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RESUMO 

Síndrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS) é uma doença crônica comum 

com importantes consequências cardiovasculares e neuropsiquiátricas. 

Repetidos eventos de apnéia causam hipóxia intermitente (HI) com alteração 

de função em diferentes sistemas. Na SAOS ocorre períodos de isquemia e de 

reperfusão, com isso a formação de radicais livres e estresse oxidativo (EO). 

Diferentes estudos experimentais na SAOS descrevem o envolvimento do EO e 

como conseqüência dano hepático entre outros, porem não há relatos de 

tempo de hipóxia intermitente necessários aos animais de experimentação para 

simular a apnéia e suas complicações. Assim esse trabalho investiga o tempo 

de hipóxia intermitente, simulando apnéia do sono, necessário para o 

desenvolvimento de dano oxidativo e tecidual hepático. Foram utilizados 

camundongos CF-1(n=36) divididos em três grupos: Sham operated (SO); 

Hipóxia Intermitente durante 21 dias (HI-21) e Hipóxia Intermitente durante 35 

dias (HI-35). Ao termino do experimento os animais foram anestesiados e 

sangue foi coletado para avaliação de enzimas hepáticas: aspartato amino 

transferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalína (FA) 

que se apresentaram aumentadas no grupo HI-35 e sem diferença significativa 

no grupo HI-21. Após a morte dos animais, foi retirado o fígado para avaliações 

bioquímicas e histológicas. O dano hepático foi avaliado pela técnica de 

TBARS, no qual foi verificado aumento significativo da lipoperoxidação (LPO) 

no grupo HI-35 em relação ao SO e sem diferença estatística no HI-21. O dano 

oxidativo ao DNA avaliado por ensaio cometa mostrou aumento significativo de 

dano no grupo HI-35. A avaliação das enzimas antioxidantes (AOX): 

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), 
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apresentaram-se diminuídos significativamente no grupo HI-35. A atividade 

AOX não enzimático avaliada pela glutationa total foi diminuída no grupo HI-35 

em comparação ao SO. A avaliação dos metabólitos do óxido nítrico (NO) 

nitritos e nitratos apresentaram-se aumentados no grupo HI-35. A análise 

histológica realizada pela coloração de hematoxilina e eosina (HE), mostrou 

lesão no tecido hepático no grupo HI-35. Desta forma sugerimos que o tempo 

necessário de hipóxia intermitente, que simula apnéia do sono, para a lesão 

hepática e estresse oxidativo seja entre 21 e 35 dias.  
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INTRODUÇÃO 

 Os distúrbios respiratórios do sono são momentâneos e muitas vezes 

cíclicos. As cessações no ritmo da respiração (apneia) ou mesmo redução na 

amplitude da respiração (hipopneias) são suficientes para causar hipoxemia e 

hipercapnia arterial importante. Ambas - apneias e hipopneias - são exclusivas 

do sono e ocorrem por comprometimento parcial ou até mesmo completo 

fechamento das vias aéreas superiores (apneia obstrutiva); acentuada redução 

ou cessação da atividade do tronco cerebral respiratório (apneia central) ou por  

combinação de eventos central e obstrutiva. Tais alterações respiratórias levam 

à hipóxia intermitente, que pode resultar em despertares transitórios do sono, 

ocasionando fragmentação do sono (1). 

 As espécies reativas de oxigênio (ERO) são produtos resultantes do 

metabolismo oxidativo normal do oxigênio, que são gerados durante a 

respiração celular. Dentro dessas ERO apresentam-se moléculas muito 

reativas, os radicais livres (RL), que reagem levando à lipoperoxidação (LPO).  

A célula apresenta, porém, um sistema de defesa antioxidante (AOX) 

enzimático e não enzimático que tem como objetivo impedir, varrer ou eliminar 

estes RL do meio, impedindo a LPO. Contudo, quando a geração de ERO 

excede a capacidade celular antioxidante, tanto por aumento da LPO e/ou 

diminuição das defesas AOX, desencadeia o estresse oxidativo (EO) que tem 

importante papel em muitas doenças inflamatórias (2-4).  

Estudos relatam que o estresse oxidativo está associado com a SAOS, 

tendo sua melhora após o tratamento com pressão positiva contínua em vias 

aéreas (CPAP) ou com dispositivo nasal (5-7). O CPAP, tratamento mais 
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comum para pacientes com apneia do sono, fornece pressão positiva contínua 

nas vias aéreas superiores, geralmente através de máscara nasal durante o 

sono, sendo essa ligada à turbina que fornece pressão de ar, melhorando a 

respiração em pacientes com apneia obstrutiva ou central (8). Ou seja, essa 

situação leva ao aumento de ERO na SAOS, sendo provavelmente iniciada 

pelas depleções repetidas na respiração que resultam em mudanças na 

pressão de oxigênio (PO2), por promover momentos de isquemia seguidos de 

reperfusão (4, 9-11). Na isquemia/reperfusão, o processo de formação de ERO 

dá-se por via da xantina, quando há ativação da enzima xantina oxidase que, 

em presença de oxigênio na reperfusão, gera RL, contribuindo para o estresse 

oxidativo (12-14). 

A SAOS é associada a doenças crônicas no fígado na esteato-hepatite 

não alcoólica (EHNA) (15-22). Savransky e colaboradores demonstraram que a 

hipóxia intermitente (HI) pode atuar como um “segundo hit” de dano hepático, 

amplificando a lesão tecidual induzida por uma dose elevada de paracetamol 

(23-24). O mecanismo de lesão, desencadeado pela SAOS, parece estar 

relacionado com a formação de peroxinitrito, depleção dos estoques de 

glutationa e apoptose dos hepatócitos (24). 
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REFERENCIAL TEÓRICO 

VIGÍLIA E SONO 

A vigília ocorre antes do início do sono e no despertar matinal. Além de 

breves períodos de acordar, cinco a quinze vezes por hora, em geral nas trocas 

de estágio e acompanhada de movimentos corpóreos mais ou menos sutis. O 

despertar é diferente do acordar. O despertar é breve, com duração entre três e 

quinze segundos, correspondendo apenas ao aparecimento de ondas alfa no 

eletroencefalograma (EEG). O acordar dura mais de quinze segundos e se 

acompanha de aumento de tono muscular, evidenciado por maior atividade no 

eletromiografia (EMG) (25). 

No sono, o EEG mostra uma sucessão ordenada e cíclica de ondas 

cerebrais de diferentes amplitudes e frequências que assinalam os estágios do 

sono. Estudo recente das propriedades taxonômicas dos estágios do sono 

concluiu que, do ponto de vista estatístico, as regras atuais de classificação de 

estágios resultam em padrões de EEG heterogêneos, podendo-se identificar 

três ou quatro tipos para cada estágio (26). 

Atualmente, avalia-se a qualidade do sono objetivamente através da 

polissonografia (PSG), método que combina eletroencefalograma, 

eletrooculograma, eletromiograma aos registros de respiração, saturação de 

oxigênio arterial e eletrocardiograma. Em adultos, o sono noturno é formado 

por quatro a seis ciclos de períodos de sono REM (do inglês, "rapid eye 

movement"), alternado com períodos de sono não REM (NREM, do inglês, “no 

rapid eye movement”). Cada ciclo dura de 90 a 110 minutos (27). 
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 Em humanos, o sono NREM é convencionalmente dividido em quatro 

estágios, de acordo com o aparecimento em sequência de ondas 

características no EEG, que vão do mais superficial, o estágio 1, até o mais 

profundo com ondas delta, o estágio 4 (1). 

 No sono REM, ocorre redução acentuada ou perda completa do tônus 

muscular. Também são observados abalos musculares e movimentos oculares 

rápidos, resultantes de descargas de neurônios pontino-geniculado-occipitais 

(PGO). Elas nascem na ponte, propagam-se para o núcleo geniculado lateral e 

alcançam o córtex occipital, gerando as imagens dos sonhos. Os sonhos 

ocorrem regularmente durante todo o período de sono REM. Predomina no 

terço final da noite, ocupando de uma a duas horas do sono do adulto (1). 

APNEIAS DO SONO 

Apneias e hipopneias do sono são perturbações respiratórias que 

ocorrem durante o sono, com duração de mais de dez segundos, causam 

hipoxemia e terminam com despertar autonômico ou cortical. O diagnóstico de 

síndrome das apneias e hipopneias obstrutivas do sono (SAHOS) exige a 

ocorrência de sintomas de sono perturbado, como sonolência, associado a 

cinco ou mais apneias ou hipopneias (AH) por hora de sono, causadas por 

colapso da faringe (1, 25).  

Notavelmente, pacientes com apneia do sono apresentam pouco ou 

nenhum problema com a sua respiração e com a permeabilidade das vias 

aéreas superiores (VAS), enquanto acordado. A grande maioria dos portadores 

dessa doença apresenta sistemas de controle ventilatório que são capazes de 

regular sua ventilação alveolar e gasometria arterial com variações pequenas 
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em relação à vigília. Além disso, quando acordado, tais sistemas de controle 

saudáveis possuem feedback suficientemente sensível e controles para 

assegurar a coordenação precisa da parede torácica e das vias aéreas 

superiores, com o recrutamento dos músculos respiratórios, de modo a 

proporcionar diâmetro máximo das vias aéreas, resistência das vias aéreas 

baixas e volumes pulmonares e ótimo comprimento musculares respiratórias, 

independente da condição ventilatória (1). Durante o sono, esses indivíduos, 

mesmo com o controle da respiração normal, estão, entretanto, sujeitos a 

sofrer apneias. 

As perturbações respiratórias do sono são comumente divididas em 

centrais, denotado por ausência ou redução acentuada na sinalização motora 

central para os músculos respiratórios; obstrutivas, compostas de esforços 

respiratórios contra via aérea superior fechada; ou mistas, quando ocorre 

alternância entre obstrutiva e central (1). 

A atividade elétrica de neurônios bulbares responsáveis pela inspiração 

mostra redução da amplitude na transição do estado vigília para o sono NREM, 

geralmente acompanhada de ligeira a moderada hipoventilação (2 a 8 mmHg 

PaCO2) e aumentada de duas a cinco vezes a resistência das vias aéreas 

superiores (28-31). 

Em momentos de hipóxia, sabe-se que pode ter uma diminuição 

intrapulmonar de vasodilatadores, diminuindo a luz do vaso, deixando a troca 

gasosa mais eficiente (32-33). Porem em outros órgãos espera-se um aumento 

desses vasos, levando ao aumento de vasodilatadores, principalmente o óxido 

nítrico (NO). 
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REPERCUSSÃO DAS APNEIAS DO SONO 

Além de sonolência diurna, as apneias do sono, por seu impacto sobre o 

sistema nervoso central, causam alterações psicossociais e distúrbios de 

memória, pensamento, comunicação e aprendizado (34). Em modelo animal, a 

hipóxia intermitente (HI) causa morte dos neurônios corticais por apoptose (35). 

As causas do prejuízo mental tanto podem ser fragmentação do sono pelos 

despertares, quanto episódio de HI durante as apneias, ou ambos.  

Mesmo tratadas as apneias, os pacientes podem continuar sonolentos. 

Um modelo animal, descrito por Veasey e colaboradores (36), demonstrou que 

a irreversibilidade da sonolência, em camundongos, deve-se à uma lesão no 

sistema nervoso central e envolve reações de oxidação e nitração nas áreas 

responsáveis pela manutenção da vigília (36). 

No que tange ao aparelho cardiovascular do paciente com SAHOS, o 

aumento de incidência de hipertensão arterial sistêmica é comprovado com 

estudos em grande número de pacientes, sendo controlado para os fatores de 

confusão conhecidos (37-38). A hipertensão arterial pode ser a base para as 

demais consequências cardiovasculares das apneias e está comprovadamente 

relacionada à HI (39-40). 

FISIOPATOLOGIA DA SAOS 

 As vias aéreas superiores (VAS) fazem parte de uma estrutura complexa 

e necessária para a realização da deglutição, vocalização e respiração. Sua 

obstrução é mais frequente em seres humanos, em parte, porque o osso hióide 

não está firmemente ligado às estruturas esqueléticas, como em outros 
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mamíferos, o osso hióide é anexado ao processo estilóide do crânio (41). 

 Além do arco hióide, alguns pesquisadores atribuem mudanças 

anatômicas no desenvolvimento evolutivo, contribuindo para frequência 

elevada de SAOS em humanos. Principalmente a posição da laringe em 

relação à orofaringe, a qual, ao separar o palato mole da epiglote, estreita a 

orofaringe, fazendo com que a língua invada o espaço disponível (42-44). 

A região oral da faringe é dividida em nasofaringe, retropalatal, 

retroglossal e hipofaringe (Figura 1A). Pode ocorrer o fechamento (bloqueio da 

passagem de ar) em uma ou mais regiões da faringe em indivíduos que 

apresentam a SAOS, sendo que essas regiões podem apresentar um 

estreitamento até mesmo durante a vigília (45-48). Embora a região retropalatal 

da orofaringe seja o local mais comum de bloqueio (Figura 1B), o estreitamento 

da via aérea é um processo dinâmico e muito variado, inclui as regiões 

retroglossal e hipofaringe (49-50). Em indivíduos portadores de obesidade com 

SAOS, ocorre o fechamento das VAS principalmente na velofaringe, enquanto 

em pacientes portadores de obesidade com SAOS e recesso na mandíbula, o 

colapso ocorre em ambas as velo e na orofaringe (51). 

  

 

 

 

FIGURA 1: RESSONÂNCIA MAGNÉTICA DEMONSTRANDO IMAGEM SAGITAL DE INDIVÍDUO NORMAL E DE 

SAOS. 

A: imagem sagital de ressonância magnética em indivíduo normal; B: imagem 

língua 
retropalatal 
nasofaringe 

retroglossal 

hipofaringe 

gordura 

palato mole 

A B 
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sagital de ressonância magnética em paciente com SAOS grave. Destacam-se 

as quatro regiões da via aérea superior (nasofaringe, região retro- palatal, 

retroglossal, hipofaringe) e tecidos moles das VAS (palato mole, língua, 

gordura) e estruturas crânio-faciais (mandíbula). Nota-se que o paciente em 

apneia apresenta as VAS menores, quanto na região retropalatal e retroglossal 

o palato mole e a língua são maiores, e a quantidade de gordura subcutânea é 

maior. Adaptado de Schwab, 1995 (47). 

DIAGNÓSTICO E CLASSIFICAÇÃO DA SAOS 

A polissonografia assistida é o padrão de teste de diagnóstico para 

SAOS. Trata-se de gravações simultâneas de múltiplos sinais fisiológicos 

durante o sono, incluindo o eletroencefalograma, eletrooculograma, 

eletromiograma, fluxo aéreo oronasal e saturação da oxi-hemoglobina. 

Coletivamente essas avaliações permitem a identificação e a classificação das 

apneias e hipopneias. Define-se apneia como cessação completa do fluxo de 

ar por, pelo menos, dez segundos; e hipopneia como redução no fluxo de ar, 

seguida por despertar do sono ou diminuição de saturação da oxi-hemoglobina 

(27). 

A gravidade da apneia do sono é geralmente avaliada pelo índice de 

apneia e hipopneia (IAH), que é o número de apneias e hipopneias por hora de 

sono. Várias medidas adicionais de gravidade da doença caracterizam o grau 

de hipoxemia noturna (como a dessaturação de oxi-hemoglobina média) e o 

grau de fragmentação do sono, as quais também são usadas na clínica e na 

área de investigação (27). 

O aumento de conhecimento sobre a SAHOS demonstrou sua gravidade 
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como problema de saúde pública, por ser prevalente e impor relevante 

morbidade cardiovascular e neurocognitiva em todas as faixas etárias. Um 

estudo de prevalência, realizado na cidade de São Paulo, verificou que 21,3% 

das pessoas analisadas apresentavam IAH entre 5 e 14,9 e 16,9% tinha IAH 

superior ou igual a 15 (52). 

SAOS, INFLAMAÇÃO E ESTRESSE OXIDATIVO 

 A obesidade, tanto central quanto visceral, está associada com maior 

risco para SAOS (52-53), demonstrando que há outros fatores, além da causa 

puramente mecânica, que podem contribuir para a patogênese dos distúrbios 

do sono. Depósitos de gordura visceral representam uma fonte rica de 

mediadores humorais e citocinas inflamatórias, portanto podem ter impacto 

sobre as respostas neurais do controle respiratório (54).  

Um dos principais fatores derivados de adipócito estudado é a leptina, 

que atua no controle respiratório. Inicialmente foi descoberto seu papel de 

atuação nos receptores hipotalâmicos: reduzir a saciedade e aumentar o 

metabolismo (55), podendo atuar como um estimulante respiratório (56), sendo 

associada à síndrome de hipoventilação na obesidade em humanos (57). 

Embora não haja evidências diretas de que a deficiência de leptina possa ter 

impacto no controle dos músculos respiratórios nas VAS, ela pode 

desempenhar um papel de hipoventilação noturna, especialmente em sono 

REM, quando a respiração é deprimida, conforme demonstrado na deficiência 

de leptina em camundongos (56). 

 Barcelo e colaboradores, demonstraram que estão aumentados os 

níveis de leptina e o neuropeptídio Y em pacientes com SAHOS, 
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independentemente de uso de CPAP, a obesidade, porém, foi um interferente 

para leptina (58). O tecido adiposo libera muitos outros fatores humorais, 

incluindo clássicas citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral 

α (TNF- α) e interleucina 6 (IL-6), os quais estão aumentados em pacientes 

com SAOS e podem ser reduzidos com terapia de CPAP (59-60). 

A obstrução das VAS leva à diminuição da oxigenação do sangue e 

hipóxia intermitente (HI), caracterizada por episódios repetidos de 

hipóxia/reoxigenação. A principal fonte de geração de radicais livres nas 

células durante a hipóxia foi relatada como semelhante à isquemia e à 

reperfusão, quando ocorre diminuição do potencial redox mitocondrial, 

causando uma produção de ERO a partir da cadeia de transporte de elétrons, 

principalmente no nível III do citocromo (61).  

Além disso, a liberação de ERO pode ser aumentada em condições de 

hipóxia através da ativação da xantina oxidase (XO) (62), Nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NAPDH) oxidase (63), e fosfolipase A2 (64). Devido à alteração 

do sistema de formação de ATP, na hipóxia, que altera da via aeróbica para a 

via anaeróbica (figura 2), o qual ativa a xantina oxidase que em presença de 

oxigênio (reoxigenação) gera radicais livres (62). 

Sabe-se que as consequências da isquemia em diferentes tecidos 

dependem de sua duração, e que muitas lesões são desenvolvidas durante o 

estágio de reoxigenação, decorrente da reperfusão tecidual (12-14). Durante a 

isquemia, sabe-se que há alteração no sistema de formação de ATP, sendo por 

via da hipoxantina e, quando há reoxigenação (reperfusão) com ativação da 

XO, dá-se a formação de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio (Figura 2), 
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grandes responsáveis pelo aumento de RL com a consequência do estresse 

oxidativo.  

 

FIGURA 2 - MECANISMO PROPOSTO PARA GERAÇÃO DE RADICAIS LIVRES DE OXIGÊNIO APÓS PERÍODOS 

DE ISQUEMIA E REPERFUSÃO (12-14).  

A mitocôndria é alvo importante dos danos provocados pelos processos 

de isquemia e reperfusão (65). Nela, ocorre diminuição das atividades da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo ligada com hidrogênio (NADH) 

desidrogenase, do carregador de adenosina difosfato/adenosina trifosfato 

(ADP/ATP) e da ATP sintetase, além de aumento na atividade da fosfolipase 

A2. Ocorre ainda acentuado acúmulo de cálcio e aumento da geração de 

radicais livres pelas mitocôndrias. A associação desses eventos pode ser 

responsável pelas lesões e morte celular, decorrentes da reperfusão, 

possivelmente por um fenômeno de transição de permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna (66).  
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ESTRESSE OXIDATIVO 

RADICAIS LIVRES E ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 O consumo de oxigênio pelos organismos aeróbios está intimamente 

ligado à otimização da extração de energia dos diversos substratos 

energéticos. Seu alto potencial oxidante pode ser verificado pela comparação 

da eficiência com que ocorrem as reações do metabolismo aeróbio. Por 

exemplo, a oxidação completa da glicose pode liberar energia suficiente para 

ressíntese de 38 ATP, enquanto no sistema anaeróbio apenas 2 ATP são 

obtidos. No primeiro caso, as células transformam glicose (C6H12O6) em água e 

dióxido de carbono (CO2), graças à oxidação por oxigênio molecular.  

 

 A redução completa de uma molécula de oxigênio à água requer quatro 

elétrons. Redução tetraeletrônica do O2 evita as reações intermediárias e 

ocorre na cadeia respiratória acoplada à fosforilação oxidativa, pelo sistema 

citocromo-oxidase, que forma ATP (67). 

 

É preciso, porém, ressaltar que nem sempre o oxigênio transforma-se 

diretamente em água. Em cerca de 5% do processo, o oxigênio tem tendência 

forte de receber um elétron de cada vez, redução monoeletrônica do oxigênio, 

formando, durante as reações, uma série de intermediários tóxicos e reativos 

que são as ERO (68). 

O2 + 4e  + 4H   2 H2O 

C6H12O6  6O2  6H2O  6CO2 
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O rompimento das ligações entre as moléculas também pode levar à 

formação de RL. Na fissão homolítica, cada elemento fica com um elétron 

desemparelhado, formando, assim, dois RL. Na fissão heterolítica, não há 

formação de RL, pois um elemento fica com os dois elétrons (com carga 

negativa) e o outro elemento fica sem nenhum elétron (com carga positiva) 

(69). 

   

 

 Algumas ERO também são conhecidas como radicais livres (RL). Essa 

denominação, no entanto, não inclui só os radicais de oxigênio, mas vários 

outros como o átomo de hidrogênio, os íons de metais de transição, mas 

também os radicais de nitrogênio como o peroxinitrito, o óxido nítrico, o dióxido 

de nitrogênio, etc. Portanto: RL é qualquer espécie química (átomo, molécula) 

capaz de existência independente, que possua um ou mais elétrons 

desemparelhados em qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo” 

(67, 70-71). 

Quando um RL reage com um composto não radical, outro RL pode ser 

e–          e– + 2H+           e– + H+         e–  + H+ 

O2     O –             H2O2          OH           H2O 

Fissão Heterolítica 

Fissão Homolítica  xx
x
x B +A  B A  

A  B   A - +  Bx
x

x
x 
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formado, induzindo, assim, reações em cadeia, como é o caso da 

lipoperoxidação (LPO). Dessa forma, podem ser produzidos efeitos biológicos 

distantes do sítio de geração do primeiro RL formado. As reações em cadeia 

têm uma série de etapas durante as quais se consome uma espécie 

intermediária, os reativos convertem-se em produtos e os intermediários são 

regenerados, permitindo que o ciclo recomece. As etapas do processo de LPO 

são estas: iniciação, propagação e terminação. 

 A iniciação é o primeiro passo das reações em cadeia, é necessário que 

o RL ataque uma molécula orgânica, abstraindo um átomo de hidrogênio de um 

grupamento químico. Na LPO, o RL é geralmente o radical hidroxil (OH·); o 

grupamento químico é um metileno pertencente a um ácido graxo 

poliinsaturado da membrana (72). 

 A retirada de um átomo de hidrogênio do grupamento metileno leva à 

formação de um radical centrado no carbono (-CH-), o qual tende a se 

estabilizar por um rearranjo molecular, formando um dieno conjugado (Figura 

3). Este, por sua vez, ao se combinar com o oxigênio, produz o radical peroxil 

também chamado radical peróxi. 

 No estágio de propagação, os radicais peroxil (ROO·) são capazes de 

abstrair hidrogênio de outra molécula lipídica, ou seja, de um ácido graxo 

adjacente. O radical peroxil pode também se combinar com o átomo de 

hidrogênio que ele abstraiu, produzindo um lipídio hidroperóxido. Os lipídios 

hidroperóxidos decompõem-se numa reação catalisada por complexos de ferro 

e cobre, produzindo aldeídos como o malondialdeído, hidrocarbonetos voláteis 

(como o gás pentano) e outros produtos (Figura 3) (69). Foi sugerido que 
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reações de degradação, as quais ocorrem durante a LPO, podem originar 

oxigênio singlet, acelerando este processo (69). 

 Além da perda da fluidez da membrana, há também desarranjo dos 

receptores e potenciação da lise celular. O dano dos RL a enzimas que contêm 

enxofre e outras proteínas culmina em sua inativação, ligações cruzadas, de 

maneira aleatória, e desnaturação (73). 

 

FIGURA 3: REAÇÕES EM CADEIA DA LIPOPEROXIDAÇÃO (67). 
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ANTIOXIDANTES 

 Existem defesas contra os processos mediados pelas ERO que incluem 

os sistemas de defesas antioxidantes (AOX). Antioxidante é qualquer 

substância que, quando presente em baixas concentrações, comparada às de 

um substrato oxidável, retarda ou inibe significativamente a oxidação deste 

substrato de maneira enzimático ou não enzimático (69). 

 A defesa do organismo contra as ERO vai desde prevenção da formação 

das ERO, interceptação dos radicais formados, a reparo das células 

danificadas. Os sistemas que previnem a formação de ERO são considerados 

biomoléculas ligantes de metais (Fe2+ e Cu+), ou seja, são os quelantes. A 

presença de proteínas quelantes é de vital importância aos seres vivos, pois 

previne as células de processos oxidativos catalisados por íons metálicos. 

Pigmentos especializados previnem a ação da radiação ultravioleta, a melanina 

e os carotenoides impedem a ação do oxigênio singlet.  As enzimas que 

controlam os níveis de ERO são GPx, SOD, CAT, sendo a interceptação a 

desativação das ERO, quando elas são destruídas de forma a impedir a 

oxidação posterior de outras moléculas. A desativação final de um composto 

com um ou mais e- não emparelhados consiste na formação de outro produto 

não radical. O interceptador (antioxidante) mais eficiente deve combinar 

propriedades ótimas, as quais reagem com RL iniciais, tais como, radicais 

peroxil (ROO) e, posteriormente, interagem com compostos hidrossolúveis 

para a sua própria regeneração (74). 

 Os compostos hidrossolúveis transferem a função radical para longe do 

sítio-alvo potencial e são chamados “scavengers” de RL. A combinação de uma 

substância com um RL leva à formação de um não radical ou um radical menos 



 - 30 -

lesivo como, por exemplo, tocoferóis e carotenoides. As substâncias que 

funcionam como “quenchers” de oxigênio singlet são aquelas que absorvem a 

energia de excitação e a liberam em forma de calor ou movimento (74). 

 A figura 4 demonstra as principais fontes celulares de ERO e sua 

metabolização. 

 

FIGURA 4: ESQUEMA GERAL DAS PRINCIPAIS FONTES CELULARES DE PRODUÇÃO E METABOLIZAÇÃO DE 

ERO. 

UQH + UBISEMIQUINONA; GSSG = GLUTATIONA OXIDADA; GSH = GLUTATIONA REDUZIDA; DH2 E D = 
SISTEMAS REDUTORES DE NADP NÃO ESPECÍFICOS; SOD = SUPERÓXIDO DISMUTASE; GPX = GLUTATIONA 
PEROXIDASE; CAT = CATALASE; B E BH2 = DOADORES DE HIDROGÊNIO (75). 

 

 No mecanismo de isquemia/reperfusão, observa-se a formação de 

superóxido (O2
-·) e peróxido de hidrogênio (H2O2). A falta de oxigênio é lesiva, 

mas a falta seguida da reperfusão é muito mais lesiva, pois levará à formação 

de ERO, ocorrendo, então, o processo conhecido como “paradoxo do 

oxigênio”, que foi, primeiramente, descrito em 1973, quando foi constatado que 
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a reoxigenação abrupta do coração, após um episódio isquêmico, produzia 

alterações substanciais no músculo cardíaco (71).  

ESTRESSE NITRATIVO 

Óxido Nítrico (NO) é uma pequena molécula hidrofóbica que atravessa 

membranas celulares sem a necessidade de canais ou receptores (76). Ele é 

gerado pela NO sintase (NOS), através da conversão de L-arginina a citrulina. 

Três tipos de NOS foram identificadas: NO sintase endotelial (eNOS), que é 

constitutiva do endotélio vascular e conhecida por ser fortemente ativada pela 

entrada de cálcio através da membrana; NO sintase induzível (iNOS), que foi 

identificado pela primeira vez nos macrófagos e em seguida, em outras células, 

incluindo hepatócitos, é conhecido por up-regulada por citocinas pró-

inflamatórias e/ou lipopolissacarídeos, e é capaz de gerar níveis baixos de NO 

em comparação as outras isoformas; e a NO sintase neuronal (nNOS) (77-78). 

O NO exerce seus efeitos fisiológicos controlando o tom vascular, célula 

de adesão, a permeabilidade vascular e plaquetas de adesão (79-82). Ele 

também exerce potencialmente efeitos tóxicos, embora muitos deles são mais 

provavelmente mediado por produtos de oxidação incluídos na definição 

espécies reativas de nitrogênio (ERN). Em particular, NO é capaz de reagir 

rapidamente com O2
•- para formar peroxinitrito (ONOO-).  

O O2
•- é removida pela SOD enquanto o NO é removido como uma 

consequência da sua rápida difusão através dos tecidos (83). Porém, sob 

condições pró-inflamatórias, há produção simultânea de O2
•- e NO, gerando 

significativa quantidade de ONOO-, o que pode causar um prejuízo significativo 

às diferentes estruturas celulares (84). 
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O ONOO- é um agente pró-oxidante forte, capaz de reagir diretamente 

com grupos tióis, centros ferro-enxofre, outros grupos ativos –SH em tirosina 

fosfatases e em outras proteínas. Em condições fisiológicas sua produção é 

bastante baixa e o prejuízo oxidativo é minimizado pelas defesas antioxidantes 

endógenas, porem quando aumentado em condições patológicas, ONOO- pode 

atuar como uma espécie pró-oxidante direta mas também de maneira indireta 

por decomposição em radicais livres reativos. Ele pode reagir com proteínas 

(nitração direta da tirosina ou reações com aminoácidos específicos), lipídios 

(peroxidação lipídica), podendo ser avaliado pela técnica de TBARS (85), e 

ácidos nucléicos (modificações oxidativas nas bases nucléicas), que pode ser 

avaliada pela técnica de teste cometa (86-87). Essa espécie reativa de 

nitrogênio (ERN) pode também interagir com mitocôndrias, atingindo 

compartimentos extra-mitocondriais ou ser produzido localmente através da 

interação do NO e O2
•-, resultando em reações oxidativas diretas de 

componentes principais da cadeia respiratória ou de radical livre mediando 

danos. Persistente geração de níveis significativos de ONOO- pode levar a 

indução de morte celular, tanto por apoptose quanto necrose (84) (Figura 5). 
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FIGURA 5: GERAÇÃO E REAÇÃO DO PEROXINITRITO. 

Adaptado de Novo, 2008 (84). 

MODELOS DE HIPÓXIA INTERMITENTE (HI) 

Em estudos anteriores foram utilizados modelos de HI em cães, coelhos, 

camundongos e em culturas de células para simular os danos potenciais a que 

estão expostos os pacientes com síndrome das apneias obstrutivas do sono. 

Tais experimentos, em sua totalidade, demonstraram alterações anatômicas e 

funcionais na reatividade simpática e vascular à hipóxia e hipercapnia (88); na 

regulação do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (89); na pressão 

arterial sistêmica (90); pressão arterial pulmonar (91); na eritropoiese e massa 

do ventrículo direito (92); no crescimento fetal (93); e no comportamento de 

crias de ratas expostas a hipóxia intermitente pré-natal (94). As consequências 

das apneias no SNC resultam em sinais que podem ser identificados como 

sonolência, aprendizado espacial (95); neurônios do hipocampo (96-97); 
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metabolismo lipídico cerebral (98) e serotonina (99).  

HIPÓXIA E DANO HEPÁTICO 

 O grau de esteatose hepática está diretamente ligado ao índice de IAH, 

sendo reconhecido como um fator de risco (16, 100), independente de índice 

de massa corporal, sugerindo desempenhar um papel na patogênese de 

EHNA, aumentando a resistência à insulina e deve possuir uma contribuição 

direta da hipóxia na lesão hepática (16).  

A falta de O2 ativa o fator de transcrição hipóxia-induzível 1 alfa 

(Hypoxia-inducible factor 1 alpha; HIF-1), estimula a eritropoietina (101) e 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (102) o que, juntamente com 

os fatores de transformação de crescimento beta (TGF-β), de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1), 

participa da ativação de promotores e genes durante a hipóxia. Modelos de HI, 

em roedores, foram capazes de provocar hipertensão arterial sistêmica, 

resistência à insulina e dislipidemia. Estudos em humanos demonstraram que 

pacientes obesos com SAHOS podem ter risco aumentado de desenvolver 

esteato-hepatite não alcoólica e dano hepático crônico (103). HI durante doze 

semanas em camundongos não causou esteatose, mas determinou aumento 

de transaminase, colesterol, triglicérides e glicemia.  Além de aumento no 

volume dos hepatócitos, houve acúmulo de glicogênio hepático e evidência de 

estresse oxidativo (23). 

Em estudos com metodologia de HI que não simula SAHOS (quatro 

horas de oxigênio a 10% por dia) avaliou-se o endotélio, os autores mostraram 

que HI afeta o leito capilar pulmonar, cardíaco e cerebral (104), mas não o 
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hepático. Danos teciduais podem ser causados por aumento das ERO que se 

acumulam no fígado. O dano por ERO pode-se limitar à fase inicial da hipóxia 

crônica, mas pode também ocorrer em situações de HI, como na SAHOS. 

Fontes de ERO na hipóxia intermitente incluem xantina-oxidase derivado do 

endotélio, ciclo-oxigenases, lipoxigenases, eNOS, NADH-oxidase derivada de 

células de músculo liso vascular (105) e macrófagos ativados. Além disso, ERN 

podem depletar o endotélio ativando tanto proliferação quanto morte celular 

(106).  

Apesar de dano hepático ser raro em pacientes com SAHOS, os estudos 

de HI em animais demonstraram diversos efeitos nocivos em doze semanas e 

em seis meses. Ainda não foi descrito, no entanto, o tempo que leva para a 

produção de ERO e dano hepático. Baseado nisso, o presente trabalho tem 

como fim estabelecer um protocolo de HI, simulando a apnéia do sono, e 

investigar o tempo necessário para o desenvolvimento de dano hepático bem 

como estresse oxidativo. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVOS GERAIS 

Investigar o efeito de diferentes tempos de exposição à hipóxia 

intermitente, que simula a apneia do sono, necessário para o desenvolvimento 

de dano tecidual e estresse oxidativo no fígado. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

∞ Verificar a integridade hepática do fígado de camundongos submetidos à 

HI, através da análise das enzimas séricas aminotransferases Aspartato 

(AST) e Alanina (ALT), e da Fosfatase Alcalina (FA); 

∞ Avaliar os níveis de lipoperoxidação no tecido hepático através das 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

∞ Avaliar a atividade enzimática antioxidante no tecido hepático da 

Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase 

(GPx). 

∞ Quantificar o sistema antioxidante Glutationa, através da medida das 

glutationas totais. 

∞ Avaliar o dano oxidativo ao DNA produzido pela HI através da técnica do 

teste cometa. 

∞ Verificar os níveis de NO, através das medidas dos seus metabólitos 

nitritos e nitratos. 

∞ Analisar, através da histologia pela coloração de hematoxilina & eosina, 
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os efeitos da HI sobre os tecidos hepáticos. 
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ABSTRACT 

Introduction: Repeated apnoea events cause intermittent hypoxia (IH), which 

alters the function of various systems and produces free radicals and oxidative 

stress.  

Methods: We investigated hepatic oxidative stress in CF-1 mice subjected to 

intermittent hypoxia, simulating sleep apnoea. Three groups were submitted to 

21 days of IH (IH-21), 35 days of IH (IH-35), or 35 days of sham IH. We 

assessed the oxidative damage to lipids by TBARS and to DNA by comet 

assay; hepatic tissue inflammation was assessed in HE-stained slides. 

Antioxidants were gauged by catalase, superoxide dismutase, glutathione 

peroxidase activity and by total glutathione.  

Results: After IH-21, no significant change was observed in hepatic oxidative 

stress. After IH-35, significant oxidative stress, lipid peroxidation, DNA damage 

and reduction of endogenous antioxidants were detected.  

Conclusion: In an animal model of sleep apnoea, intermittent hypoxia causes 

liver damage due to oxidative stress after 35 days, but not after 21 days. 
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INTRODUCTION 

In obstructive sleep apnoea (OSA), pharyngeal occlusion occurs, 

typically for 10 to 40 seconds, causing a decrease of PaO2 and an increase in 

PaCO2, ending with an arousal (1). OSA is associated with male gender, age, 

obesity, smoking, physical inactivity, and menopause (2). OSA is accompanied 

by characteristic symptoms, such as excessive daytime sleepiness, chronic 

fatigue, neurocognitive decline, and cardiovascular disease. Most of the 

consequences of OSA have been attributed to the repeated arousals and to the 

intermittent episodes of hypoxia (1).  

Intermittent hypoxia (IH) increases liver damage (3). During hypoxia, 

activation of xanthine oxidase (4), NAPDH oxidase (5), and phospholipase A2 

(6) occurs, forming reactive oxygen species (ROS). Increased ROS and 

decreased antioxidant capacity (7-9) induce oxidative stress (10). In hypoxia, 

superoxide anions are formed, which, together with nitric oxide (NO), the main 

vasodilator, produce peroxynitrite (11-13). This reaction reduces the 

bioavailability of NO, attenuating NO-dependent vasodilation, capillary perfusion 

and expression of adhesion molecules (14-17).  

The formation of ROS in OSA is similar to what occurs in ischemia–

reperfusion (18). Oxidative stress leads to inflammation, recognised as a 

mechanism of the pathophysiology of OSA (19). Excessive formation of ROS 

leads to lipid peroxidation in cell membranes, protein oxidation and DNA 

damage (20-22). Several ROS are formed in hepatocytes through the activation 

of Kupffer cells and inflammatory cells (23).  

Another group has exposed mice to IH and a high-cholesterol diet for 6 
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months, revealing the involvement of OSA in non-alcoholic steatohepatitis 

(NASH) (3). IH aggravates paracetamol-induced liver damage after 21 days 

(24). There are, however, no studies specifically investigating the duration of IH 

exposure that causes liver damage in an animal model of sleep apnoea. This 

knowledge will be relevant to help design future studies. 

 

OBJECTIVES 

To establish the duration of exposure to intermittent hypoxia necessary 

and sufficient to trigger liver damage and oxidative stress in mice. 

 

METHODS 

The experimental procedures complied with the rules established by the 

“Research in Health and Animal Rights” according to the Commission of 

Research and Ethics in Health of the Research and Postgraduate Group of the 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Thirty-six male CF-1 mice (8–11 weeks old) from Fundação Estadual de 

Produção e Pesquisa (FEPPS) were employed. They were kept at the Animal 

Experimentation Unit of the Research Center of the Hospital de Clínicas of 

Porto Alegre in plastic boxes measuring 30x19x13 cm lined with wood chips, in 

a 12-hour dark/light cycle (light from 7 a.m. to 7 p.m.) at a temperature of 22  4

C. The mice were given food (Purina-Nutripal, Porto Alegre, RS, Brazil) and 

water ad libitum. 
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The animals were divided into three groups: group SO, sham operated, 

which suffered the simulation procedure; group IH-21, which suffered hypoxia 

for 21 days; and group IH-35, which suffered hypoxia for 35 days. 

Animals were grouped six per cage. The flow of the mixture 90% N2 and 

10% CO2 (eucapnic hypoxia) was controlled by a solenoid valve coupled to a 

timer that releases the CO2/N2 mixture in cycles, subjecting the animals to 480 

cycles of hypoxemia. This procedure was performed daily for 21 days in the first 

experiment. As there was no liver change during this period, we repeated the 

experiment for 35 days in different mice. 

On the 21st or 35th day, the animals were killed. They were first 

anaesthetised with ketamine hydrochloride (100 mg/kg) and xylazine 

hydrochloride (50 mg/kg ip). Blood was collected from the retro-orbital vein with 

the aid of a heparinised glass capillary (25) to complete the hepatic integrity 

(AST, ALT and ALP) test and comet assay. The abdomen was shaved, followed 

by a laparotomy, and we removed the liver of these animals for histological 

analysis to evaluate the test segment; the rest were frozen –80°C for later 

biochemical analysis. The animals were euthanised by exsanguination under 

deep anaesthesia (26-27). 

The livers were cut with scissors and weighed. Nine millilitres of 

phosphate buffer (140 mM KCL, 20 mM phosphate, pH 7.4) per tissue gram 

was added, and tissue was homogenised in an Ultra Turrax (IKA-WERK) for 40 

seconds at 4°C. Next, it was centrifuged for 10 minutes at 4,000 rpm (2150,4 x 

g) (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge). The supernatant 

was pipetted into Eppendorf flasks, and the precipitate was discarded. The 
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samples were stored again at –80°C for posterior analyses. 

We used the Bradford method to quantify protein, with bovine albumin as 

the standard (SIGMA®). The samples were measured spectrophotometrically at 

595 nm, and values expressed in mg/mL (28) were used to calculate values of 

TBARS (thiobarbituric acid–reactive substances) and antioxidant enzymes. 

The amount of aldehydes generated by lipid peroxidation is measured by 

the TBARS method, which measures the amount of substances reacting with 

thiobarbituric acid. The samples were incubated at 100°C for 30 minutes after 

addition of 500 μL of 0.37% thiobarbituric acid in 15% trichloroacetic acid and 

centrifuged at 3000 rpm (1612.8 x g) for 10 minutes at 4°C. Absorbance was 

determined spectrophotometrically at 535 nm (29). 

The analysis of superoxide dismutase (SOD) is based on the inhibition of 

the reaction of the superoxide radical with adrenaline (30). The analysis of 

catalase (CAT) activity is based on measuring the decrease in hydrogen 

peroxide (31). The activity of glutathione peroxidase (GPx) is based on the 

consumption of NADPH in the reduction of oxidised glutathione (32). 

Glutathione concentration indicates the total oxidation–reduction reaction 

between reduced glutathione and oxidised glutathione. We measured 

glutathione as described previously, with a reaction medium consisting of a 

solution of 300 mM phosphate buffer (Na2HPO4·1H2O) and a solution of 

dithionitrobenzoic acid (DTNB). The reaction products were read at 412 nm 

(33). 

We used a version of the alkaline comet assay, using whole blood and 

liver tissue of animals. A piece of tissue was placed in tube Eppendorf 
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containing phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4, frozen, and fragmented 

with forceps to obtain a cell suspension. After coating slides with agarose, cell 

lysis, electrophoresis, and DNA staining were subsequently quantified. The 

results are expressed as a damage index (DI) and frequency of damage (FD). 

The DI was obtained by visual assessment of damage classes (0–4), using an 

index that expresses the general damage suffered by a population of cells. 

Intact nuclei appear round (class 0, no damage), while for the damaged cells, 

the free DNA migrates from the nucleus toward the anode during 

electrophoresis, showing a "tail" of fragments sedimented, and is classified from 

1 (minimal damage) to 4 (maximum damage). The FD was calculated as the 

ratio of cells with tails to those without tails (34-35).  

The levels of nitrates and nitrites were measured by the reaction of the 

samples with Griess reagent. Aliquots of 50 μL were incubated with enzyme 

cofactors and nitrate reductase for 30 minutes at room temperature for the 

conversion of nitrate to nitrite. The nitrite formed was then analysed by reaction 

with the Griess reagent, forming a coloured compound that was measured by 

spectrophotometer at a wavelength of 540 nm (36). 

For histological evaluation, part of the liver was preserved in 10% 

formalin for 24 hours, embedded in paraffin, and cut into 6-µm sections with a 

microtome. Hematoxylin & eosin staining was done for visualisation and 

quantification by histological scoring. 

The results are expressed as mean ± standard error. We used Fisher's 

exact test to evaluate the histological scores, ANOVA and Student's t-test for 

comparing groups. The significance level was 5% (p<0.05). 
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RESULTS 

The circulating levels of the liver enzymes aspartate aminotransferase 

(AST), alanine amino transferase (ALT), and alkaline phosphatase (ALP), all 

markers of liver damage, showed no significant difference between the IH-21 

group and the SO. The IH-35 group showed significantly increased levels 

(p<0.05) compared to the sham operated group (Table 1). 

Serum lipid peroxidation measured by the TBARS technique showed no 

oxidative damage in group IH-21 compared to SO. However, there was 

significant damage in the lipid membrane of hepatocytes in mice subjected to 

hypoxia for 35 days (Figure 1). Evaluation of the antioxidant enzymes showed a 

significant decrease in the activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione 

peroxidase (GPx) and catalase (CAT) in liver tissue with intermittent hypoxia for 

35 days (Table 2). The quantification of total endogenous glutathione in the liver 

showed a significant decrease in the 35-day hypoxia group compared with the 

sham operated (Figure 2). These results demonstrate that IH induced a 

decrease in the endogenous antioxidant defence. 

The assessment of DNA damage by the comet test showed that the 

damage in blood did not differ between groups, but the liver tissue exhibited a 

significant increase in DNA damage in group IH-35 compared with SO (Table 

3). 

In the assessment of metabolites of nitric oxide in liver tissue of mice 

subjected to IH for 35 days, we noted a significant increase in NO in these 



 - 57 -

animals compared with SO (Table 4). 

Several histological liver changes were also observed: ballooning, 

steatosis, necrosis and the presence of neutrophils (Figure 3A and 3B). 

However, when we assessed damage scores, no statistical difference existed 

between the sham operated and hypoxia groups after 35 days. 

 

DISCUSSION 

We report for the first time that 35 but not 21 days of exposure to IH, 

simulating an OSA of 60 events per hour, causes hepatic damage. This is also 

the first report to combine the description of enzyme, lipid, DNA, oxidative, and 

nitrosative hepatic damage. We used an experimental model that suffers 

comparable amounts of apnoea to those observed in patients with severe OSA 

(24, 37). Although our findings cannot be immediately translated to the clinical 

setting, they are in agreement with the literature indicating an OSA-NASH 

association (38-39). 

Two mechanisms are proposed for the morbidity caused by OSA: the 

activation of inflammatory factors and oxidative stress (40-41), which also can 

be modulated by genetic, lifestyle and environmental factors (41-42). Oxidative 

stress plays an important role in various diseases as well as in OSA, which 

causes an effect similar to ischemia–reperfusion (18) in which there is activation 

of xanthine oxidase, leading to the formation free radicals and further imbalance 

between oxidants and antioxidants (4-6). 

The analysis of liver integrity showed that the liver tissue of mice 
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subjected to intermittent hypoxia was damaged, but only after 35 days, as 

demonstrated by the significant increase in circulating AST, ALT and alkaline 

phosphatase. This damage was confirmed by histological examination, which 

indicated ballooning, steatosis, necrosis and the presence of neutrophils in the 

liver. 

In the evaluation of hepatic lipid peroxidation, we observed a significant 

increase in lipid oxidative damage in animals that were subjected to hypoxia for 

35 days, as indicated by the TBARS test, but not in group IH-21. This damage 

can be caused by the increase of free radicals in the liver tissue. Similar data 

have been reported in other studies of intermittent hypoxia (43-45) and by our 

lab in other experimental models of hepatic oxidative damage (46-51). 

As we did not observe liver damage in animals exposed to IH for 21 

days, by the liver enzyme, histological, or lipid peroxidation assays, we 

concluded that this duration of IH causes no damage to the organ, and this 

group was therefore excluded from additional assessments, which were only 

conducted on the IH-35 and sham operated groups.  

Quantification of DNA damage by the comet test revealed a significant 

increase in group IH-35 over the sham operated mice. Therefore, oxidative 

damage caused by hypoxia–reoxygenation induces damage to both lipids and 

DNA. Previous comet assay and TBARS data have demonstrated increased 

formation of free radicals in sleep apnoea patients (11). Possibly, the formation 

of superoxide radical (O2
–•) and hydrogen peroxide (H2O2), which appear to be 

increased in individuals with OSA, is due to the conversion of xanthine 

dehydrogenase (type D) into its oxidase (type O) form in hypoxia, followed by 

the activation of the oxidase form during reoxygenation (normoxia) by the 

Excluído:  ¶
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hypoxanthine formed during hypoxia. This xanthine oxidase activity generates 

O2
–•, H2O2, and uric acid (4, 11). 

Our evaluation of the endogenous antioxidant liver enzymes SOD, GPx 

and CAT showed that their activities were significantly decreased in mice after 

35 days under intermittent hypoxia. Quantification of total glutathione revealed 

significant decreases in the group exposed to intermittent hypoxia compared to 

SO, demonstrating a reduced hepatic antioxidant defence in these animals. 

The increase in TBARS and decrease in endogenous antioxidants 

promote oxidative stress, contributing to the deterioration of liver tissue, as 

evidenced in other experimental models of liver damage induced by xenobiotic 

agents such as carbon tetrachloride (46-47, 49, 51-52) and toluene or by 

surgical procedures such as ligation of the common bile duct (48, 50), 

developed in our laboratory. 

The increased nitric oxide metabolites nitrite and nitrate in the livers of 

IH-35 mice confirms findings by other authors, who demonstrated a significant 

increase of nitric oxide in animals exposed to IH simulating OSA (6min/6min) 

during 120 days (45), and to hypobaric hypoxia during 32 days (53). The 

increase of NO, along with increased free radicals, may generate nitrosative 

stress caused by the reaction products of these two substances, such as 

peroxide nitrite (OONO•) formed by the reaction between NO and O2
–• (11). 

Much evidence indicates that oxidative and nitrosative stress have important 

roles in the complication of hypoxia (54). OSA is usually accompanied by 

arterial hypertension, pulmonary hypertension, myocardial infarction and stroke, 

which may be due to changes in nitric oxide production (55). Veasey et al. have 
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demonstrated irreversible basal forebrain nitrosative damage as a possible 

cause for residual sleepiness in OSA (56).  

 

CONCLUSION 

We have shown that intermittent hypoxia causes oxidative and nitrosative 

tissue damage in the mouse liver, as demonstrated by elevated circulating 

levels of liver enzymes, NO, increased damage to lipids and DNA, and reduced 

endogenous antioxidant defences.  

In mouse models of intermittent hypoxia, exposure during 21 days to IH 

may be insufficient to produce hepatic oxidative damage, but during 35 days 

seems to be effective for the simulation of OSA as cause of oxidative and 

nitrosative stress. 
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TABLE 1. Enzymes indicating hepatic integrity: AST, ALT and alkaline 

phosphatase. 

 SO IH-21 IH-35 p value 

AST (U/L) 124.4 ± 6.5 94.36 ± 7.05 145.8 ± 7.2* p=0.04 

ALT (U/L) 45.5 ± 4.0 48.50 ± 2.85 55.6 ± 1.3* p=0.03 

AP (UL) 97.7 ± 3.1 84.25 ± 1.98 122.6 ± 2.4*** p<0.0001 

 

Data are presented as mean ± standard error of the mean. 

SO: sham operated group; IH-21: intermittent hypoxia for 21 days; IH-35: 

intermittent hypoxia for 35 days; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine 

aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase. 



 - 69 -

 

  

FIGURE 1. EFFECT OF INTERMITTENT HYPOXIA ON HEPATIC LIPID PEROXIDATION, EVALUATED USING THE 

TBARS ASSAY. 

Data are mean ± standard error of the mean. 

a, p = 0.0182 vs. SO. 

SO: sham operated group; IH-21: intermittent hypoxia for 21 days; IH-35: 

intermittent hypoxia for 35 days. 

a
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TABLE 2. Activities of liver antioxidant enzymes. 

 SO IH-35 p value 

SOD (USOD/mg prot) 4.63 ± 0.26 3.16 ± 0.25 0.0005 

GPx (mmol/min/mg prot) 1.00 ± 0.11 0.52 ± 0.06 0.0028 

CAT (pmol/mg prot) 1.06 ± 0.04 0.79 ± 0.03 0.0003 

 

Data are mean ± standard error of the mean. 

SO: sham operated group; IH-35:  intermittent hypoxia for 35 days. SOD: 

superoxide dismutase; GPx: glutathione peroxidase; CAT: catalase. 
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FIGURE 2. EFFECT OF INTERMITTENT HYPOXIA ON TOTAL LIVER GLUTATHIONE. 

Data are mean ± standard error of the mean. 

a, p = 0.0008 vs. SO. 

SO: sham operated group; IH-35:  intermittent hypoxia for 35 days. 

a
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TABLE 3. Comet assay on peripheral blood and liver tissues from mice 

subjected to hypoxia. 

Tissue SO IH-35 

 Damage index a Damage frequency b Damage index Damage frequency 

Blood 15.34.4 7.61.3 19.34.1 8.01.4 

Liver 38.15.1 14.81.8 114.732.3** 43.211.3** 

 

n = 6 animals/group.  

SO: sham operated group; IH-35:  intermittent hypoxia for 35 days. 

a, Damage index: can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to 

400 (with maximum damage, 100 x 4). 

b, Damage frequency: calculated based on the number of cells with tails versus 

those with no tail. 

**, p<0.01, statistically significant difference from sham operated group (t-test). 
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TABLE 4. Quantification of nitric oxide metabolites in liver tissue. 

 SO IH-35 p value 

Total Nitrate (µmol/L) 2.128±0.202 3.405±0.112 0.0001 

Nitrites (µmol/L) 0.018±0.002 0.050±0.003 0.0001 

Data are mean ± standard error of the mean. 

SO: sham operated group; IH-35:  intermittent hypoxia for 35 days; NO2: total 

nitrate; NO3: nitrites. 
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FIGURE 3. PHOTOMICROGRAPH OF MOUSE LIVER TISSUES. A. SHAM OPERATED LIVER (SO). B. 

INTERMITTENT HYPOXIA FOR 35 DAYS (IH-35). HEMATOXYLIN & EOSIN (40X). 

A B
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

∞ Verificamos aumento significativo nas analises das enzimas séricas 

hepáticas (AST, ALT e FA) no grupo de animais expostos durante 35 

dias à HI, não sendo encontrada diferença até os 21 dias. Esses dados 

demonstram dano hepático nos animais do grupo HI-35. 

∞ Avaliando a lipoperoxidação, demonstramos que há dano oxidativo 

lipídico nos animais do grupo HI-35, não sendo encontrada alteração no 

grupo exposto durante 21 dias. 

∞ Diminuiu significativamente a atividade das enzimas antioxidantes 

hepáticas (SOD, CAT e GPx), nos animais expostos por 35 dias, 

diminuindo assim a principal linha de defesa antioxidante endógena.  

∞ Observamos redução na quantidade de glutationa total nos animais 

expostos por 35 dias. 

∞ Verificamos, também, que o tecido hepático alem de sofrer dano 

oxidativo lipídico, há, também, dano oxidativo ao DNA, verificado pelo 

teste cometa. Esses dados, juntamente com a diminuição das defesas 

antioxidantes, demonstram que há estresse oxidativo no tecido hepático 

desses animais. 

∞ Houve aumento significativo nos metabólitos do NO nos animais do 

grupo HI-35, demonstrando que há um aumento de produção de NO. 

Podendo contribuir com estresse oxidativo, com a formação de radicais 

nitrativos. 

∞ Nas histologia hepática foi confirmado os danos sugeridos pelas analises 
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das enzimas séricas hepáticas, onde foi encontrado necrose, 

balonização, esteatose e presença de neutrófilos.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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