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PALAVRAS-CHAVE

Proteina HMGB1; Resumo ~ , L. , . . .
Introdugéo: O nivel sérico da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 esta relacionado com

Hipoxia; . . -
Apneia obstrutiva do a gravidade da apneia obstrutiva do sono.
S Objetivo: Avaliar o uso do nivel sérico da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 como um

Saturacdo de oxigénio melarcador bioldgico em pacientes 'com apr.1e1:a .ob’strutiv'a do son(A).. o .

(Sa0;) Metodo: Geramos um modelo murmo de h1p0x1§ 1nterm1tgnte cronica que.1m1ta a appela ObStrl:I-

tiva do sono em humanos. Pacientes com apneia obstrutiva do sono que fizeram polissonografia
foram incluidos prospectivamente. Amostras de soro foram obtidas de camundongos e pacientes
com apneia obstrutiva do sono e o nivel sérico da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1
foi medido por enzyme-linked immunosorbent assay.
Resultados: O nivel sérico da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 foi 56,16 + 30,33
ng/mL em hipodxia intermitente cronica e 18,63+ 6,20 ng/mL em camundongos controle
(p <0,05). Os valores médios do indice de apneia-hipopneia e do indice de distlUrbio respiratério
nos pacientes com apneia obstrutiva do sono foram 50,35 +27,96 e 51,56 428,53, respectiva-
mente, e o nivel médio da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 foi 30,13 419,97 ng/mL.
0 indice de apneia-hipopneia e o indice de distUrbio respiratorio ndo foram significantemente
associados com o nivel da proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 p> 0,05). Em vez disso,
esse nivel de proteina foi significantemente associado com o valor mais baixo da concentracao
arterial de oxigénio (Sa0;) (p <0,05).
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Conclusdo: A proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 pode estar envolvida na patogénese
da apneia obstrutiva do sono e a possibilidade de que essa proteina possa ser um marcador
bioldgico util na apneia obstrutiva do sono deve ser avaliada mais detalhadamente.
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Introducao

A apneia obstrutiva do sono (AOS), caracterizada por epi-
sodios recorrentes de interrupcao ou reducao da respiracao
durante o sono, é o distUrbio respiratorio relacionado ao
sono mais comum.” A AOS induz a falta da quantidade de
oxigénio necessaria durante o sono e resulta em aumento
do estresse oxidativo. Portanto, o estresse oxidativo foi
sugerido como um dos patomecanismos subjacentes que
explicam a relacao entre a AOS e as complicacoes rela-
cionadas a AOS, como hipertensao, disfuncao endotelial e
cardiopatia isquémica.? Por exemplo, a hipoxia intermitente
induzida por AOS causou influxo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (ROS) e o nivel aumentado de ROS indu-
ziu danos diretos ao miocardio. O aumento de ROS durante
o sono também é responsavel pela up-regulacao das molé-
culas de adesdo que podem danificar o endotélio.* Foi ainda
demonstrado que o tratamento da AOS diminuiu o estresse
oxidativo, conforme comprovado pela diminuicdo do nivel
de marcadores de estresse oxidativo no plasma.? Embora
os mecanismos moleculares que levam ao estresse oxida-
tivo na AOS nado tenham sido adequadamente elucidados,
a hipoxia e o aumento dos niveis de ROS sao provavel-
mente responsaveis pelo dano oxidativo em pacientes com
AOS.?

A proteina de alta mobilidade do grupo Box-1 (HMGB1)
€ uma proteina ubiqua, abundante e evolutivamente con-
servada em eucariotos, que medeia a ligacao e funcdes do
DNA como uma molécula chaperona de DNA nao histonica no
nucleo. A HMGB1 foi redescoberta como um produto tardio
de macrdéfagos estimulados por endotoxinas que podem ser
secretados na area extracelular de forma passiva ou ativa
através do citoplasma.® Na area extracelular, a HMGB1 se
liga a receptores, como o Toll-Like Receptor 2 (TLR2) e TLR4,
e transfere sinais inflamatorios. Portanto, os mecanismos
de translocacdao da HMGB1 sao considerados importantes
para o controle da atividade imunologica. Recentemente,
descobriu-se que o estresse oxidativo é um fator critico
na determinacdo da funcdo de citocina da HMGB1.%” ROS
induzidas por hipoxia sao relatadas como importantes para
a translocacdo da HMGB1 para a area extracelular.® Além
disso, o estado redox da HMGB1 determina sua funcdo na
qual as proteinas HMGB1 reduzidas e oxidadas tém funcoes
opostas.” Esse achado de estresse oxidativo induzido por
eventos hipoxicos ser um mecanismo importante tanto na
patogénese da AOS quanto na funcao da HMGB1 nos levou a
vincular a HMGB1 com a AOS.

Um relato anterior demonstrou que o nivel sérico de
HMGB1 era maior em pacientes com AOS do que em con-
troles e o nivel sérico de HMGB1 estava correlacionado com
o indice de disturbio respiratorio (IDR). Apds o tratamento
com pressao positiva continua nas vias aéreas (CPAP), o nivel
de HMGB1 voltou ao normal.? No entanto, nao houve outro
estudo que avaliasse o nivel sérico de HWGB1 em pacientes
com AOS.

Nossa hipotese é que a HMGB1 pode ser usada como um
parametro relevante na avaliacao da AOS porque o estresse
oxidativo esta fortemente associado a ela.’®'" Neste estudo,
nosso objetivo foi avaliar a relacdo entre os niveis de HWGB1
e os achados polissonograficos (PSG) e apoiar ainda mais
nossa hipotese com um modelo murino de hipdxia intermi-
tente cronica (HIC).

Método
Modelo murino de HIC

0 modelo murino de HIC foi criado de acordo com o proto-
colo descrito anteriormente (fig. 1 suplementar).’> O HIC é
desenvolvido como um modelo animal de AOS para investi-
gar a patogénese essencial das complicacoes relacionadas
a AOS, porque a exposicao cronica a hipdxia-reoxigenacao
€ um distlrbio importante que demonstrou aumentar signi-
ficativa e independentemente tanto a morbidade quanto a
mortalidade de pacientes com AOS."* Camundongos C57BL/
6J machos adultos (8 semanas de idade) foram divididos ale-
atoriamente em dois grupos, com seis camundongos em cada
um, que foram colocados em camaras idénticas. O grupo HIC
foi exposto a 4 semanas de HIC (12 horas de luz do dia por
dia), enquanto o grupo controle foi mantido em condicoes
normais de oxigenacao. Os camundongos foram transferidos
para uma camara de HIC personalizada que foi conectada
a um sistema de entrega de gas controle (Live Cell Instru-
ment, Seul, Coreia do Sul) durante o HIC. Cada ciclo de 120
s incluiu um estagio em que o 0, na camara foi mantido em
um ponto mais baixo de concentracao de 5%, seguido pela
restauracao para 21%.

Os camundongos foram eutanasiados no dia seguinte a
exposicao final a hipoxia e amostras de sangue foram cole-
tadas por puncédo cardiaca. A eutanasia dos camundongos
antes da deteccdo dos niveis séricos de HMGB1 foi feita
em estudos anteriores, nao afetou significativamente os
resultados do experimento.® O soro foi centrifugado ime-
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diatamente e as amostras de soro foram obtidas e mantidas
a -70°C até o seu uso nos procedimentos experimentais. Os
niveis de HMGB1 foram avaliados com as amostras de soro
obtidas.

Pacientes

O protocolo para coleta de dados humanos foi aprovado pelo
conselho de ética institucional do Yonsei University College
of Medicine (4-2018-0304, 4-2014-0246). O consentimento
informado foi obtido de todos os participantes. Pacientes
entre 19 e 70 anos que procuraram o servico de otorri-
nolaringologia do Severance Hospital foram incluidos neste
estudo.

Todos os participantes foram avaliados por PSG. Todas
os registros receberam escores com base em épocas de 30
segundos de acordo com os critérios da American Academy
of Sleep Medicine (AASM).'* Os estagios do sono recebe-
ram escores que usaram os critérios-padrao. A apneia foi
definida como a interrupcao do fluxo de ar por 10 s e a
hipopneia foi definida como uma reducao de 30% do fluxo
de ar ou dos movimentos respiratorios acompanhada por
uma diminuicdo de 3% na saturacao de oxigénio no sangue
arterial e/ou seguida por um despertar. O indice de apneia-
-hipopneia (IAH) foi calculado para todos os pacientes e
somente aqueles com IAH >5 foram incluidos. Pacientes com
IAH de 5 a 15 foram colocados no grupo de AOS leve, aqueles
com IAH de 16 a 30 no grupo de AOS moderada e aqueles com
IAH> 30 no grupo de AOS grave, de acordo com um estudo
anterior."

As amostras de sangue foram coletadas em tubos com
EDTA e tubos sem anticoagulante e imediatamente centri-
fugadas a 2500¢g por 5min. As amostras de soro separadas
foram coletadas e armazenadas a -80°C até serem usadas
na feitura de Elisa.

Medida do nivel sérico de HMGB1

Os niveis séricos de HMGB1 foram medidos por enzyme-
-linked immunosorbent assay (Elisa) com o kit HMGB1 Elisa
(Shino-Test Corp., Toéquio, Japédo) de acordo com o proto-
colo do fabricante. O teste Elisa foi feito de acordo com o
procedimento de ‘‘faixa normal’’, com sensibilidade de 0 a
80 ng/mL.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com o software SPSS
23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). Os dados foram apresen-
tados como média + desvio-padrao. O teste de Spearman foi
usado para analise de correlacdo entre variaveis continuas.
As analises de regressao univariada e multivariada foram
feitas para determinar os fatores que se associaram signifi-
cantemente com o nivel de HMGB1; valores de p iguais a ou
menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.
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Figura 1  Nivel sérico de HMGB1 aumentado no modelo de
camundongos HIC em relacdo a ‘‘faixa de normalidade’’’ do
grupo controle (GC).

Tabela 1 Caracteristicas clinicas dos individuos estudados
Parametro Valor

n 34

Sexo, masculino/feminino 32/2

Idade, anos 41,85415,30
indice de massa corporal, kg/m? 26,73+ 3,48

Presenca de hipertensao
Presenca de diabetes
Historia de tabagismo
Fumante atual
Ex-fumante
Nao-fumante

HMGB1 (ng/mL)

23,52% (8/34)
11,76% (4/34)

23,52% (8/34)
26,47% (9/34)
50,0% (17/34)
30,13£19,97

Resultados
Modelo murino de HIC

Geramos um modelo murino de HIC e um grupo de controle
(n=6, em cada). Amostras de soro foram obtidas de ambos
os grupos e comparadas. O nivel sérico de HMGB1 foi signifi-
cantemente maior no grupo HIC (9,91 £5,25 ng/mL) do que
no grupo controle (3,16 + 3,42 ng/mL) (fig. 1).

Sujeitos humanos

Na etapa seguinte, recrutamos prospectivamente pacientes
humanos com AQS, nos quais a PSG foi feita. Foram incluidos
no estudo 34 pacientes (32 homens e 2 mulheres) com AOS.
A média de idade foi de 41,85 & 15,30 anos. Oito pacientes
(23,52%, /34) foram diagnosticados com hipertensao e
quatro foram diagnosticados com diabetes (11,76%, 4/34).
0 nivel sérico médio de HMGB1 foi de 30,13 419,97 ng/mL
(tabela 1). O IAH médio foi de 50,35427,96 e o IDR médio
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Figura2 Associacdo entre os niveis de HMGB1 e Sa0,, IAH e IDI. (A) O valor mais baixo e (B) o valor médio da SaO, foram associados
negativamente ao nivel sérico de HMGB1. (C) O valor mais baixo de Sa0, e o valor médio foram associados entre si. (D) O IAH e (E)
IDI ndo foram associados com o nivel sérico de HMGB1.

Tabela 2 Resultados do estudo do sono nos individuos

estudados

Parametro Valor

IAH, vezes/h 50,35+27,96
IDR, vezes/h 51,56 + 28,53
ID, vezes/h 31,09 + 25,06
Sa0, média, % 93,66 +2,47
Valor mais baixo de Sa0,, % 75,97 +£9,70
Eficiéncia do sono, % 86,58 +12,20

Maior duracao da apneia, s
Maior duracao da hipopneia, s
Duracao média da apneia, s
Duracao média da hipopneia, s
Escore médio da ESS

64,11 £34,10
55,39 +224,22
28,80+9,66
27,42 £9,86
8,54+4,69

ID, indice de despertares; ESS, Epworth sleepiness scale.

de 51,56 4- 28,53 (tabela 2). As concentracdes média e mais
baixa de oxigénio arterial (Sa0;) foram 93,66%+2,47% e
75,97% +9,70%, respectivamente. A maioria dos pacientes
incluidos tinha AOS grave (26 de 34 pacientes) e dois
pacientes tinham AOS leve. A média de SaO, minima foi
de 96,1% no grupo de AOS leve, 95,01%+0,59% no grupo
de AOS moderada e 73,26% + 9,30% no grupo de AOS grave.
A andlise estatistica com o nivel sérico de HMGB1 e os
resultados da PSG mostraram que o nivel sérico de HMGB1
foi significativamente correlacionado com a Sa0, média e
com o seu valor mais baixo (fig. 2 A e B) e a Sa0; média
também foi associada com a Sa0, mais baixa (fig. 2C).
Entretanto, o nivel sérico de HMGB1 nao foi correlacionado
com IAH e o indice de distirbio respiratorio (IDR) (fig. 2 D
e E). Nas andlises de regressao univariada e multivariada
dos fatores clinicos e PSG avaliados, o valor mais baixo de
Sa0, foi o Unico fator que se manteve significativamente
associado ao nivel sérico de HMGB1 (tabela 3).

Tabela 3  Analises de regressao linear univariada e multivariada para identificar fatores associados ao nivel sérico de HWGB1
Variaveis Univariada Multivariada

B (EP) p-valor B (EP) p-valor
Idade -0,093 (0,230) 0,601 -0,140 (0,210) 0,389
Sexo -0,084 (14,773) 0,637 -0,100 (13,421) 0,537
IMC 0,0140 (1,024) 0,935 -0,100 (0,949) 0,544
IAH -0,043 (0,126) 0,809
IDR -0,064 (0,125) 0,723
ID 0,089 (0,144) 0,089
Sa0, média -0,378 (1,359) 0,028
Valor mais baixo de SaO, -0,478 (0,322) 0,004 -0,512 (0,340) 0,004
Maior duracao de apneia 0,137 (0,103) 0,441
Escore da ESS 0,118 (0,799) 0,526

EP, Erro-padrao; IMC, indice de massa corporal.
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Discussao

As alteracdes na fisiologia normal devido a disfuncao
metabdlica e endocrina, inflamacao cronica, ao estresse
e a hipoxia em pacientes com AOS estdao associadas a
alteracbes nos niveis séricos de varias moléculas.’® Entre
essas alteracdes, nos concentramos nos eventos de hipo-
xemia e nos niveis de HMGB1. Condicdes de hipoxia
aumentam o nivel de ROS e estresse oxidativo induzido por
ROS. O estresse oxidativo € um mecanismo importante na
translocacao extracelular de HMGB1 e um estudo anterior
comprovou a correlacdo do nivel sérico de HMGB1 com IDR
em pacientes com A0S.° O principal achado do presente
estudo é que o nivel sérico de HMGB1, que é um DAMP
(padrées moleculares associados a dano) e mediador da imu-
nidade inata, estava elevado no modelo murino de HIC, mas
nao se correlacionou com o IAH e IDR. Em vez disso, o nivel
mais baixo de Sa0; foi significantemente associado aos niveis
de HMGB1 no soro.

Varias reacdes inflamatorias estdo comprovadamente
associadas a AOS. Por exemplo, a ativacdo de mondcitos'” e
a ativacdo e proliferacdo de linfocitos T'® foram demons-
tradas na AOS. Além disso, as células B periféricas e as
células T natural-killer (NKT) estavam reduzidas em pacien-
tes com AOS." Essas células imunes e marcadores de células
imunes foram associados com o IAH e os valores médio e
mais baixo de Sa0,.2° A HMGB1 é uma proteina ubiqua que
esta presente em varios tipos de células e pode ser liberada
na area extracelular apos estimulacdo. Na area extracelu-
lar, a HMGB1 funciona como um DAMP, também conhecido
como alarmina, que sinaliza o dano celular e ativa o sistema
imunologico inato.?! Neste estudo, verificamos que o nivel
extracelular de HMGB1 estava significativamente elevado
no soro de camundongos com HIC, sugeriu que os eventos
de hipbxia durante o sono aumentaram o nivel extrace-
lular de HMGBI1. Isso esta de acordo com nossos achados
anteriores de que as condi¢des de hipdxia aumentam o
nivel de ROS e a secrecdo de HMGB1 na area extracelu-
lar, sugere que a HMGB1 é um marcador Gtil para estimar
o nivel de estresse oxidativo.® Como a HMGB1 extracelu-
lar pode funcionar como um DAMP, o nivel sérico elevado
de HMGB1 pode estar associado a eventos inflamatorios
sistémicos durante a patogénese da AOS. Portanto, mais
estudos sao necessarios para identificar a ligacao entre AOS e
HMGB1 extracelular. Curiosamente, foi relatado que o nivel
de marcadores de estresse oxidativo na saliva foi associado
a gravidade da AQOS e que o tratamento com CPAP dimi-
nuiu significativamente as concentracées matinais desses
marcadores na saliva.Z Como a coleta de sangue é inva-
siva, monitorar o nivel de HMGB1 na saliva e sua variacao
diurna seria outra abordagem na avaliacao da HMGB1 como
um biomarcador que reflete o nivel de estresse oxidativo na
AOS.

Que seja de nosso conhecimento, somente um estudo
anterior avaliou o nivel sérico de HMGB1 em pacien-
tes com AOS.° Naquele estudo, o nivel sérico de HMGB1
correlacionou-se positivamente com o IDR, o que nao é
corroborado por nossos achados. As caracteristicas dos

individuos incluidos em relacdo ao numero de sujeitos,
composicao de género e média de idade foram semelhan-
tes as do presente estudo. Essa discrepancia significa que
um grande estudo de base populacional deve ser feito para
estabelecer o nivel sérico de HMGB1 como um marcador
bioldgico importante na AOS.

A novidade de nosso estudo é que avaliamos os niveis
séricos de HMGB1 tanto em humanos quanto em um modelo
murino. Como a HIC é considerada o mecanismo da via
principal na AOS, os modelos murinos HIC sao amplamente
usados para estudar a AOS. Nosso achado de que camun-
dongos com HIC tinham um nivel mais alto de HMGB1 sérica
apoia a ideia de que a HMGB1 extracelular no soro pode
desempenhar um papel na patogénese da AOS. Neste estudo,
seguimos nosso modelo de HIC anterior, que inclui 4 semanas
de HIC. Existe a possibilidade de que a duracao da HIC possa
afetar o nivel de HMGB1 e a diferenca do nivel de HMGB1
no modelo de camundongo com duragées de HIC mais longas
requer um exame mais aprofundado.

O presente estudo tem varias limitacées. Em primeiro
lugar, nao estabelece uma relacdo causal entre HMGB1 e
AQS. Isso limita nossas descobertas como um estudo pre-
liminar e estudos adicionais devem ser feitos sobre como
o nivel sérico de HMGB1 pode ter valor clinico como um
biomarcador. Em segundo lugar, este estudo é baseado em
uma pequena populacdo e nao inclui individuos humanos
normais. Existe a possibilidade de que a idade, o sexo e
a presenca de hipertensao subjacente possam afetar de
maneira diferente o nivel de HMGB1 sérico. Foi relatado
que os niveis séricos de HWGB1 diminuem significativamente
com a idade em individuos saudaveis.”? Além disso, como
a maioria dos pacientes incluidos neste estudo tinha AOS
grave, nossos achados podem nao estar de acordo com a
AOQS leve. Terceiro, nao avaliamos a relagao entre o indice de
dessaturacao de oxigénio (ODI, do inglés oxygen desatura-
tion index) ou a porcentagem do tempo total de sono com a
dessaturacao de oxigénio e o nivel sérico de HMGB1. Estudos
recentes sugerem que pacientes com IAH semelhante podem
apresentar fisiopatologia diferente de acordo com a hipdxia
noturna, como tempo total de sono com saturacdo de oxigé-
nio <90% ou ODI. Mais estudos sdo necessarios para avaliar
a relacdo entre a hipdxia noturna e o nivel de HWGB1.%* Por
fim, avaliamos apenas o nivel de HMGB1 e nao avaliamos
outras moléculas representativas do estresse oxidativo em
pacientes com AOS.

Conclusao

Embora um estudo anterior mostrasse que o nivel sérico
de HMGB1 reflete a gravidade da doenca em pacientes
com AQOS, observamos que o nivel sérico de HMGB1 nao
estava associado ao IAH e o IDR. Em vez disso, verifica-
mos que a HMGB1 sérica estava significantemente elevada
em camundongos com HIC e que a concentragao sérica de
HMGB1 estava significantemente associada ao nivel mais
baixo de Sa0, em pacientes com AOS. Novos estudos com
uma populacdo maior ajudariam a avaliar a utilidade da
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