Am J Respir
Crit Care Med. 2008;177:227-35.

194 Sun Z. Aging, arterial stiffness, and hypertension. Hypertension. 2015;65:252-6.

105 Wilk G, Osmenda G, Matusik P, Nowakowski D, Jasiewicz-Honkisz B, Ignacak A,

Czesnikiewicz-Guzik M, Guzik TJ. Endothelial function assessment in atherosclerosis:
71



comparison of brachial artery flow-mediated vasodilation and peripheral arterial tonometry. Pol
Arch Med Wewn. 2013;123:443-5

196 pyca L, Blaise S, Romier B, Laffargue M, Gayral S, El Btaouri H, Kawecki C, Guillot A,
Martiny L, Debelle L, Maurice P. Matrix ageing and vascular impacts: focus on elastin
fragmentation. Cardiovasc Res. 2016;110:298-308.

107 Kovacic JC, Moreno P, Hachinski V, Nabel EG, Fuster V. Cellular senescence, vascular
disease, and aging: part 1 of a 2-part review. Circulation. 2011;123:1650-60.

108 perk J, De Backer G, Gohlke H, Graham I, Reiner Z, Verschuren WM, Albus C, Benlian P,
Boysen G, Cifkova R, Deaton C, Ebrahim S, Fisher M, Germano G, Hobbs R, Hoes A,
Karadeniz S, Mezzani A, Prescott E, Ryden L, Scherer M, Syvanne M, Scholte Op Reimer WJ,
Vrints C, Wood D, Zamorano JL, Zannad F; Fifth Joint Task Force of the European Society of
Cardiology and Other Societies on Cardiovascular Disease Prevention in Clinical Practice;
European Association for Cardiovascular Prevention and Rehabilitation. European Guidelines
on cardiovascular disease prevention in clinical practice (version 2012): The Fifth Joint Task
Force of the European Society of Cardiology and Other Societies on Cardiovascular Disease
Prevention in Clinical Practice (constituted by representatives of nine societies and by invited
experts). Atherosclerosis. 2012;223:1-68.

199 Guzik TJ, Touyz RM. Oxidative Stress, Inflammation, and Vascular Aging in Hypertension.
Hypertension. 2017;70:660-7.

110 polak JF, Pencina MJ, Pencina KM, O'Donnell CJ, Wolf PA, D'Agostino RB Sr. Carotid-
wall intima-media thickness and cardiovascular events. N Engl J Med. 2011;365:213-21.

111 Cortese R, Gileles-Hillel A, Khalyfa A, Almendros I, Akbarpour M, Khalyfa AA, Qiao Z,
Garcia T, Andrade J, Gozal D. Aorta macrophage inflammatory and epigenetic changes in a

murine model of obstructive sleep apnea: Potential role of CD36. Sci Rep. 2017;7:43648.

72



112 Beamish JA, He P, Kottke-Marchant K, Marchant RE. Molecular regulation of contractile
smooth muscle cell phenotype: implications for vascular tissue engineering. Tissue Eng Part B
Rev. 2010;16:467-91.

113 Owens GK, Kumar MS, Wamhoff BR. Molecular regulation of vascular smooth muscle cell
differentiation in development and disease. Physiol Rev. 2004;84:767-801.

114 Arnaud C, Bouyon S, Recoquillon S, Brasseur S, Lemarié E, Briangcon-Marjollet A, Gonthier
B, Toral M, Faury G, Martinez MC, Andriantsitohaina R, Pepin JL. Nonmuscle Myosin Light
Chain Kinase: A Key Player in Intermittent Hypoxia-Induced Vascular Alterations. J Am Heart
Assoc. 2018;7.

115°Sun C, Wu MH, Yuan SY. Nonmuscle myosin light-chain kinase deficiency attenuates
atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice via reduced endothelial barrier dysfunction
and monocyte migration. Circulation. 2011;124:48-57.

116 Wainwright MS, Rossi J, Schavocky J, Crawford S, Steinhorn D, Velentza AV, Zasadzki
M, Shirinsky V, Jia Y, Haiech J, Van Eldik LJ, Watterson DM. Protein kinase involved in lung
injury susceptibility: evidence from enzyme isoform genetic knockout and in vivo inhibitor
treatment. Proc Natl Acad Sci USA. 2003;100:6233-8.

117 Ralay Ranaivo H, Carusio N, Wangensteen R, Ohlmann P, Loichot C, Tesse A, Chalupsky
K, Lobysheva I, Haiech J, Watterson DM, Andriantsitohaina R. Protection against endotoxic
shock as a consequence of reduced nitrosative stress in MLCK210-null mice. Am J Pathol.
2007;170:439-46.

118 Reynoso R, Perrin RM, Breslin JW, Daines DA, Watson KD, Watterson DM, Wu MH, Yuan
S. A role for long chain myosin light chain kinase (MLCK-210) in microvascular
hyperpermeability during severe burns. Shock. 2007;28:589-95.

1191 ju Z, Khalil RA. Evolving mechanisms of vascular smooth muscle contraction highlight

key targets in vascular disease. Biochem Pharmacol. 2018;153:91-122.
73



120 Tansey MG, Luby-Phelps K, Kamm KE, Stull JT. Ca(2+)-dependent phosphorylation of
myosin light chain kinase decreases the Ca2+ sensitivity of light chain phosphorylation within
smooth muscle cells. J Biol Chem. 1994;269:9912-20.

121 Martinsen A, Dessy C, Morel N. Regulation of calcium channels in smooth muscle: new
insights into the role of myosin light chain kinase. Channels (Austin). 2014;8:402-13.

122 \Walsh MP. Calmodulin and the regulation of smooth muscle contraction. Mol Cell Biochem.
1994;135:21-41.

123 \Webb RC. Smooth muscle contraction and relaxation. Adv Physiol Educ. 2003;27:201-6.
124 Guilford WH, Warshaw DM. The molecular mechanics of smooth muscle myosin. Comp
Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 1998;119:451-8.

125 Makuch R, Birukov K, Shirinsky V, Dabrowska R. Functional interrelationship between
calponin and caldesmon. Biochem J. 1991;280:33-8.

126 7acour ME, Teoh H, Halayko AJ, Ward ME. Mechanisms of aortic smooth muscle
hyporeactivity after prolonged hypoxia in rats. J Appl Physiol. 2002;92:2625-32.

127 Allen BG, Walsh MP. The biochemical basis of the regulation of smooth-muscle contraction.
Trends Biochem Sci. 1994;19:362-8.

128 Takahashi K, Abe M, Hiwada K, Kokubu T. A novel troponin T-like protein (calponin) in
vascular smooth muscle: interaction with tropomyosin paracrystals. J Hypertens Suppl.
1988,6:540-3.

129 Je HD, Gangopadhyay SS, Ashworth TD, Morgan KG. Calponin is required for agonist-
induced signal transduction--evidence from an antisense approach in ferret smooth muscle. J
Physiol. 2001;537:567-77.

130 Kron SJ, Toyoshima Y'Y, Uyeda TQ, Spudich JA. Assays for actin sliding movement over

myosin-coated surfaces. Methods Enzymol. 1991;196:399-416.

74



131 Sobieszek A, Sarg B, Lindner H, Seow CY. Phosphorylation of caldesmon by myosin light
chain kinase increases its binding affinity for phosphorylated myosin filaments. Biol Chem.
2010;391:1091-104.

132 Winder SJ, Walsh MP. Smooth muscle calponin. Inhibition of actomyosin MgATPase and
regulation by phosphorylation. J Biol Chem. 1990;265:10148-55.

133 Mezgueldi M, Fattoum A, Derancourt J, Kassab R. Mapping of the functional domains in
the amino-terminal region of calponin. J Biol Chem. 1992;267:15943-51.

134 Oyarce MP, Iturriaga R. Proinflammatory Cytokines in the Nucleus of the Solitary Tract of
Hypertensive Rats Exposed to Chronic Intermittent Hypoxia. Adv Exp Med Biol.
2018;1071:69-74.

135 | esske J, Fletcher EC, Bao G, Unger T. Hypertension caused by chronic intermittent
hypoxia--influence of chemoreceptors and sympathetic nervous system. J Hypertens.
1997;15:1593-603.

136 Mikolajczyk TP, Guzik TJ. Adaptive Immunity in Hypertension. Curr Hypertens Rep.
2019;21:68.

137 Aziz F, Chaudhary K. The Triad of Sleep Apnea, Hypertension, and Chronic Kidney
Disease: A Spectrum of Common Pathology. Cardiorenal Med. 2016;7:74-82.

138 Rodriguez-lturbe B, Zhan CD, Quiroz Y, Sindhu RK, Vaziri ND. Antioxidant-rich diet
relieves hypertension and reduces renal immune infiltration in spontaneously hypertensive rats.
Hypertension. 2003;41:341-6.

139 Heijnen BF, Van Essen H, Schalkwijk CG, Janssen BJ, Struijker-Boudier HA. Renal
inflammatory markers during the onset of hypertension in spontaneously hypertensive rats.

Hypertens Res. 2014;37:100-9.

75



140 Bendich A, Belisle EH, Strausser HR. Immune system modulation and its effect on the BP
of the spontaneously hypertensive male and female rat. Biochem Biophys Res Commun.
1981,;99:600-7.

141 Luo WM, Kong J, Gong Y, Liu XQ, Yang RX, Zhao YX. Tongxinluo Protects against
Hypertensive Kidney Injury in Spontaneously-Hypertensive Rats by Inhibiting Oxidative Stress
and Activating Forkhead Box O1 Signaling. PLoS One. 2015;10:e0145130.

142 Quiroz Y, Pons H, Gordon KL, Rincon J, Chavez M, Parra G, Herrera-Acosta J, Gomez-
Garre D, Largo R, Egido J, Johnson RJ, Rodriguez-Iturbe B. Mycophenolate mofetil prevents
salt-sensitive hypertension resulting from nitric oxide synthesis inhibition. Am J Physiol Renal
Physiol. 2001;281:F38-47.

143 Tinsley JH, South S, Chiasson VL, Mitchell BM. Interleukin-10 reduces inflammation,
endothelial dysfunction, and BP in hypertensive pregnant rats. Am J Physiol Regulat Integr
Compar Physiol .2010;298:R713-9.

144 Franceschi C, Garagnani P, Parini P, Giuliani C, Santoro A. Inflammaging: a new immune-
metabolic viewpoint for age-related diseases. Nat Rev Endocrinol. 2018;14:576-90.

145 Kuznik A, Bencina M, Svajger U, Jeras M, Rozman B, Jerala R. Mechanism of endosomal
TLR inhibition by antimalarial drugs and imidazoquinolines. J Immunol. 2011;186:4794-804.
146 Edfeldt K, Swedenborg J, Hansson GK, Yan ZQ. Expression of toll-like receptors in human
atherosclerotic lesions: a possible pathway for plaque activation. Circulation. 2002;105:1158-
61.

147 Shukla AM, Shukla AW. Expanding horizons for clinical applications of chloroquine,
hydroxychloroquine, and related structural analogues. Drugs Context.2019;8.

148 \Wang M, Cao R, Zhang L, Yang X, Liu J, Xu M, Shi Z, Hu Z, Zhong W, Xiao G. Remdesivir
and chloroquine effectively inhibit the recently emerged novel coronavirus (2019-nCoV) in

vitro. Cell Res. 2020.
76



149 |esiak A, Narbutt J, Sysa-Jedrzejowska A, Lukamowicz J, McCauliffe DP, Wozniacka A.
Effect of chloroquine phosphate treatment on serum MMP-9 and TIMP-1 levels in patients with
systemic lupus erythematosus. Lupus. 2010;19:683-8.

150 Newby AC. Metalloproteinases promote plaque rupture and myocardial infarction: A
persuasive concept waiting for clinical translation. Matrix Biol. 2015;44-46:157-66.

151 Jacobsson LT, Turesson C, Gulfe A, Kapetanovic MC, Petersson IF, Saxne T, Geborek P.
Treatment with tumor necrosis factor blockers is associated with a lower incidence of first
cardiovascular events in patients with rheumatoid arthritis. J Rheumatol. 2005;32:1213-8.

192 Sun L, Liu M, Li R, Zhao Q, Liu J, Yang Y, Zhang L, Bai X, Wei Y, Ma Q, Zhou J, Yuan
Z, Wu Y. Hydroxychloroquine, a promising choice for coronary artery disease? Med
Hypotheses. 2016;93:5-7.

15 Tang C, Godfrey T, Stawell R, Nikpour M. Hydroxychloroquine in lupus: emerging
evidence supporting multiple beneficial effects. Intern Med J. 2012;42:968-78.

154 yang DH, Leong PY, Sia SK, Wang YH, Wei JC. Long-Term Hydroxychloroquine Therapy
and Risk of Coronary Artery Disease in Patients with Systemic Lupus Erythematosus. J Clin
Med. 2019;8.

155 Miranda S, Billoir P, Damian L, Thiebaut PA, Schapman D, Le Besnerais M, Jouen F, Galas
L, Levesque H, Le Cam-Duchez V, Joannides R, Richard V, Benhamou Y.
Hydroxychloroquine reverses the prothrombotic state in a mouse model of antiphospholipid
syndrome: Role of reduced inflammation and endothelial dysfunction. PL0oS One.
2019;14:e0212614.

156 \Wallace DJ, Metzger AL, Stecher VJ, Turnbull BA, Kern PA. Cholesterol-lowering effect
of hydroxychloroquine in patients with rheumatic disease: reversal of deleterious effects of

steroids on lipids. Am J Med. 1990;89:322-6.

77



157 Morris SJ, Wasko MC, Antohe JL, Sartorius JA, Kirchner HL, Dancea S, Bili A.
Hydroxychloroquine use associated with improvement in lipid profiles in rheumatoid arthritis
patients. Arthritis Care Res (Hoboken). 2011;63:530-4.

18 Kerr G, Aujero M, Richards J, Sayles H, Davis L, Cannon G, Caplan L, Michaud K, Mikuls
T. Associations of hydroxychloroquine use with lipid profiles in rheumatoid arthritis:
pharmacologic implications. Arthritis Care Res (Hoboken). 2014;66:1619-26.

159 petri M, Lakatta C, Magder L, Goldman D. Effect of prednisone and hydroxychloroquine
on coronary artery disease risk factors in systemic lupus erythematosus: a longitudinal data
analysis. Am J Med. 1994;96:254-9.

160 Solomon DH, Massarotti E, Garg R, Liu J, Canning C, Schneeweiss S. Association between
disease-modifying antirheumatic drugs and diabetes risk in patients with rheumatoid arthritis
and psoriasis. JAMA. 2011;305:2525-31.

161 Bili A, Sartorius JA, Kirchner HL, Morris SJ, Ledwich LJ, Antohe JL, Dancea S, Newman
ED, Wasko MC. Hydroxychloroquine use and decreased risk of diabetes in rheumatoid arthritis
patients. J Clin Rheumatol. 2011;17:115-20.

162 Wasko MC, Hubert HB, Lingala VB, Elliott JR, Luggen ME, Fries JF, Ward MM.
Hydroxychloroquine and risk of diabetes in patients with rheumatoid arthritis. JAMA.
2007,298:187-93.

163 Rekedal LR, Massarotti E, Garg R, Bhatia R, Gleeson T, Lu B, Solomon DH. Changes in
glycosylated hemoglobin after initiation of hydroxychloroquine or methotrexate treatment in
diabetes patients with rheumatic diseases. Arthritis Rheum. 2010;62:3569-73.

164 Wasko MC, McClure CK, Kelsey SF, Huber K, Orchard T, Toledo FG. Antidiabetogenic
effects of hydroxychloroquine on insulin sensitivity and beta cell function: a randomised trial.

Diabetologia. 2015;58:2336-43.

78



185 Quatraro A, Consoli G, Magno M, Caretta F, Nardozza A, Ceriello A, Giugliano D.
Hydroxychloroquine in decompensated, treatment-refractory noninsulin-dependent diabetes
mellitus. A new job for an old drug? Ann Intern Med. 1990;112:678-81.

166 Gerstein HC, Thorpe KE, Taylor DW, Haynes RB. The effectiveness of hydroxychloroquine
in patients with type 2 diabetes mellitus who are refractory to sulfonylureas — a randomized
trial. Diabetes Res Clin Pract. 2002;55:209-19.

167 Solomon DH, Karlson EW, Rimm EB, Cannuscio CC, Mandl LA, Manson JE, Stampfer
MJ, Curhan GC. Cardiovascular morbidity and mortality in women diagnosed with rheumatoid
arthritis. Circulation. 2003;107:1303-7.

188 petri M. Use of hydroxychloroquine to prevent thrombosis in systemic lupus erythematosus
and in antiphospholipid antibody-positive patients. Curr Rheumatol Rep. 2011;13:77-80.

189 Achuthan S, Ahluwalia J, Shafiq N, Bhalla A, Pareek A, Chandurkar N, Malhotra S.
Hydroxychloroquine’s efficacy as an antiplatelet agent study in healthy volunteers: a proof of
concept study. J Cardiovasc Pharmacol Ther. 2015;20:174-80.

170 Edwards MH, Pierangeli S, Liu X, Barker JH, Anderson G, Harris EN. Hydroxychloroquine
reverses thrombogenic properties of antiphospholipid anti-bodies in mice. Circulation.
1997;96:4380-4.

171 Shukla AM, Bose C, Karaduta OK, Apostolov EO, Kaushal GP, Fahmi T, Segal MS, Shah
SV. Impact of hydroxychloroquine on atherosclerosis and vascular stiffness in the presence of
chronic kidney disease. PL0S One. 2015;10:e0139226.

172 Jung H, Bobba R, Su J, Shariati-Sarabi Z, Gladman DD, Urowitz M, Lou W, Fortin PR. The
protective effect of antimalarial drugs on thrombovascular events in systemic lupus

erythematosus. Arthritis Rheum. 2010;62:863-8.

79



173 Hartman O, Kovanen PT, Lehtonen J, Eklund KK, Sinisalo J. Hydroxychloroquine for the
prevention of recurrent cardiovascular events in myocardial infarction patients: rationale and
design of the OXI trial. Eur Heart J Cardiovasc Pharmacother. 2017;3:92-7.

174 eckie MJ, Rees RG. Stevens-Johnson syndrome in association with hydroxychloroquine
treatment for rheumatoid arthritis. Rheumatology (Oxford). 2002;41:473-4.

175 Yogasundaram H, Putko BN, Tien J, Paterson DI, Cujec B, Ringrose J, Oudit GY.
Hydroxychloroquine-induced cardiomyopathy: case report, pathophysiology, diagnosis, and
treatment. Can J Cardiol. 2014;30:1706-15.

176 Muthukrishnan P, Roukoz H, Grafton G, Jessurun J, Colvin-Adams M.
Hydroxychloroquine-induced cardiomyopathy: a case report. Circ Heart Fail. 2011;4:e7-8.

17 Marmor MF, Carr RE, Easterbrook M, Farjo AA, Mieler WF; American Academy of
Ophthalmology. Recommendations on screening for chloroquine and hydroxychloroquine
retinopathy: a report by the American Academy of Ophthalmology. Ophthalmology.
2002;109:1377-82.

178 Abou Assalie N, Durcan R, Durcan L, Petri MA. Hydroxychloroquine-Induced Erythema
Multiforme. J Clin Rheumatol. 2017;23:127-8.

179 Mathis KW, Broome HJ, Ryan MJ. Autoimmunity: an underlying factor in the pathogenesis
of hypertension. Curr Hypertens Rep. 2014;16:424.

180 Mellana WM, Aronow WS, Palaniswamy C, Khera S. Rheumatoid arthritis: cardiovascular
manifestations, pathogenesis, and therapy. Curr Pharm Des. 2012;18:1450-6.

181 Reese T, Dickson AL, Shuey MM, Gandelman JS, Barnado A, Barker KA, Neal JE, Khan
OA, Dupont WD, Stein CM, Chung CP. Increased BP visit-to-visit variability in patients with
systemic lupus erythematosus: association with inflammation and comorbidity burden. Lupus.

2019;28:954-60.

80



182 Gomez-Guzman M, Jiménez R, Romero M, Sanchez M, Zarzuelo MJ, Gémez-Morales M,
O'Valle F, Lopez-Farré AJ, Algieri F, Galvez J, Pérez-Vizcaino F, Sabio JM, Duarte J. Chronic
hydroxychloroquine improves endothelial dysfunction and protects kidney in a mouse model
of systemic lupus erythematosus. Hypertension. 2014;64:330-7.

18 McCarthy CG, Wenceslau CF, Goulopoulou S, Ogbi S, Matsumoto T, Webb RC.
Autoimmune therapeutic chloroquine lowers BP and improves endothelial function in
spontaneously hypertensive rats. Pharmacol Res. 2016;113:384-94.

184 Long L, Yang X, Southwood M, Lu J, Marciniak SJ, Dunmore BJ, Morrell NW. Chloroquine
prevents progression of experimental pulmonary hypertension via inhibition of autophagy and
lysosomal bone morphogenetic protein type Il receptor degradation. Circ Res. 2013;112:1159-

70.

81



7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

com o sistema de telemetria.
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