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“Afoot and light-hearted | take to the open road,
Healthy, free, the world before me,
The long brown path before me leading wherever | choose.

Henceforth | ask not good-fortune, | myself am good-fortune,
Henceforth | whimper no more, postpone no more, need
nothing,

Strong and content | travel the open road.

You road | enter upon and look around, | believe you are not
all that is here,

| believe that much unseen is also here.

Here is realization,

Here is a man tallied—he realizes here what he has in him,
The past, the future, majesty, love—if they are vacant of you,
you are vacant of them.

Gently, but with undeniable will, divesting myself of the holds
that would hold me.

| inhale great draughts of space,
The east and the west are mine, and the north and the south
are mine.

| am larger, better than | thought,
| did not know | held so much goodness.

All seems beautiful to me”
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RESUMO

Curado TAF. O efeito da modulacdo quimiogenética de neurdnios motores
do hipoglosso sobre a atividade do musculo genioglosso [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

Introducdo: A apneia do sono é condicdo prevalente e apresenta forte
correlagdo com as principais causas de morbidade e mortalidade na
sociedade ocidental. A perda do controle neuromotor proveniente de
estagios mais profundos do sono esta associada ao colapso faringeo e a
patogénese da apneia obstrutiva do sono (SAOS). A lingua é implicada
como principal protagonista na patogénese da obstrucdo das vias aéreas
superiores (VAS) durante o sono. Ndo ha farmacoterapia para SAOS. Novas
tecnologias moleculares para controle neuronal através da insercdo de um
receptor de membrana geneticamente modificado, denominado Designer
Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs [DREADDs], o qual pode
ser ativado por uma droga inicialmente inerte, de alta especificdade,
clozapina-n-oxide (CNO). Objetivos: 1) Modificar geneticamente o0s
neurénios motores do nucleo do hipoglosso utilizando-se de DREADDSs, o
qual permite regular sua atividade; 2) Analisar a atividade do musculo
genioglosso sob administracdo de CNO; 3) Desenvolver abordagens para
rastreamento dos muasculos protrusores e retratores da lingua por
marcadores retrégrados, injeccdo de subunidade B de toxina colérica (CTB-
AF) e do virus de pseudoraiva (PRV) 267 transportando um gene reporter,
nos musculos efetores. Métodos: Receptores muscarinicos mutados em um
vetor adenoviral associado (AAV) foram infundidos no nucleo do hipoglosso
de camundongos via injecdo esterotaxica bilateral. Apdés quatro semanas,
periodo para expressdo fenotipica, foram comparadas a atividade
eletromiografica do musculo genioglosso (EMGec) em resposta a
administracdo de ligante (CNO) versus solucdo salina. Em um segundo



grupo foram realizadas infusbes com virus controle e comparacdo da
EMGeca pré e pos infusdo de CNO. Para rastreamento neural a CTB-AF foi
injetado nos musculos protusores e retratores da lingua e para expressao de
Cre o virus PRV-267 foi injetado no musculo genioglosso. A expressao
dessas substancias no nucleo do hipoglosso foi avaliada através de
microscopia de fluorescéncia. Resultados: Dos dezoito camundongos
injetados com DREADDSs, dezesseis foram transfectados pelo vetor de AAV.
Em camundongos onde o nudcleo motor do hipoglosso foi corretamente
atingido a EMGge apresentou importante aumento ap6s a administragéo de
CNO. Em contraste, a atividade do genioglosso n&o apresentou alteragéao
apos a administracdo de soro fisiolégico. Em trés camundongos onde a
transfeccdo ultrapassou os limites do nudcleo foi observado arritmia
respiratoria apos infusdo do ligante. Todos animais infundidos com virus
controle foram adequadamente transfectados mas nao apresentaram
alteracdo eletromiografica apos a infusdo de CNO. Foram diferenciados no
ndcleo do hipoglosso os neurdnios motores da musculatura retratora e
protusora da lingua. A expressao intranuclear da enzima Cre-recombinase
foi identificada no nucleo hipoglosso. Concluséo: A utilizacdo de métodos
quimiogenéticos para ativar grupos selecionados de neurénios motores em
areas cerebrais especificas representa técnica promissora para o estudo do
controle neuromotor das VAS. Estes resultados sugerem que a terapia
transgénica pode ser eficaz no tratamento da SAOS além de uma vasta
gama de patologias que resultam de perturbacbes no controle neural das
VAS. Através da manipulacdo das fibras musculares efetoras na lingua foi
possivel a identificacdo do seu respectivo neurbnio motor no nucleo do

hipoglosso e induzi-lo a sintetizar uma enzima especifica (Cre-recombinase).

Descritores: Apneia do sono tipo obstrutiva. Lingua. Terapia genética.
Receptores acoplados a proteinas-G. Neurbnios motores.
Eletromiografia.



ABSTRACT

Curado TAF. The effect of chemogenetic modulation of hypoglossal motor
neurons on genioglossal muscle activity [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Introduction: Sleep Apnea is a prevalent condition and strongly correlates
with the major causes of morbidity and mortality in Western Society. The loss
of motor input from deeper sleep stages is associated with pharyngeal
collapsibility and the pathogenesis of obstructive sleep apnea (OSA). The
tongue plays a major role in the pathogenesis of upper airway (UA)
obstruction during sleep. There is no pharmacotherapy for OSA. New
molecular techniques allow to control neuronal function by inserting
a genetically modified membrane receptor termed the Designer Receptor
Exclusively Activated by Designer Drugs [DREADDs] which can be activated
by a highly specific and otherwise pharmacologically inert drug clozapine-N-
oxide (CNO) Objectives: 1) To genetically modify the hypoglossal nucleus
motor neurons using DREADDs, which allows to regulate their activity; 2) To
analyze the genioglossal activity upon administration of CNO; 3) to develop
novel approaches to targeting tongue protruders and retractors by retrograde
tracers, cholera toxin subunit B (CTB-AF) and pseudorabies virus (PRV) 267
injection carrying a reporter gene into the effector muscles. Methods:
Mutated muscarinic receptors in an adenoviral associated vector (AAV) were
delivered to the hypoglossal nucleus via stereotactically bilateral injection.
Four weeks after adenoviral delivery (expression period), responses in
genioglossal electromyography (EMGee) activity to intraperitoneal
administration of CNO ligand vs. Saline (control) were compared in mice. In a
second group, control-virus was infused and genioglossus muscle EMGae
was compared before and after CNO infusion. For neuronal tracing CTB-AF

was injected into the protrusor and retractor muscles of the tongue and for



Cre induction PRV-267 virus was injected in the genioglossus muscle.
Expression of these substances in the hypoglossal nucleus were evaluated
by fluorescence histology. Results: Of eighteen DREADDs injected mice,
sixteen were transfected with AAV vector. After CNO administration EMGge
activity increased in mice where the hypoglossal motor nucleus was correctly
targeted. In contrast, genioglossal activity was not augmented following
saline administration. In three mice where transfection surpassed the nucleus
limits, breathing arrhythmia was observed following ligand infusion. All
animals infused with control virus were adequately transfected but did not
present electromyographic change following CNO infusion. The motor
neurons of the rectractor and protrusor musculature of the tongue were well
differentiated in the hypoglossal nucleus. Intranuclear expression of Cre
recombinase enzyme was identified in the hypoglossal nucleus. Conclusion:
Utilizing chemogenetic methods to activate motor neuron groups in selected
brain areas show promise to UA neuromotor control, and suggest that
transgenic therapy may be effective in treating OSA and a wide range of
pathologies that result in disturbances of UA neural control. By manipulating
the effector muscle fibers of the tongue, it was possible to identify its
respective motor neuron in the hypoglossal nucleus and to induce synthesis

of a specific enzyme (Cre recombinase).

Descriptors: Sleep apnea, obstructive. Tongue. Genetic therapy. Receptors,

G-protein-coupled. Motor neurons. Electromyography.
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A apneia obstrutiva do sono (SAOS) é caracterizada por periodos
recorrentes de obstrucdes das vias aéreas superiores (apneias e hipopneias)
durante o sono, levando a hipercapnia noturna, dessaturacdo da
oxihemoglobina e despertares Gastaut et al.l. Trata-se de condicédo
altamente prevalente afetando 4 a 24% dos homens e 2 a 9% das mulheres,
além de mais da metade dos individuos obesos?®.

A apneia obstrutiva do sono tem forte correlacdo com as principais
causas de morbidade e mortalidade na sociedade ocidental®'° contribuindo
significativamente para o desenvolvimento e progressdo de doengas
neurocognitivas, metabélicas, cardiovasculares e oncoldgicas*119,

Ao nascimento, a faringe humana é similar aos demais mamiferos e
primatas®. A (vula e a epiglote apresentam-se proximas, possibilitando uma
via aérea curta e segura mesmo durante movimentos de succdo ou
respiracdo. No ser humano, porém, a partir dos 18 meses, a laringe descende
a altura da quinta vértebra para que possa desenvolver sua fungéo adicional,
a fonagéo. A faringe funcionard como um tubo muscular que, ao alterar suas
dimensdes e formatos, modula os sons gerados na laringe?..

Ao contrario dos demais mamiferos, ao alongar-se para permitir a
fonacdo a faringe tornou-se instavel. A apneia do sono seria, portanto, o

preco pela vocalizacédo??.
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A lingua representa grande parte da via aérea superior sendo
composta por musculos intrinsecos e extrinsecos. Os musculos intrinsecos
(vertical, transversal, longitudinal inferior e superior) tém sua origem e
término dentro da lingua, enquanto os musculos extrinsecos (genioglosso,
estiloglosso, palatoglosso e hioglosso) inserem-se na lingua a partir de
estruturas externas®®. Representa 6rgdo Unico onde o tecido muscular tem a
capacidade de fornecer suporte estrutural além de criar movimento?4.

Estas particularidades fazem da lingua um modelo de hidrostato
muscular. Ou seja, uma estrutura biolégica encontrada em animais,
constituida por musculo esquelético sem suporte 0sseo, onde o volume do
tecido € constante, sendo redistribuido conforme se contrai permitindo uma
variedade de movimentos exercidos com preciséao?®.

Nos seres humanos tanto fatores mecanicos quanto neurais
desempenham papel na patogénese da (SAOS). Na populacéo infantil os
fatores anatdbmicos sao prontamente identificados como a principal causa da
SAOS, porém nos adultos a etiologia e os sitios de obstrucdo permanecem
imprecisos?®.

Entre fatores anatbmicos de estreitamentos da via aérea temos a
diminuicdo de permeabilidade nasal por fatores obstrutivos (desvio septal,
hipertrofia de conchas nasais), redundéancia de tecido palatal, hipertrofia das
tonsilas faringeas, palatinas e linguais, aumento do tecido adiposo
parafaringeo?’, alteragées craniofaciais?®, vasodilatacéo dos vasos cervicais?,
inflamacéo e edema nos tecidos faringeos devido a vibracao e traumas cronicos
do ronco® e redistribuicdo de edema intersticial dos membros inferiores para

0 pescoco durante a noite3?.
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Outra causa descrita esta ligada ao aumento da tenséo superficial da
saliva, principal componente da pelicula liquida que recobre as vias aéreas
superiores. Ha indicios de que a viscosidade da saliva alterada atue impedindo
a reabertura ou mesmo favorecendo novos fechamentos faringeos®?.

Porém, frequentemente individuos com via aérea similar apresentam
diferentes valores de colapsibilidade, sugerindo que a expresséo fenotipica
ndo é necessariamente determinante da gravidade da doencga: ha pacientes
com graves fatores de estreitamento da faringe sem apneia e, inversamente,
pacientes com adequada area luminal portadores de sindrome apneica
grave. Portanto as teorias de estreitamento da via aérea, em suas diversas
apresentacoes, nao explicam a SAOS em sua totalidade.

Neste sentido desenvolveram-se teorias que apontam para a falha da
atividade neuromuscular na génese da sindrome. Sabe-se que na SAOS o
colapso da via aérea ocorre principalmente nas fases profundas do sono,
justamente quando ha um maior relaxamento da musculatura faringea:.
Acredita-se que nestes pacientes ocorram alteragbes do sistema
neuromuscular com prejuizo do ténus muscular durante o sono. Em
individuos sadios a faringe apresenta-se pérvia com a pressao intraluminal a
nivel atmosférico e requer valores negativos acentuados para o fechamento.
Ja os pacientes com SAOS apresentam pressdo positiva de fechamento
faringeo, isto é, ocorre fechamento mesmo com pressao intraluminal
atmosférica®.

Durante a inspiracdo em condicdes normais observa-se um reflexo

caracterizado pelo aumento da atividade dos musculos dilatadores da faringe,
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visando minimizar seu estreitamento causado pela pressédo intraluminal
negativa®. Individuos com SAOS durante a vigilia apresentam aumento da
atividade destes musculos quando comparado ao individuo normal. Isto ocorre
como mecanismo compensatorio para manter a permeabilidade faringea, caso
contrario estes pacientes apresentariam eventos oclusivos mesmo quando
acordados®. O sono, porém, atenua esse reflexo. Suspeita-se que, como
conseguéncia dos apneicos manterem hiperatividade durante todo periodo de
vigilia, a queda paradoxal da atividade neuromuscular vista no sono dos
apneicos seja maior que a fisiolégica2,

A teoria neuromuscular também é sugerida para explicar a SAOS em
pacientes sem estreitamentos anatdbmicos da faringe. O aumento de
complacéncia estaria ligado a fatores intrinsecos como idade®¢, especificidade
do tecido muscular (musculatura infiltrada por gordura visceral leva a aumento
de dimensdes, pior capacidade de contracdo e consequentemente tonus)3’-29,
alétm da posicdo ao dormir (na posicdo supina a gravidade favorece o
colapso)® e a arquitetura do sono (fases mais profundas do sono geram maior
relaxamento muscular)*-42,

A falta de conhecimento sobre o controle neuromuscular da faringe
dificulta o desenvolvimento de novas terapias para a apneia do sono.

Com intuito de compreender a fisiopatogenia e desenvolver novo
método terapéutico, Schwartz et al.*®* foram pioneiros em testar o efeito da
estimulagdo do nervo hipoglosso na mecéanica do fluxo aéreo das vias
superiores. Em um modelo felino demonstraram que a estimulagdo elétrica do

nervo hipoglosso aumenta o fluxo inspiratério maximo, reduzindo a pressao de
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colapso da faringe (Pcrit), devido a reducdo na sua colapsabilidade. Porém as
pesquisas translacionais da estimulacdo elétrica do hipoglosso no modelo
humano tiveram resultados iniciais inconsistentes. O estimulo superficializava o
sono nao trazendo beneficio efetivo ao tratamento da SAOS.

Estimuladores neurais mais modernos trouxeram o método novamente
a tona pois a estimulacdo neural j& ndo influenciava a arquitetura do sono.
Importante trabalho multicéntrico publicado no New England Journal of
Medicine, em 2014, avaliou 126 pacientes com SAOS moderada a severa
tratados com estimulagédo do hipoglosso. O indice de apneia-hipopneia (IAH)
apresentou uma gueda média de 68% (de 29,3 para 9,0 eventos/hora) e
marcante melhora no indice de dessaturacdo da oxihemoglobina e nos
marcadores de qualidade de vida*. Hoje a estimulacdo elétrica do nervo
hipoglosso € uma terapia aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA),
integrando parte do arsenal terapéutico.

Porém, é fato comum nos trabalhos que testaram estimuladores
neurais com diferentes particularidades que, mesmo apoés criteriosa selecao
de pacientes, persiste um percentual de pacientes ndo respondedores, onde
o efeito da estimulacdo é ineficiente ou, mais usualmente, insuficiente®.
Estas falhas séo atribuidas aos padrdes néo fisioldgicos de recrutamento da
musculatura lingual associados a falta de estimulacdo sinérgica de demais
musculos-chave na manutencéo da paténcia da via aérea*®4’.

A estimulag&o exclusiva dos protusores, na auséncia da coativagao da
musculatura retratora, gera mecanismo nao fisioldgico de sustentabilidade

faringea. Além disso, o estimulo elétrico utilizado é suprafisiologico, o que fica
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evidenciado pela protrusdo e exteriorizacdo abrupta da lingua a cada
ativacdo, que serd repetido ciclicamente durante todo sono. Outros riscos da
estimulagéo artificial de fibras neurais terminais sdo remodelamento e leséo
axonal, desmielinizacéo e fadiga neuromuscular®4°,

O interesse atual estd na busca de uma estimulacdo otimizada,
precisa e fisiologica, possibilitando a contracdo de areas especificas da
lingua assim como a coativacdo dos demais musculos faringeos. Esta
estimulacdo ndo deveria levar a movimentacdo em bloco da lingua (evitando
sua laceracao pelo atrito repetido sobre dentes), deveria propiciar maior
abertura da area retro lingual e maximizar a estabilidade mecanica da
faringe, garantindo a eficacia funcional destes musculos. Conceitualmente
esta seria a estimulacdo ideal, mimetizando a estimulagdo central
fisiologica®’.

Durante a ultima década, duas tecnologias independentes de controle
remoto da atividade neuronal surgiram, sendo amplamente adotadas pela
comunidade da neurociéncia: a optogenética que se utiliza rodopsina e

demais opsinas, e a quimiogenética que se utiliza de receptores de

membrana acoplados a proteina G (G-coupled protein receptors [GPCRs]).
Na quimiogenética, o desenvolvimento dos receptores projetados
ativados exclusivamente por drogas projetadas (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs [DREADDS])" representam uma nova
ferramenta capaz de modular in vivo a sinalizagdo dos GPCRs. Com mais de

800 membros, os GPCRs representam a maior classe de receptores de

* DREADDs: Receptores projetados ativados exclusivamente por drogas projetadas
[Traducdo livre]
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sinalizacdo transmembrana sendo virtualmente responsaveis pela modulagéo
de todas as respostas fisioldgicas conhecidas®®.

Na tecnologia DREADDSs, receptores muscarinicos sdo mutados de
modo a perderem a capacidade de resposta a seus ligantes naturais®:. Em
vez disso, eles incorporam receptores sintéticos que podem ser ativados
somente por um ligante até entdo farmacologicamente inerte (clozapina-N-
oxido [CNOJ]), portanto um farmaco com efeito exclusivo nos receptores
projetados, sem interacdo com demais tecidos®>4,

Diante do exposto, esta pesquisa pretende modular a atividade de
neurbnios especificos, para maior compreensdo da anatomia funcional do
controle neuromotor da lingua, elucidando os padrées fisiologicos
especificos da estimulacdo muscular lingual responsével pela manutencao

da permeabilidade faringea durante o sono.
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2.1 Objetivos Primarios

a) Caracterizar, por meio do monitoramento da atividade elétrica das
membranas excitaveis das células musculares (eletromiografia [EMG]), o
controle exercido pelos DREADDs (receptores projetados ativados
exclusivamente por drogas projetadas) no recrutamento de fibras
musculares selecionadas.

b) Avaliar por histologia fluorescente a expressdo fenotipica de

DREADDs em neurdnios motores do nucleo do hipoglosso.

2.2 Objetivos Secundéarios
a) Tracejar, a partir de micro-inje¢cdes da subunidade B da toxina
colérica conjugada a fluoresceina (CTB-AF), 0s neurdnios motores
responsaveis pela inervacdo da musculatura protusora e retratora da lingua.
b) Avaliar, através de micro-inje¢cdes no musculo genioglosso, do virus
da pseudoraiva (PRV-267), a expressao nuclear da enzima Cre recombinase

em neurdnios motores selecionados do nucleo do hipoglosso.
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3.1 Modelo Animal
Disturbios respiratorios do sono (DRS) ndo sao relatados com frequéncia
em animais, mas existem espontaneamente em algumas espécies®. O uso de
modelos animais tem sido de valor inestimavel para o desenvolvimento e
entendimento do sono e dos mecanismos que causam suas desordens®®.
Pesquisas pregressas demonstraram episodios centrais e obstrutivos
recorrentes de apneia com gravagbes continuas de fluxo de ar e esforco
respiratério em varios modelos de grandes animais (cachorro, gato e porco)>”
8. No entanto, esses estudos sdo prejudicados pela dificuldade na aquisicéo,
instrumentacao e aclimatacao dos animais para gravacoes de polissonografia.
Animais pequenos como camundongos estdo sendo amplamente
empregados em pesquisas experimentais por apresentarem vantagens como:
facilidade no manuseio e tratamento, alta resisténcia a manipulacbes e
infeccdes, baixo custo e a possibilidade de alojamento conjunto. A familia dos
murideos apresenta linhagens que mimetizam a obstrugdo das vias aéreas
superiores em humanos devido as semelhancas anatdémicas e fisioldgicas®'-64,
O camundongo (Mus musculus) apresenta ampla variedade de
linhagens consanguineas disponiveis, 0 peso corporal e 0 ambiente podem ser
facilmente manipulados, possibilitando o estudo simultdneo de um grande
namero de animais. Além disso, os parametros anatémicos, metabolicos e de

crescimento estao bem descritos na literatura®¢’.
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Dentre as linhagens de camundongos, o C57BL/6J (Black 6 - B6) é a
mais estudada e conhecida. Linhagens obesas do B6 foram identificadas
como mais susceptiveis a obstrucdo das vias aéreas superiores e
predispostas a Distlrbios Respiratérios do Sono (DRS)%2:68-70,

Ao longo dos ultimos anos, o Laboratorio das Desordens do Sono da
Universidade Johns Hopkins desenvolveu abordagens fisiologicas distintas
para estudo das vias aéreas superiores e 0S mecanismos neuroventilatorios
dos DRS no B6. Especificamente, foram estabelecidos métodos de exame
da base fisiologica do aumento da colapsabilidade das vias aéreas
superiores (VAS) e respostas ventilatérias neuromusculares. Abordagens
complementares foram desenvolvidas para estudar o controle da
permeabilidade da via aérea superior em camundongos anestesiados, assim

como em animais em sono natural livres de conteng&o®671-74,

3.2 Anatomia e Fisiologia Lingual

A lingua é um 6rgdo muscular cuja complexa neuroanatomia vem
sendo desvendada progressivamente’>. E composta por quatro musculos
extrinsicos: genioglosso, estiloglosso, hioglosso, palatoglosso e quatro
musculos intrinsecos: transverso, vertical, longitudinal inferior e longitudinal
superior. As fibras da musculatura extrinseca possuem insercbes 0sseas
externas com terminagdes na lingua, enquanto os musculos intrinsecos tém
origem e terminag&o no interior da lingua. Movimentos linguais maci¢cos sao
atribuidos aos musculos extrinsecos, enquanto deformacdes em sua forma

majoritariamente aos intrinsecos®.
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A lingua responde ao modelo de hidrostato muscular, 6rgdo composto
principalmente por &gua, carecendo de sistema tipico de suporte
esquelético, capazes de produzir indmeras deformacgfes. Esta categoria
engloba as linguas dos mamiferos e lagartos, tentaculos de moluscos
cefalopodes e trombas de elefantes. A caracteristica biomecanica mais
importante dos hidrostatos musculares deve-se a obrigatoriedade do volume
constante, de modo que qualquer diminuicdo em uma dimensédo resultara
em aumento compensatério em pelo menos uma outra dimenséo’®.

A auséncia de um sistema de suporte esquelético possibilita a esse
sistema uma diversidade de movimentos complexos e altamente controlados.
Tal complexidade motora demanda grande representatividade neuronal”’.

Em trabalho celebre de 1940, Wilder Penfield desenhou o primeiro
diagrama homunculus, um mapa neurolégico das divisbes anatbmicas do
organismo’8, Esta representacdo humana em miniatura, altamente
distorcida, exibe uma lingua enorme evidenciando a grande quantidade de
cortex motor, portanto a importancia fisiologica deste 6rgao em humanos.

O impulso originado no cértex segue pelos neurbnios superiores por
diferentes regides do manto cortical envolvendo frontal, cingulo, parietal e
territdrios insulares do telencéfalo. Dadas as diversas, e especializadas
funcdes destas regides corticais, € provavel que os mecanismos de controle
do hipoglosso sejam influenciados por regides limbicas e motoras do cértex
cerebral, bem como sofram associacdo multimodal.

A anatomia do nucleo do hipoglosso comecgou a ser desvendada na

segunda metade do século XIV quando Deiters (1865) e Duval (1876)
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reconheceram as subdivisdes do nlcleo’. Estes relatos foram puramente
descritivos ndo extrapolando o significado funcional dos diferentes
subgrupos nucleares.

Posteriormente, Ziehen, em 1903 (ho homem) e Stuurman 1916 (no
modelo murino) realizaram o0s primeiros esbog¢os anatomofuncionais do
nicleo do hipoglosso’. Apenas em 1940 que Barnard, em trabalho
precursor, descreve elaboradamente a organizacdo topografica do nucleo
em diferentes vertebrados. O autor descreve que conforme ascendemos na
escada evolutiva, maior especializacdo € observada com o surgimento de
subpopulacdes de neurbnios dentro do nucleo. A obra também apresenta
descricdo histolégica dos neurdnios caracterizando os da regido rostral do
nacleo como maiores, apesar de menos nNumerosos, € 0s caudais,
localizados posteriormente ao obex interno, como menores e em maior
nimero, apresentando também maior nimero de sinapses®°.

Os neurbnios emitem entdo axdnios ventralmente que atravessam a
extensdo da medula entre a piramide e o complexo olivar inferior. Estes irdo
se unir em radiculas no sulco preolivar, separacdo entre a oliva e piramide,
vindo a originar o nervo do hipoglosso no bulbo raquidiano caudal®*#2,

O nervo parte da fossa posterior atravessando a subaracnoide
utilizando-se de canal préprio®. Ao emergir do canal do hipoglosso, o nervo
desprende ramo meningeo e recebe ramo anterior do primeiro e segundo
nervo cervical (C1/C2). Estas fibras ndo combinam com o nervo hipoglosso.
Simplesmente viajam em sua bainha para posteriormente inervarem o0s

musculos genio-hidideo e tireo-hiodeo.
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Seguindo em proximidade ao vago e nervo acessorio, 0 nervo do
hipoglosso trespassa por entre a artéria carétida e veia jugular interna. Apos
cursar o ventre posterior do musculo digastrico, segue para a regido
submandibular, lateralmente ao musculo hioglosso, cruzando inferiormente
ao nervo lingual para, por fim alcancar e prover inervacéo eferente para todo
corpo lingual, exceto palatoglosso, inervado pelo ramo motor do vago®.

Importante divisdo anatomofuncional, fundamental as terapias
baseadas na estimulacdo do hipoglosso, ocorre na altura do corno menor do
0sso hiode, a divisdo entre os ramos lateral e medial. O ramo lateral inclui
varios pequenos ramos que abastecem de forma independente os retratores
estiloglosso, hioglosso e o musculo intrinseco longitudinal inferior. O ramo
medial por sua vez, inerva o protusor genioglosso e os demais intrinsecos:

longitudinal superior, transversal e vertical®.

3.3 Organizacédo Miotépica do Nucleo do Hipoglosso

O conhecimento da organizacdo miotopica dos neurbnios motores da
lingua seguiu o progresso dos rastreadores neurais. O primeiro rastreador
retrogado, utilizado para demonstrar as conexdes do sistema nervoso, a
peroxidase de rabano silvestre, foi justamente descrita para demonstrar a
inervacdo da lingua pelo nucleo do hipoglosso por Kristensson e Olsson
seguidos por, Van der Kooy et al.8. Os pesquisadores, com uso de
rastreadores neuronais, demonstraram as projecfes axonais nucleares através
de injecdes linguais. Estes estudos marcam o aprofundamento da inervagéao

motora das diferentes fibras musculares linguais. No entanto, a localizag&o
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exata de neurbnios motores responsaveis por musculos individuais continuou
contraditoria entre diferentes autores. Por ndo serem compartimentalizados e
apresentarem interdigitagbes em diferentes planos, tem sido historicamente
dificil estudar os misculos da lingua como entidades separadas®’.

Maior conhecimento se deu com avanco de rastreadores moleculares
como a subunidade B da toxina colérica, e a introducdo de neuro
rastreadores ativos com destaque para o virus da doenca de Aujeszky,
pseudoraiva (PRV). O PRV foi responsavel ndo apenas para auxiliar a
compreensao da organizacdo miotopica subcompartimental do nucleo mas
também a elucidacdo das cadeias hierarquicas transinapticas referentes a
ordens neuronais superiores?&,

No sentido antero-caudal, o obex (do latim barreira) € o ponto em que
0 quarto ventriculo estreita para se tornar o canal central. Este € o reparo
anatébmico que divide a regido anterior (quarto ventriculo) e posterior (canal
central da medula) do nucleo.

Nos roedores, a primeira clara distingcdo anatomofuncional do nucleo
se da em regido ventral, responsavel pelos protusores, e regido dorsal,
responsavel pelos retratores linguais (Barnard,1940; Lewis et al., 1971;
Odutola, 1976; Krammer et al.,1979).6"

Estes compartimentos apresentam divisdes adicionais. Na regiao
ventral (protusores), a musculatura intrinseca da lingua esta representada
medialmente e o genioglosso ocupa posicéo lateral®. Ja na regido dorsal do
nacleo (retratores) estiloglosso e hioglosso, sdo encontrados rostro e

caudolateral respectivamente®?.
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As dimensdes dos subcompartimentos também apresentam variacoes
ao longo da extensdo rostrocaudal do nucleo. A saber. o genioglosso
(subcompartimento lateral na loja ventral) apresenta grandes dimensdes
anteriormente ocupando dois tercos da loja. Conforme progredimos
caudalmente (sentido canal central) esta representacdo diminui para cerca de
um terco do nucleo. Por sua vez 0 oposto acontece com o subcompartimento
dos musculos internos da lingua (regido ventro-medial do nucleo). Este ocupa
apenas um terco cranialmente (quarto ventriculo) crescendo em proporgcao

conforme progredimos sentido caudal do nlcleo®°,

3.4 DREADDS

Receptores acoplados a proteina G sdo uma superfamilia de
moléculas de sinalizagdo com informacdo genética codificada em cerca de
2% do genoma humano®. Estes reconhecem uma incrivel variedade de
ligantes, incluindo aromatizantes, fétons, neurotransmissores, hormonios,
lipideos, peptideos e outras moléculas pequenas®. Assim, GPCRs sdo
muito utilizados em estudos de farmacologia que visam descoberta de novas
drogas, sendo que metade das medicacdes atuais atingem seus efeitos
utilizando-se dos mesmos®*.

Mukherjee et al.®®, anexando um is6topo de iodo a diferentes
hormonios conseguiu revelar seus respectivos receptores de membrana,
entre eles, o receptor adrenérgico para a adrenalina. Este trabalho marcou a
compreensao inicial do funcionamento molecular do receptor de membrana

acoplado a proteina G. Posteriormente em 1988, Kobilka et al.%®
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conseguiram isolar seu gene codificante. Estudos comparativos permitiram
esclarecer as similaridades com demais genes codificantes de receptores
transmembrana, como os receptores em bastonetes do epitélio pigmentar da
retina dos olhos, a rodopsina. Os estudos de Lefkowitz e Kobilka®’ foram
cruciais para compreensao do funcionamento dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), levando os dois a serem agraciados com o Prémio
Nobel de Quimica 2012.

Durante a ultima década surgiram duas tecnologias independentes de
controle remoto da atividade neuronal, sendo prontamente adotadas pela
neurociéncia: a optogenética que se utliza de canais de rodopsinas e a
quimiogenética que se utiliza de receptores acoplados a proteina G mutados®.

No trabalho que introduziu a tecnologia quimiogenética, Armbruster et
al.’! apresentaram a evolucdo molecular que levou a criacdo de uma familia
de receptores muscarinicos potentemente ativados por composto
farmacologicamente inerte, CNO, mas n&o responsivos a seu ligante nativo,
acetilcolina (ACh).

Previamente, o receptor muscarinico M3 do rato (M3Ai3) foi
funcionalmente expresso na levedura Saccharomyces cerevisiae. Este
receptor, geneticamente modificado, quando conectado ao ligante, ativa a
via de sinalizacdo (ferormonio) promovendo o crescimento da levedura em
meio seletivo®%:9,

Através de técnicas de mutagénese aleatéria, utilizando-se de vastas
bibliotecas de receptores muscarinicos mutantes, rastreou-se com ensaios

de crescimento por receptores com alta afinidade a CNO. Arquitetou-se
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assim o receptor muscarinico mutado, base da tecnologia de controle remoto
nao invasivo de sinalizagcdo neuronal.

A escolha de CNO como ligante sintético foi baseado nas seguintes
particularidades da droga: primeiro, seu composto de origem, clozapina, tem
afinidade elevada para receptores muscarinicos e, portanto, previram gque
seriam necessdérias poucas mutacdes para elevar o CNO a um agonista
potente; segundo, o CNO é amplamente biodisponivel em roedores e
humanos!®1 e sobretudo, porque o CNO é uma molécula
farmacologicamente inerte com baixissima afinidade para demais receptores®.

Em 1979, Crick!®? previu que a neurociéncia evoluiria para a
identificacdo e mensuracdo de funcionalidades cerebrais. Mas que para
identificar e interferir sobre essas funcionalidades seria necessério inventar
um método “com o qual todos os neurdnios, de apenas um tipo, poderiam
ser ativados, deixando os demais mais ou menos inalterados”. Hoje, este
controle sobre eventos definidos, em tipos de células especificas, por tempo
definido esta disponivel e, este alto nivel de precisdo é propulsor da
neurociéncia moderna®103,

A ativacdo isolada de GPCRs numa configuracdo experimental € um
desafio, pois ligantes exdgenos apresentam efeitos off-target (ativam
funcBes indesejadas ou adormecidas do acido ribonucleico [RNA]) e ligantes
enddgenos por sua vez interferem na atividade dos receptores nativos. Por
apresentar ambos, receptores e droga de altissima especificidade, a
tecnologia DREADD ¢é valiosa para elucidar os efeitos da ativacéo individual

de receptores e as vias de sinalizacédo de células selecionadas in vivol%4,
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Por exemplo, trabalhos realizados com DREADDs associados a
receptores Gq demonstraram que sob efeito da CNO ocorre aumento da

excitabilidade  neuronal®>'%, induzindo sua despolarizacdo em

salval06107.1%8 por sua vez, DREADDs associados a proteina Gi causaram
robusta silenciamento

hiperpolarizagao e consequentemente

neuronal®41051099 (Quadro 1).

Quadro 1 - Principais trabalhos que fizeram uso da tecnologia DREADD

acoplada a proteina Gqg e Gi

Tecido-alvo

Relevancia

Referéncia

Gg DREADD

Neurbnios
Supraquiasmaticos

Neurénios
dopaminérgicos da
area tegmental
ventral

Neurdnios
gabérgicos do
hipotalamo

Neurénios
orexigenos

Gi DREADD
Neurdnios

supraquiasmaticos

Neurbnios
amigdalianos

Neurdnios do
Hipotalamo

Neurénios que
expressam
prodinorfina

Modulagé&o de ritmo
circadiano

Hiperatividade

Modulam ingesta de
alimentos

Modulagéo da
atividade de
neurdnios orexigenos

Modulagéo do ciclo
circadiano

Inibicdo do medo
condicionado

Identificacdo de
neurénios que
regulam fome

Recapitulagcéo de
respostas de adicgédo

Neurénios e circuitos neurais
com potencial farmacolégico
para desordens circadianas

Identificacdo de sinalizacao
que pode modular ténus
dopaminérgico

Potencial terapéutico em
obesidade e desordens
alimentares

Modulagé&o do ciclo sono-vigilia

Identificacéo de neurdnios em
potencial para tratamento de
desordens circadianas

Identificacdo de neurdnios
envolvidos em distarbios do
ansiedade e medo

Identificacé@o da sinalizagdo
com possibilidade terapéutica
em tratamentos de obesidade

Identificacdo de sinalizacdo
com potencial para adiccdo

Brancaccio et al.110

Wang et al.}11

Krashes et al.108

Sasaki et al.112

Brancaccio et al.110

Li et al.113

Zhan et al.114

Anderson et al.115
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Por servirem como substitutos para GPCRs enddgenos, DREADDs
modulam sistemas neuronais de forma idéntica a desempenhada por estes
receptores in vivo. A similaridade a sinalizacdo extracelular fisioldgica
permite que esta técnica amplie a compreensdo de como circuitos cerebrais
controlam ambos os comportamentos, normal e patoldgico.

Apesar de moderna esta tecnologia conta com extensa e crescente
literatura, porém ndo ha relatos da utilizacdo da mesma em neurdnios

motores ou ainda como proposta terapéutica para a apneia do sono.

3.5 Neurorastreamento Viral

O cérebro dos mamiferos € constituido por tramas de circuitos neurais
interligados. Dentro dessas redes, modulos individuais processam as
informacdes e fornecem sinais de saida especificos. Os virus vivos tem
papel fundamental na compreensdo da organizacdo sinaptica neuronal't®.
Estes, possibilitam a identificacdo das cadeias de neurbnios e, assim,
definem os circuitos funcionalmente ligados do sistema nervoso.

O virus da pseudoravia é detentor de tropismo retrégado, capaz de
replicar e se espalhar de neurénio a neurbnio através do contato sinaptico,
assim realizando a identificacdo neuronal seguindo a disposi¢cdo crescente
das ordens neurais.

Trata-se de virus de acido deoxuribonucleico (DNA) em dupla cadeia,
da familia alpha Herpesviridae, responsavel pela doenca de Aujesky tendo o
suino como seu reservatoério natural.

O uso extensivo de PRV no rastreamento neural deve-se a

disponibilidade de linhagens de viruléncia reduzida que, além do transporte
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seletivo na direcdo retrograda, também expressam proteinas reporteres, por
exemplo, proteinas fluorescentes!17-120,

Dentre as principais cepas criadas algumas merecem destaque. Ao
contrario da cepa selvagem Becker, de alta viruléncia, o PRV-Bartha
apresenta baixa patogenicidade devido a extensa dele¢c&o na regido Unique
Short de genes codificantes de proteinas do capsidio viral. Esta cepa
permite maior sobrevivéncia ao hospedeiro servindo de base para criacdes
de demais rastreadores PRV21.122,

O PRV-263, Bartha isogénico, utiliza-se de sistema Cre-lox para
rotulagem multi-colorida de neurdnios. Este expressa o reporter vermelho
(dTomato) que preenche o citoplasma além de transportar o cassete Brainbow.
Na presenca da enzima Cre recombinase, o gene dTomato € recombinado a
partir do cassete, elimina-se a expressao do reporter vermelho liberando a
expressao dos reporteres citoplasmaticos, cor amarela (Enhanced Yellow
Fluorescent Protein [EYFP]) ou ciano (mCerulean). O PRV-263 permite entédo a
identificacdo da ordem de diferenciagcdo neuronal sendo usado para identificar
as conexdes de neurdnios dentro de uma rede complexa.

Outra cepa moderna, o PRV-IE 180, devido remog¢&o do gene Unico
precoce imediato 180 (IE180), ndo se replica, mantendo-se no neurbnio
inicialmente infectado a partir dos axénios terminais. A perda da capacidade
de progressao transinaptica significa baixissima citotoxicidade possibilitando
a coinfeccao, portanto multiplas infec¢des virais, Uteis no rastreamento de
um circuito complexo, ou quando se almeja seletividade neuronal maxima. A
capacidade de escolher a nivel molecular o recrutamento de um neuronio,

mantendo o neurdnio vizinho inalterado.
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Evolucéo seguinte, o PRV IE180-null-hSyn-Cre, é capaz de infectar e
realizar expressao transgene, especificamente transmitir Cre-recombinase,
seguindo neurotropismo retrogrado. Esta cepa, de baixissima citotoxicidade,
infecta a célula a partir do axénio terminal vindo a expressar Cre no nucleo
celular. Estas caracteristicas o tornam viavel em experiéncias crénicas onde
a seletividade molecular é desejada'?:.

O vetor PRV-267 por sua vez, € linhagem Unica pois, associado a
capacidade de expressar Cre, carrega gene reporter, a proteina fluorescente
vermelha monomeérica (MRFP). Esta se encontra fundida a proteina do
capsideo viral, acumulando-se no nucleo da célula infectada. A utilizacdo do
PRV-267 serve tanto como marcador transneuronal, quanto como vetor, em
circuito controlado, para a expressao nuclear da enzima de recombinacao. A
cepa portanto, entrega Cre biologicamente ativo seguindo a ordem circuito-

especifica por varias sinapses'?4.

3.6 Terapia Genética

Em 1971, o editorial da Science intitulado “Reservas sobre a terapia
genética” especula que o desenvolvimento de técnicas de transferéncia de
genes em células de mamiferos sera ferramenta poderosa de pesquisa e, em
tltima analise, fornecerd uma base racional para o tratamento de diversas
doencas. O artigo adverte sobre a intempestividade de sua aplicacdo clinica
devido aos riscos intrinsecos na utilizacdo de vetores virais. Tratava-se de fase
inicial, onde os esfor¢os deveriam direcionar para a compreensao descritiva da

genética humana nédo havendo ainda seguranga intervencionista*?®.
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O primeiro projeto de sequenciamento do genoma humano foi
publicado em 2001, com uma estimativa inicial de 30.000-40.000 sequéncias
de codificacdo de proteinas'?®. As estimativas atuais sdo de 20.000 genes
codificadores de proteinas, com namero crescente de RNAs funcionais, nao-
codificantes. O Projeto Genoma Humano (PGH), marco inicial da terapia
genética, consistiu num esfor¢co internacional para o0 mapeamento do
genoma humano e a identificacdo de todos os nucleotideos que o compdem.

A terapia genética teve inicio com o conceito de substituicdo de
genes; insercdo de uma cépia correta substituindo gene defeituoso para o
tratamento de doencas hereditarias. Este conceito simples deu lugar a
adicdo genética'?’, empregada na maioria dos ensaios clinicos atuais, onde
um gene é transfectado para as células vindo a somar-se carga genética do
hospedeiro, podendo ser absorvido ou ndo pelo genoma do mesmo. As
opcOes para terapia de adigéo de gene sao, essencialmente, ilimitadas.

A utilizacdo de plasmideos (DNA nu) é método antigo, apresentando
baixos niveis de transferéncia genética com pouca aplicabilidade pratica. A
célula eucarionte ndo assimila efetivamente carga genética difusa em seu
meio ou mesmo quando ativamente infundida.

Por outro lado, quando os virus infectam uma célula, introduzem seu
material genético que passa a controlar o metabolismo celular para se
multiplicar e perpetuar a infecgdo. A engenharia genética moderna utiliza virus
altamente adaptados para entregar genes para células desejadas??-13°,

O The Journal of Gene Medicine mantém uma base de dados on-line

de 2210 trabalhos clinicos com terapia génica. Pode-se pesquisar através de
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variaveis; indicacdo, vetor utilizado, gene transferido, tipo de gene e fase
clinica da pesquisa. A maioria é direcionada ao tratamento de cancer (65%).
O primeiro produto liberado para uso clinico em seres humanos é o
recombinante Ad-p53 Gendicine® para o tratamento do carcinoma de células
escamosas em cabeca e pescoco!3,

A injecdo de recombinante humano Ad-p53 utiliza-se do Adenovirus
sorotipo 5 para entrega da forma selvagem do gene supressor tumoral p53
para células cancerigenas. O gene p53 esta mutado ou eliminado (nulo) em
aproximadamente 50% a 70% dos tumores humanos. A introdugcéo de gene
p53 produz subsequente sobre-expressdo da proteina p53, eficaz no
controle do crescimento de células de tumorais por induzirem apoptose,
apresentando ainda, efeito sinérgico com radioterapia e quimioterapia'®2.

Apés a terapia oncoldgica, as doencgas hereditarias monogénicas
(6,7%) ocupam a segunda posicado nas indicacdes de pesquisa clinica da
terapia génica. No tratamento da deficiéncia familiar da lipoproteina lipase o
virus adeno-associado do serotipo 1 (AAV1) entrega uma cOpia intacta do
gene da lipoproteina lipase humana (LPL) para as células musculares33134,

Conforme se aprofundou o conhecimento e a seguranca da terapia
genética, expandiu-se suas indicacdes para além das doencas terminais ou
de prognostico sombrio, com importantes avancos em diversas
especialidades médicas.

A atrofia Optica de Leber € uma doenca neurodegenerativa de células
ganglionares da retina levando a amaurose. Doses intravitreais e/ou

subretinais do recombinante adenoassociado com gene mitocondrial
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humano selvagem defectivo apresentaram resultados seguros e com
melhora nos testes oftamoldgicos (acuidade, campo visual, tomografia de
coeréncia éptica e potencial evocado visual)35136,

O virus adenoassociado (AAV) é DNA virus, icosahédrico néao
envelopado de pequeno capsidio (18-24nm), pertencente a familia
Parvoridiae isolado em humanos e primatas. Seu recombinante (rAAV) tém
sido utilizados com sucesso na transferéncia de genes para uma variedade

de tecidos em modelos animais137-141,

3.7 Tecnologia Cre-loxP

Sauer!#? introduziu o uso da enzima Cre recombinase (enzima que
causa recombinagao) para mutagénese condicional e insercdo de cassetes
de DNA em cromossomos de levedura Saccharomyces cerevisiae.
Utilizando-se do sistema de transducdo genética do virus bacteréfago P1
demonstrou que a técnica promove eficiente e precisa translocacao
cromossOmica em ceélulas eucariontes.

Em Rajewsky et al. (1993) apud Gu et al.*3 relataram a producéo de
células-tronco embrionarias pluripotentes com gene polimerase flanqueado
em alvo. Flanqueamento significa o posicionamento de pequenas
sequéncias de pares de nucleotideos, chamadas de LoxP, entre o que
material genético alvo da intervencéo.

Utilizando essas técnicas, os pesquisadores Oliver Smithies, Mario
Capecchi e Martin Evans em trabalhos distintos possibilitaram a criacdo de

linhagens de camundongos knock-out em quais genes especificos estéo
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deficientes. Estes sdo utilizados para estudar o papel especifico dos genes e
suas alteracdes, além da criacdo de modelos animais de doencas humanas.
Em 2007, os pesquisadores dividiram o prémio Nobel de Medicina por essa
descobertal44,

O sistema Cre-lox tem inUmeras aplicacdes. Uma unica enzima (Cre)
associada a sequéncias curtas de recombinacdo (LoxP) levam a mutacéo
genotipica por inversdo, delecao ou translocacao. O flagueamento prévio de
LoxP (locus of X(cross)-over in P1) permite controlar com precisao a posi¢cao
do sitio a ser mutado.

A sequéncia loxP ndo ocorre naturalmente em nenhum genoma
conhecido além do virus bacteriofago P1. Ele utiliza esses componentes do
LoxP como parte de seu ciclo natural.

A enzima Cre, € uma proteina de 38 kDa responsavel pela
recombinacéo intra e intermolecular nos locais de reconhecimento loxP. Esta
nado necessita de fonte de energia externa, agindo independente de
proteinas acessorias ou cofatores.

Por sua vez, sitios LoxP séo sequéncias de reconhecimento medindo 34
pares de bases (bp) constituidos por duas repeticdes longas palindrémicas de
13 bp e separados por uma sequéncia de 8 bp. A sequéncia é longa suficiente
para evitar chance de ocorréncia aleatéria garantindo que nenhum gene natural
do hospedeiro sera danificado durante o tratamento.

Assim, camundongos que apresentam genes flanqueados por sitios
loxP, podem ter esse gene alvo modificado através da acdo recombinatoria

da enzima Cre e a atividade de Cre por sua vez sera controlada, colocando-
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a sob um promotor adequado, direcionando a expressao do gene para o
tecido desejado.

O DNA de cadeia dupla sera cortado em ambos os locais loxP pela
enzima Cre e as cadeias serdo refeitas. O resultado de recombinagé&o
depende da orientacao inicial de loxP. Para dois locais lox no mesmo brago
do cromossoma, sitios loxP invertidos irdo causar uma inversdo do DNA
interveniente, enquanto que uma repeticdo direta de sitios loxP levard a um
evento de delecdo. Se sitios loxP estiverem em diferentes cromossomos

eventos de translocagdo serdo catalisados por recombinagéo Crel#°,

3.8 Subunidade B da Toxina Colérica

A coélera é uma doenca diarreica aguda causada pelo Vibrio cholerae!4®.
O V. cholerae foi isolado em cultura de uma amostra de fezes de origem no
Egito por Robert Koch'#’, em 1884. Embora em 1886 Koch sugerisse que essa
bactéria produzisse a toxina, somente em 1959 ela foi isolada por S.N. De'48,

A toxina da colera (CT) é constituida por duas subunidades, A (CTA)
e B (CTB). A CTB é um homopolimero de 55 kDa, ndo téxico, com alta
afinidade ao monossialogangliosideo (GM1), tendo cada monbémero de
subunidade um sitio de ligacdo para GM1. Por ndo apresentar toxicidade,
tem sido utilizado em biologia celular e molecular como marcador neuronal.

Em contraste com a peroxidase do rabano silvestre®, o primeiro
rastreador neuroanatémico, que é absorvido passivamente pelo neurdnio, a
CTB liga-se especificamente a receptores da superficie dos neurbnios

melhorando sua sensibilidade como rastreador.
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A subunidade B da toxina colérica € um tracador neuroanatdomico
retrogrado4®1%0, |nicialmente foi utilizada em sua forma ndo conjugada,
sendo necessaria subsequente deteccdo imunohistoquimica (complexo
avidina-biotina) para a visualizacdo microscépica em campo claro'®!. Por
nao ser método de deteccao direta ndo permite rastreamentos multiplos em
um mesmo animal ou estudos de eletrofisiologia em tecidos vivos.

A anexacao de um conjugado fluorescente foto-estavel, brilhante, e
insensivel ao pH (Alexa Fluor [AF]) permitiu comparar conexdes de duas ou
mais regides cerebrais através de corante fluorescente robusto®21%3, Estes
conjugados foram utilizados com sucesso em estudos que examinaram as
conexbes da retina'®, sistema nervoso periféricot®>1%7e  conexdes

talamocorticais relacionadas a atencgéao dirigida*®e,
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O estudo experimental foi realizado em concordancia com o Manual
National Research Council (NRC) sobre cuidados de animais de
laboratério'®®, ap6s aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa em animais
da Universidade Johns Hopkins pela Comissdo de Etica para Anélise de
Projeto de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) sob
o numero de protocolo 023/16.

Os procedimentos foram realizados nos laboratérios da pneumologia
no Centro de Desordens do Sono da Universidade Johns Hopkins, Campus
de Bayview em Baltimore - EUA.

Este projeto foi financiado por bolsa de auxilio a pesquisa do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNP(q) sob
processo n°® 140904/2013-02 e pelo Programa Ciéncia sem Fronteiras da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

sob processo n. 99999.01894/2014-04.
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4.1 Materiais
4.1.1 Selecao de animais

Neste estudo experimental foram utilizados 38 camundongos C57
black 6 (C57BL/6) saudaveis, machos, adultos (12 semanas), com massa
corporal entre 22 e 28 gramas, adquiridos do The Jackson Laboratory - Bar
Harbor, Maine e mantidos no Centro de Bioterismo da Universidade de
Johns Hopkins.

Os animais ficaram alojados em gaiolas contendo no maximo trés
individuos, em condi¢des apropriadas de temperatura (24,0°C) e umidade do
ar (60%-70%), com ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo agua a
vontade. A racdo especifica para a espécie foi oferecida uma vez ao dia,
apos a limpeza das gaiolas.

Todos camundongos obtidos foram utilizados no estudo, sem
exclusdo de animais, pois ndo foram constatados sinais de infeccdo e/ou

malformagdes congénitas.

4.1.2 Vetor adenoviral associado (virus injetado por cirurgia estereotaxica)

Como DREADDs utilizou-se o sorotipo 5 do vetor adenoviral
associado AAV-hSyn-hM3D(Gq)-mCherry que expressa 0 receptor
muscarinico M3 mutado sob controle do promotor hSyn. Como controle
utilizou-se o AAV-hSyn-EGFP, sorotipo 5 que também utiliza o promotor de
sinapsina 1 humano (hSyn) e conduz a expressao de proteina fluorescente
verde aumentada (EGFP). Os vetores foram adquiridos da Universidade da

Carolina do Norte (EUA) - Dr. Bryan Roth (Vector Core® Chapel Hill, NC).
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4.1.3 Clozapina-N-oxido
Como droga ligante para ativacdo de DREADDSs, foi utilizado Clozapina-

N-6xido na dose de 1 mg/kg adquirido da Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, USA.

4.1.4 Conjugados de toxina colérica

Os conjugados de subunidade B de toxina colérica utilizados na
concentracéo de 1% (peso/volume) foram CTB-AF 555 (555 nm excitagao e
580 nm emisséo) e CTB-AF 488 (490 nm excitacdo e 525 nm) adquiridos da

Life Technologies® Carlsbad, CA, EUA.

4.1.5 Vetor da pseudoraiva

Utilizou-se o PRV-267, um recombinante PRV-Bartha, que expressa
ambos Cre-recombinase e proteina fluorescente do capsideo VP26,
desenvolvido pelo departamento de Biologia Molecular da Universidade de

Princeton (EUA) - Dr. Lynn W. Enquist.

4.2 Métodos
4.2.1 Separacao de animais conforme protocolo

O numero total de animais (n=36) foi separado em grupos diferentes
conforme protocolos (Figural).

Grupo A: 24 camundongos para avaliacdo do efeito de DREADDs
sobre atividade eletromiografica do musculo genioglosso. Divididos em

grupo Al composto por 18 camundongos submetidos a injecéo estereotaxica
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com DREADDS e grupo A2 de seis camundongos submetidos a injegcéo
estereotaxica com virus controle.

Grupo B: Seis camundongos para infiltracdo de conjugado de toxina
colérica divididos em grupo B1 com trés camundongos para inje¢cdo em
musculatura protusora da lingua (protusores) e grupo B2 composto por trés
camundongos com injecdo direcionada a musculatura retratora lingual
(retratores).

Grupo C: Seis camundongos para infiltracdo do PRV-267 na

musculatura protusora da lingua, musculo genioglosso.

Numero total de animais

n=36
Grupo A
L . Grupo B Grupo C
Avaliagéo do efeito Infiltragdo com CTB Infiltragdo com PRV
de DREADDs _ _
h=24 n=6 n=6

¥ ¥ ¥ . 2
Grupo A1 Grupo A2 Grupo B1 Grupo B2

DREADDs Controle Protusores Retratores
n=18 n=6 n=3 n=3

Figural- Diagrama da locacdo de animais em diferentes grupos. DREADDs -
receptores projetados ativados exclusivamente por drogas projetadas, CTB
- subunidade B da toxina colérica, PRV - virus da pseudoraiva
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4.2.2 Protocolo anestésico e preparacao dos animais

A indugdo e manutencgéo anestésica foram realizadas com 1% a 3 %
de isoflurano inalatério. A sedacdo foi considerada ideal na auséncia de
qualquer resposta a pressao digital forte na pata do animal.

Apés anestesia, a area cirargica foi lavada com solucdo de
iodopovidina (Betadine® Microbicides - Stamford, Connecticut, EUA) e os
animais foram identificados com etiquetas permanentes de ac¢o inoxidavel
(Braintree Scientific Lab - Braintree, Massachusetts - EUA), por perfuracdes
simples em orelha, obedecendo a modelo internacional pré-definido. Nos
camundongos do grupo A realizou-se a tricotomia das regides do cranio e

submandibular com laminas de bisturi n® 23, individual e descartavel.

4.2.3 Protocolo cirargico

Uma vez anestesiados, identificados, tricotomizados, realizado
assepsia de acordo com o descrito, realizou-se o0s procedimentos cirdrgicos
em ambiente e materiais estéreis de acordo com as normas de assepsia
cirirgica. Em pos-operatorio a buprenorfina 0,05 mg/kg a 0,1 mg/kg
subcutanea foi administrada conforme necessario, com base em sinais de
angustia ou dor, por exemplo, ruidos audiveis, auséncia de movimento,

mudanca de hébitos alimentares ou de autolimpeza (grooming).
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4.2.3.1 Protocolo de cirurgia estereotaxica para nucleo do hipoglosso
(Grupo A)

a)

b)

d)

f)

g)

Posicionamento do animal em decubito ventral no aparato
estereotaxico (Kopf, modelo 963) com estabilizacdo por ajustamento
dos plugs nos poros auriculares e fixacao de incisivos superiores em
cone nasal (Figura 2).

Aplicacdo de pomada oftdlmica lubrificante (Medichoice -
Mundelein, lllinois, EUA) em cada um dos olhos.

Assepsia com solucdo de iodopovidona (Betadine® Microbicides -
Stamford, Connecticut, EUA) e tricotomia com laminas de bisturi
n° 23, individual e descartavel da superficie dorsal do cranio.
Incisdo longitudinal reta na derme em linha mediana do cranio
com extensdo de aproximadamente 15mm até o0 0sso, com
exposicao da calota craniana.

Hemostasia com gaze estéril e soro fisiologico estéril (solugéo de
NaCl 0,9%).

Aspiracdo de 100 nl de AAV5-hSyn-hM3D(Gq)-mCherry (Grupo
Al - DREADDSs) ou AAV5-hSyn-GFP (Grupo A2 - Controle) em
micropipeta de vidro puxado (diametro interno cerca de 100
micron) confeccionada no proprio laboratorio.

Utilizando-se de microscopio Leica S4E, nivelagcdo do cranio nos
planos dimensionais pelas marcacdes anatbmicas bregma
(interseccao da sutura sagital e coronal) e lambda (interseccéo da

sutura sagital e lambidoide).
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h)

)

K)

Definicdo de pontos de infiltracdo no nucleo do hipoglosso
seguindo coordenadas estereotaxicas (em mm): anteroposterior -
7,20; medial-lateral = 0,2 (bilateralmente); dorso-ventral -4,75,
valores calculados a partir do Atlas estereotaxico cerebral - The
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates®’. Marcacéo da area-alvo
para craniotomia na linha mediana, para ter acesso bilateral.
Craniotomia puntiforme em area-alvo utilizando-se de broca
diamantada esférica de 0,01 mm a 0,14 mm (Diamond Burs
Dental Drill) em micromotor elétrico.

Introducdo de micropipeta através da craniotomia seguindo as
coordenadas esterotaxicas ja definidas para a acessar o nucleo
do hipoglosso direito.

Infuséo lenta 20 nl/min de 50 nl de DREADDs ou virus controle.
Apés a infiltracdo aguardou-se cinco minutos com agulha em
mesma posicdo para evitar refluxo de material infundido por
trajeto deixado pela agulha.

Retirada da micropipeta sendo realizado o mesmo procedimento
para acessar o nucleo contralateral e infiltrar os 50 nl restantes na
micropipeta.

Apés retirada de agulha é realizado fechamento da incisdo

cirdrgica com mononylon 6-0, por ponto simples.
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-

Figura 2 - Depois de anestesiado o camundongo foi montado no quadro
estereotactico, apds incisdo mediana a pele foi afastada e a superficie do
cranio foi exposta. Os principais marcos anatébmicos sdo destacados: B -
bregma, L - lambda, SC - sutura coronal e SS sutura sagital, * - pontos de
entrada da micropipeta a 7,2 mm caudal de bregma

4.2.3.2 Microinfuséo de conjugado colérico (CTB-AF) em musculatura
protusora (Grupo B1) ou retratora da lingua (Grupo B2)

Para cada animal os tempos cirurgicos foram efetuados, na sequéncia

seguinte:

a) Apos checado o plano anestésico, o camundongo foi colocado em
posicdo supina, sendo afixado pelas patas anteriores com fita
adesiva.

b) Assepsia com solucdo de iodopovidona (Betadine® Microbicides -
Stamford, Connecticut, EUA) e realizou-se a tricotomia da regiao
submandibular com laminas de bisturi n® 23, individual e

descartavel.
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d)

f)

9)

h)

)

Incisdo mediana submandibular de 10 mm de extensdo de modo a
permitir adequada exposi¢ao das estruturas cervicais bilateralmente.
Afastamento lateral de glandulas submaxilares e sublinguais
permitindo  exposicdo de musculatura cervical profunda
bilateralmente.

Utilizando-se de microscopio (Kent Scientific Stereo, Connecticut -
EUA) descolamento do musculo digastrico e seu afastamento
mediano, através de fio de ancoragem em seu tendao
intermediario, de modo a permitir a exposicdo do ramo principal
do nervo hipoglosso assim como sua bifurcagcdo em ramo lateral e
medial bilateralmente (Figura 3).

Nos camundongos do Grupo B1 (protusores), foi realizada seccéo
bilateral do ramo lateral do nervo hipoglosso que inerva 0s
musculos retratores (musculos estiloglosso e Hioglosso).

Nos camundongos do Grupo B2 (retratores), foi realizada secc¢éo
bilateral do ramo medial do nervo hipoglosso que inerva os
musculos protusores (musculo genioglosso).

Reposicionamento de tecidos cervicais e sutura de pele com
mononylon 6-0, por pontos simples.

Suspensdo do camundongo, na vertical, pelos dentes incisivos
superiores posicionados em alca de fio metalico.

Pincamento da ponta da lingua e exteriorizacdo lateralmente aos
incisivos inferiores de modo a, utilizando-se da contra-tracao
exercida pela gravidade, melhor expor a regido especifica para

infiltracdo (Figura 4).
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k) Para injecdo no genioglosso Grupo Bl (protusores): insercao da

agulha na regido dorsal da lingua para atingir o musculo
genioglosso. A profundidade da insercao (0,5 mm) foi garantida
por baldo de protecdo. Infiltracdo intramuscular lenta (10
segundos) de 5 pl de solugdo de CTB-AF 555 permanecendo a
agulha posicionada cinco segundos apos infiltragcdo para evitar
refluxo de material infundido por trajeto deixado pela agulha. A
injecdo € realizada bilateralmente em pontos equidistantes de
septo fibroso mediano.

Para injecdo no estiloglosso grupo B2 (retratores): insercdo da
agulha face lateral da lingua, posterior a iminéncia molar para
atingir musculo estiloglosso e hioglosso. A profundidade da
insercao (0,2 mm) infiltragdo intramuscular lenta (10 segundos) de
5 pL de solucdo de CTB-AF 488 permanecendo a agulha
posicionada cinco segundos apés infiltracdo para evitar refluxo de
material infundido por trajeto deixado pela agulha. A injecéo foi

realizada bilateralmente.

m) Hemostasia com Swab de algodao alginatado estéril.

n) Reposicionamento de lingua em cavidade oral.
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Musc. digastrico

Gl. sublingual

Veia jugular\

externa

Gl.
submandibular

Figura 3 - Representagdo esquematica de exposi¢cdo cervical com principais
estruturas. Quadrado azul: foto intraoperatdéria com exposi¢ao de nervo
hipoglosso e sua principal ramificagdo em ramo medial e lateral. Gl -
Glandula, XlIn - nervo do hipoglosso

Figura 4 - Suspensdo do camundongo pelos incisivos superiores permitindo ampla
exteriorizagao e visualizacdo da lingua para infiltracdo na sua musculatura

protusora ou retratora
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4.2.3.3 Microinfusao do vetor viral (PRV-267) na musculatura protusora
da lingua (musculo genioglosso) (Grupo C)

a)

b)

d)

Suspensdo do camundongo, na vertical, pelos dentes incisivos
superiores posicionados em alca de fio metalico.

Pincamento da ponta da lingua e exteriorizacdo lateralmente aos
incisivos inferiores de modo a, utilizando-se da contra-tracao
exercida pela gravidade, melhor expor a regido especifica para
infiltracao.

Insercdo da agulha na regido dorsal da lingua, posteriormente a
iminéncia molar, para atingir o musculo genioglosso. A profundidade
da insercao (0,5 mm) foi garantida por baldo de protecédo na agulha.
Infiltrac@o intramuscular, lenta (10 segundos) de 250 nl de PRV-267
bilateralmente, equidistantes de linha média. A agulha permaneceu
posicionada cinco segundos apos infiltracdo para evitar refluxo de
material infundido por trajeto deixado pela agulha.

Hemostasia com Swab de algodao alginatado estéril.

Reposicionamento de lingua em cavidade oral.

4.2.3.4 Protocolo de eletromiografia (Grupo A)

Dezoito camundongos que receberam a injecdo estereotaxica de

DREADDs (grupo Al) realizaram dois exames de eletromiografia com periodo

de quatros dias (washout) entre eles. Os animais que receberam virus controle

(grupo A2) realizaram apenas um exame de eletromiografia com infusdo de

CNO. Os exames aconteceram quatro semanas apos a injecado estereotaxica,
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periodo necessario para expressdo fenotipica para ambos (DREADDs ou
controle). O exame consistiu de gravacdo eletromiografica da atividade do
genioglosso em condicdo basal e apds intervencdo (administracdo
intraperitoneal de ligante CNO 1 mg/kg ou de solugéo salina 0,9%). Para o
grupo Al os camundongos foram selecionados, por sorteio, em dois grupos
para determinar a ordem da intervencédo (CNO ou S.F.0,9%).

Determinou-se avaliar a atividade eletromiografica com ritmo
respiratério comparavel nas diferentes situagfes. Optou-se por frequéncia
em torno de 1Hz (60 respirag6es por minuto) por ser padrao respiratorio que
bem diferencia atividade fasica e tdnica em tracado eletromiogréfico.

a) Apos checado o plano anestésico, o camundongo foi colocado em
posicdo supina, sendo afixado pelas patas anteriores com fita
adesiva.

b) Assepsia com solucdo de iodopovidona (Betadine® Microbicides -
Stamford, Connecticut, EUA) e realizou-se a tricotomia da regido
submandibular com laminas de bisturi n° 23, individual e descartével.

c) Incisdo mediana submandibular de 5 mm de extensdo de modo a
permitir adequada exposi¢ao das estruturas cervicais.

d) Confeccédo de eletrodo tipo gancho utilizando-se de fio de aco
inoxidavel calibre 0,005 mm revestido e 0,003 mm desencapado
(A-M Systems Carlsborg, Washington, EUA), sendo desencapado
manualmente 0,5 mm da ponta do fio.

e) Insercado do fio através de agulha de insulina 27%2 G sendo a ponta

desencapada dobrada sobre o bisel.
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f)

9)

h)

)

Insercdo de agulhas para posicionamento dos eletrodos
descapados. As agulhas intramusculares foram inseridas em
angulo de 45° sobre ponto formado pelo cruzamento da linha
mentual paramediana com a margem caudal de digastrico anterior
seguindo as seguintes estruturas (ordem superficial para
profunda): ramo anterior de musculo digastrico, fibras do musculo
genio-hidide e musculo genioglosso (Figura 5).

Gravacéo da atividade eletromiografica do musculo genioglosso
com controle intimo da frequéncia respiratoria em 1 Hz (0,9 Hz a
1,1 Hz) pela anestesia inalatoria isoflurano de 1% a 3%.
Eletromiografia foi registrada na fase basal e apos administracao
intraperitoneal de 0,3 mL de medicacdo (CNO 1mg/kg) ou 0,3 mL
de controle (soro fisiolégico 0,9%) conforme protocolo intervencéo
ou controle.

O sinal eletromiografico bruto foi amplificado, filtrado por filtro
passa-banda de 30 Hz a 1000 Hz (pré-amplificador de corrente
alternada; modelo P511K, Grass Instruments), e digitalizado a
uma velocidade de amostragem de 1000 Hz (LabChart Pro 7). O
sinal foi retificado e uma constante de tempo de 100 ms foi
aplicada para calcular a média movel (LabChart Pro 7).

O esfor¢o respiratorio foi monitorizado com sensor de presséo
arterial infantil (critikon no. 2128 7,5 cm x 4,0cm) envolto no tronco

do camundongo e fixado com fita adesiva.
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k) Para a analise quantitativa, a atividade tbnica (expiracdo) e
componentes de pico fasicos (inspiragdo) foram medidos por 10
respiracbes sequenciais selecionadas na baseline e aos 15
minutos apds intervencdo (injecdo de CNO ou salina). As
atividades eletromiogréficas ténica e fasica foram normalizadas e
expressas como porcentagem da média da atividade fasica
destas 10 respiracdes colhidas na linha de base de cada estudo.l)

ApoOs concluido os registros eletromiogréaficos o experimento foi
considerado concluido, sendo retirados os eletrodos de agulha e

realizada por sutura de pele com Mononylon 6.0, por ponto

simples.

Figura 5 - Disseccdo poés-eutanasia exibindo detalhes de musculatura mandibular
com * sobre local de posicionamento de ponta descapada de fio
eletromiogréafico. SG - mdasculo estiloglosso, HG - hioglosso, GG -
genioglosso, Xlin - nervo hipoglosso e seus ramos sendo: lateral - L e
medial - M e, ii - incisivo inferior
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4.2.4 Coleta de material

A coleta dos cérebros foi realizada seguindo mesmo protocolo, porém
em tempos diferentes conforme os animais foram designados para os
diferentes grupos. Para animais designados para o grupo de tracejamento
neural (Grupo B protocolo 4.2.3.2) a coleta realizou-se ao segundo dia apos
microinfusdo. Para o grupo da infiltracdo com PRV (Grupo C protocolo
4.2.3.3) a coleta realizou-se ao quinto dia ap6s microinfusdo e para o grupo
da estimulagdo quimiogenética por DREADDs ou virus controle (Grupo A
protocolo 4.2.3.1) a coleta de foi realizada apos finalizado o primeiro
experimento de eletromiografia para o grupo A2 e ao fim do segundo
experimento de eletromiografia para o grupo Al (protocolo de eletromiografia
4.2.3.4).

A Figura 6 apresenta a ordem e o0s tempos entre os procedimentos

até a coleta de material para histologia nos diferentes grupos.

4 semanas 1° EMG 4 dias 2° EMG

GrupoA | GrupoAt }—' CNO ou Salina ina| Histologia
DREADDs | \ — CNO ou Salina

n=24 Grupo A2 Somenes CNO Histologia
Grupo B .

CTB 2di Histologia

n=6
Grupo C .

PRV Sdias_,| Histologia

n=6

Figura 6 - Ordem de procedimentos para os diferentes grupos. Observar que para o
Grupo Al a coleta de material para histologia é posterior a segunda
eletromiografia. DREADDs - receptores projetados ativados exclusivamente
por drogas projetadas, EMG - eletromiografia, CTB - subunidade B da
toxina colérica, PRV - virus da pseudoraiva
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Para a coleta de material a anestesia foi aprofundada até verificar que
o ritmo respiratério do camundongo estivesse abaixo de 40 movimentos por
minuto. Foi entdo realizado incisdo tdéraco-abdominal seguida por
esternotomia longitudinal e exposicéo de loja cardiaca.

O atrio direito foi incisado com tesoura delicada seguido por
posicionamento de agulha butterffly 27G no interior de ventriculo esquerdo.
Realizou-se entdo infiltracdo continua de soro fisioldégico 30 mL seguida por
60 mL de paraformaldeido 4% fresco resfriado em ventriculo esquerdo. Ao
fim da perfusao o liquido efluente do atrio estava claro e o tecido hepatico de
aspecto palido.

Foi entédo realizada craniotomia mediana, e o cérebro retirado em sua
totalidade, sendo imerso em solucédo 30% sucrose/70% PBS até o dia seguinte.
Apo6s ser embebido em Optimal Cutting Temperature (OCT) (OCT compound:
10,24% 4&lcool polivinilico, 4,26% de polietileno glicol, 85,5% de ingredientes

nao-reativos) para crioprotecdo, foi armazenado a -20°C até o seccionamento.

4.2.5 Protocolo de preparacao histologica

Realizaram-se cortes transversais de 30 um de espessura com
micrétomo 820-11® (Reichert-Jung®, Austria). Todas laminas contendo bulbo
raquidiano foram armazenadas de modo que ndo apenas 0 nucleo do
hipoglosso em sua totalidade, mas toda anatomia adjacente, pudesse ser
analisada em microscopia.

Apbs posicionamento dos cortes nas laminas estes sdo embebidos

em meio de montagem anti-obscurecimento (Vectashield®; Burlingame,
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California, EUA) e cobertos com cobertura de lamina de vidro para
microscopia (Fisherfinest®; Waltham, Massachusetts, EUA). Foram entéo

guardados para microscopia em geladeira -20°C.

4.2.6 Andlise de Dados

Foram obtidos os seguintes dados para as seguintes analises:

4.2.6.1 Avaliacao histologica

Avaliacdo histolégica por imunofluorescéncia da distribuicdo cerebral
de DREADDs e virus controle injetados no nucleo do hipoglosso por
cirurgia estereotaxica (Grupo A)

ApOs preparacao das laminas (protocolo 4.2.5), sob visualizacdo em
microscopio Optico (Zeiss Model Axio Imager M1 Upright Fluorescence),
foram analisadas com aumentos 10x. As imagens da imunofluorescéncia
foram obtidas com filtro tetramethilrodamina (filtro-TRITC) (excitacdo 557 nm
emissdo 576 nm) para DREADDs e filtro GFP (excitacdo 488 nm e emisséo
509nm) para virus controle.

Com as imagens fotografadas realizou-se estudo descritivo dos dados

histolégicos dos neurbnios impregnados por proteina fluorescente mcherry.

Avaliacado histologica por imunofluorescéncia da distribuicdo cerebral
dos rastreadores (subunidade B da toxina colérica - CTB) injetados na
musculatura da lingua (Grupo B)

Apbs preparacdo das laminas (protocolo 4.2.5), sob visualizagdo em
microscoépio optico (Zeiss Model Axio Imager M1 Upright Fluorescence) com

aumentos 10x, 20x e 40x. As imagens da imunofluorescéncia foram obtidas
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com filtro TRITC (excitagdo 557 nm emissédo 576 nm) e GFP (excitacdo 488

nm e emissao 509nm). Todas as fotos foram analisadas aleatoriamente.
Com as imagens fotogafadas realizou-se estudo descritivo dos dados

histol6gicos dos neurbnios motores impreganados por fluoréscencia Alexa

488 e Alexa 555.

Avaliacdo histoléogica do nuacleo do hipoglosso para avaliar a
distribuicdo cerebral do vetor viral (PRV-267) injetado no musculo
genioglosso (Grupo C)

ApOs preparacao das laminas (protocolo 4.2.5), sob visualizacdo em
microscopio optico (Zeiss Model Axio Imager M1 Upright Fluorescence), com
aumentos 10x e 20x. As imagens da imunofluorescéncia foram obtidas com
filtro TRITC (excitagcdo 557 nm emissao 576 nm).

Com as imagens fotografadas realizou-se estudo descritivo dos dados

histoldgicos dos neurdnios impregnados por mRFP.

4.2.6.2 Analise estatistica

Avaliacdo da atividade muscular da lingua ap6s administracdo do
ligante (CNO) ou solucao salina (Grupo A).

O modelo de regressao linear multipla de efeito misto foi utilizado para
examinar se a amplitude da eletromiografia do genioglosso (EMGaa)
apresentou alteracao significativa apés tratamento enquanto variacées entre
camundongos sao consideradas. Especificamente, as médias da atividade
eletromiogréfica, calculadas sobre uma fase da respiracdo (inspiracdo ou

expiracdo) foram modeladas como funcdo de tratamento (CNO versus
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solucdo salina) e ponto de tempo (linha de base e apdés o tratamento).
Andlises separadas foram realizadas sobre os componentes tbnicos e
fasicos da atividade eletromiografica, sendo os valores de cada estudo
comparados ap0s normalizacdo para a média da atividade fasica de linha de
base. As analises foram realizadas com XTMIXED (STATA 12, StataCorp

LP, College Station, TX) e R com o pacote LME (www.R-project.org).



5 RESULTADOS
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Dos 36 animais estudados (24 do grupo A, seis do grupo B e seis do
grupo C) nenhum apresentou alteragbes anatomicas ou estruturais que
justificassem descarte.

Os valores das massas iniciais e finais para cada animal assim como
suas variagcfes e médias (por grupo) estédo descritas no Anexo A.

A variacao das massas inicial e final de cada animal dos grupos Ae C
foi condizente com o ganho ponderal estimado para o periodo. O grupo B
apresentou maior perda ponderal, porém todos 0s animais terminaram o
experimento.

No grupo A a variacdo das massa inicial e final de cada animal foi
adequado para o periodo (quatro semanas). Os animais deste grupo
mantiveram ingesta diaria habitual apés os diferentes procedimentos
(cirurgia estereotaxica e eletromiografia) mesmo em operatdrio recente.

Os animais do grupo C apresentaram diminuicdo na ingesta no
periodo imediato apos injecdes linguais de PRV). Isto resultou em perda
inicial de peso (média de 1,4 g) apés procedimento, porém sem queda de
estado geral ou demais alteracdes. Apds, observou-se a reestabilizacao
progressiva da alimentacdo estabelecendo-se dieta habitual de 4 mg/dia a 5
mg/dia em até 48 horas apos o procedimento seguida por retorno de ganho

ponderal diario.
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Os animais do grupo B apresentaram maior queda de estado geral em
pos-operatorio imediato sendo optado por infusdo subcutadnea de buprenex
(buprenorfina 0,05 mg/kg).

N&o houve morte no pdés-operatério em nenhum grupo, tendo todos
animais completado seus respectivos protocolos. Em nenhum grupo houve
complicagdo anestésica, sinais de infeccdo ou demais intercorréncias pos-

operatorias.

5.1 Grupo A: Injecdo Estereotaxica de DREADDs no Nucleo do
Hipoglosso e Eletromiografia da Lingua

5.1.1 Avaliacéo da atividade eletromiogréfica

A atividade eletromiografica do genioglosso nao apresentou
alteracdes apds a administracdo de solucao salina intraperitoneal em todos
camundongos, sendo mantido os mesmos padrdes eletromiograficos pré e
pos-infusoes.

A atividade do genioglosso também nao apresentou alteracdes apos a
administracdo de CNO intraperitoneal (1 mg/kg) em todos camundongos

injetados com virus controle - grupo A2 (Figura 7).
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Figura 7 - Eletromiografia do muisculo genioglosso de camundongo que recebeu
injecdo estereotaxica de virus controle no nucleo do hipoglosso: atividade
basal (esquerda) e apés administragao de CNO (direita). CNO - Clozapina-N-
6xido; EMGgg - eletromiografia do genioglosso; [EMGgc - média movel da
eletromiografia do genioglosso; RR - Ritmo respiratério. u.a.- unidade
arbritaria; pV - microvolts; rpm - respiracdes por minuto; s - segundo

Dos 18 camundongos submetidos a injecdo estereotéxica de
DREADDs, ap0s a administracdo de CNO (1 mg/kg), 13 (72,22%)
apresentaram importante aumento da atividade eletromiografica do
genioglosso, sendo considerado que a injecdo de DREADDs foi efetiva.
Esse aspecto pode ser observado na Figura 8 onde existe frequéncia
respiratéria comparavel antes e apos administracdo do CNO. Este aumento
ocorreu progressivamente a partir de cinco minutos da infusdo atingindo
valor de pico aos 15 minutos e mantendo-se aumentado até o fim do exame

(duracdo média de 120 minutos).
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Figura 8 - Eletromiografia do musculo genioglosso em camundongo submetido a
injecdo estereotaxica de DREADDs antes e ap0s receber CNO. Observar o
importante aumento da atividade ténica, assim como o aumento da linha de
base na média mével. CNO - Clozapina-N-6xido; EMGgc - Eletromiografia do
genioglosso; [EMGss - média mével da eletromiografia do genioglosso;
Insp.- movimento inspiratdrio; Exp.- movimento expiratério; u.a.- unidade
arbritaria; pV - microvolts; s - segundo

Nesses camundongos, o0 aumento da atividade eletromiografica
observado foi mais significativo na atividade tonica (atividade basal
persistente entre movimentos respiratorios) em detrimento da atividade
fasica (disparos prévios a movimentos inspiratorios).

Utilizou-se a média de movel (JEMGes) para quantificar o sinal
eletromiografico. O CNO induziu ao aumento médio de 3,12 vezes da
atividade eletromiografica ténica basal. A atividade fasica aumentou 1,23
vezes na meédia, mas apresentou maior variabilidade de resposta. Em
contraste, o tratamento com solugcdo salina ou CNO nos camundongos
submetidos a injecéo estereotaxica com virus controle ndo apresentou efeito

na atividade eletromiografica.
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Na Figura 9 temos todos os valores das respostas eletromiogréaficas
para os 13 camundongos em que a injecao estereotdxica de DREADDs foi
efetiva, separados conforme intervencdo CNO (A) e solugéo salina (B). As
médias e erros padrdes foram calculados para as diferentes intervencgdes e

cada animal teve sua atividade fasica de base normalizada para 1 (100%).
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Figura9- Grafico com os valores da atividade eletromiografica dos camundongos
em que a injecdo estereotaxica com DREADDs foi efetiva (n=13) por
intervecao (A) CNO e (B) solucdo salina. As linhas longas representam as
médias e os valores dos erros padrdes para cada grupo. u.a.- unidade
arbritaria (*p<0,001)

A atividade fasica apresentou valor normalizado de linha de base de
1,0 u.a. elevando-se em média a 1,23 u.a. com desvio padrao de 0,435 e
erro padrdo 0,120 apoés infusdo intraperitoneal de CNO. Apés infusdo de
solugéo salina a atividade foi do valor normalizado 1,0 u.a. para 0,980 u.a.
com desvio padrao de 0,05 e erro padrdo de 0,01, porém sem significancia

estatistica.
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A atividade tdnica apresentou valores médios comparaveis na linha de
base de 0,149 e 0,166 u.a. para as diferentes intervencdes (solu¢ao salina ou
CNO) respectivamente. Apds a intervengcdo, o valor médio da atividade
eletromiografica persistiu em 0,149 u.a. para solu¢éo salina (desvio médio de
0,060 e erro médio de 0,016). Ja para CNO o valor médio de 0,166 u.a. se
elevou em média para 0,518 u.a. (desvio padrdao de 0,251 e erro padrao de
0,069).

Conforme dito, o grupo controle (A2) submetido a injecdo de virus sham
(n=6) ndo apresentou alteracbes significativas no tracado eletromiografico
mantendo valores similares pré e poés administracdo de CNO. O valor da
atividade fasica normalizada em 1,0 u.a. ap6s CNO apresentou valor de 1,049
u.a. e a atividade tonica calculada em 0,168 u.a. em linha de base apresentou o
valor de 0,169 u.a. pés infusdo de CNO (desvio padréo 0,044 e erro padrdo

0,017). A Figura 10 apresenta esses valores.
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Figura 10 - Grafico com os valores da atividade eletromiografica dos camundongos
do grupo A2 submetido a injecdo de virus controle. As linhas longas

representam as médias e os valores dos erros padrdes para cada grupo.
u.a.- unidade arbritaria
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A Figura 11 apresenta as atividades tdnicas e fasicas do grupo
injetado com DREADDs apoés infusdo de CNO e de seus dois controles
sendo; (1) grupo injetado com DREADDSs e infusdo de salina e (2) grupo

injetado com virus controle apés infusdo de CNO.
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Figura 11 - Atividade eletromiografica dos camundongos injetados com DREADDs
ap6s administracdo de CNO e de solucdo salina e dos camundongos
injetados com virus controle apés infusdo de CNO. Valores percentuais
calculados a partir de média movel eletromiografica. JEMGgc média movel
da atividade eletromiogréafica do genioglosso (*p<0,001)

Os Anexos B, C e D trazem as médias de cada camundongo nas
atividades tonica e fasica para as variaveis: ritmo respiratorio, duracdo do
evento, média mével basal e apos normalizacédo dos grupos.

Em trés camundongos (16,66%) do grupo Al (injetados com
DREADDs, n=18) a atividade eletromiografica sofreu alteracbes peculiares
apos a infusdo do CNO. Estes animais apresentaram perda da ritmicidade

respiratoria evoluindo para respiracdo anarquica, marcada pelo fim da
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regularizacdo temporal respiratéria. Este padrdo foi evidenciado tanto na

anestesia superficial (alta frequéncia respiratdria) como na profunda, onde a

frequéncia respiratoria encontrava-se deprimida. A respiragdo arritmica foi

marcada por ciclos curtos e superficiais seguida por grandes movimentos

respiratérios (Figura 12).
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Figura 12 - Eletromiografia do musculo genioglosso em camundongo que recebeu

injecdo estereotaxica de DREADDs no nucleo do hipoglosso e que apos
receber CNO intraperitoneal apresentou perda da ritmicidade respiratoria
evoluindo para respiracdo anarquica (animal n° 14). EMGeges
Eletromiografia do genioglosso; JEMGge - média mével da atividade
eletromiogréafica do genioglosso; R.R. - ritmo respiratério, u.a.- unidade
arbritaria; pV - microvolts; rpm - respiragdes por minuto; s - segundo

A respiracdo descrita n&o permitiu a definicho da frequéncia

respiratdria. Ambos métodos utilizados para acompanhar a frequéncia

respiratéria durante exame, esfor¢co respiratorio por baldo pneumatico e
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descargas fasicas em tracado eletromiogréafico, marcaram valores erraticos.
Estes valores foram extremos (de 15 a 200 inspiragdes por minutos), ndo

condizentes entre os canais (Figura 13).
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Figura 13 - Deteccdo de ciclos conforme visualizacdo do LabChart para frequéncia
respiratéria (camundongo 14). Observar que respiracdo se encontra
arritmica em ambas marcacdes: a partir de esforco respiratério (A) como
em marcacdo de descargas fasicas (B). mV - milevolts; SD - desvio padréo

Apenas dois dos 18 animais injetados com DREADDs (11,11%) nao
apresentaram alteracdes no tracado eletromiografico apos infusédo de CNO.

Para o grupo Al, ambos resultados, respiracdo anarquica apoés
infusdo de CNO (trés camundongos), como nao resposta apos infusdo de
CNO (dois camundongos) foram retirados do grupo para calculo de atividade

eletromiogréafica de DREADDs.
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5.1.2 Avaliacdo da expressdo dos DREADDs no nucleo do Hipoglosso
através da microscopia fluorescente direta (mcherry)

O estudo histologico da expressao do receptor mutado no nucleo do
hipoglosso apds a injecéo estereotaxica dos DREADDs foram monitorizadas
pela microscopia do fluoréforo mcherry através do filtro TRITC. Dos 18
camundongos utilizados para DREADDs, 16 (88,88%) apresentaram
expressao de mcherry.

Em 13 camundongos (72,22%) o nucleo do hipoglosso foi atingido
com sucesso. Nestes a expressdao de mcherry foi condizente com a
anatomia do nucleo motor (Figura 14). Apenas nestes animais a atividade
tbnica da EMGee apresentou aumento apos a administragdo do CNO

conforme descritoem 5.1.1.

Figura 14 - Corte histolégico do bulbo raquidiano com aumento de 10 vezes e filtro
TRITC exibindo coloracdo de fluor6foro mcherry apds injeccéo
estereotaxica de DREADDSs. Expressédo de proteina fluorescente condizente
com regido rostral do nicleo do hipoglosso, marcada por presenca de
quarto ventriculo (4V - quarto ventriculo). Barra de escala 500 pum
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Nestes camundongos a expressao fenotipica esteve presente no terco

rostral do nucleo, ndo sendo observada posteriormente ao Obex (Figura 15).
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Figura 15 - Localizacdo de (AAV5-hSyn-hM3dg-mCherry) no nucleo hipoglosso com
aumento de 10 vezes. A coloracdo mCherry positiva indica a expresséo
viral de DREADDs abrangendo a porcgéo rostral do nicleo hipoglosso (A)
até obex interno (B). Esquema do atlas "O cérebro do camundongo em
coordernadas estererotaxicas", Paxinos, George. Elsevier®. Utilizado com
permisséo. (C) Barrade escala: 1 mm

Em trés camundongos, a fluoréscencia extrapolou no sentido ventro-
lateral a loja anatdmica do nucleo do Hipoglosso (Figura 16). Estes foram os
animais, que, apos a infusdo do CNO, estabeleceu-se atividade respiratoria

dessincronizada.
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Figura 16 - Composicdo de corte histolégico do bulbo raquidiano de camundongo
(direita), com aumento de 10 vezes e imagem de atlas (esquerda) para
comparacdo da expressdo de marcador de DREADDs ultrapassando os
limites anatémicos do nucleo do hipoglosso (12N) (animal n°® 14). Imagem
a esquerda revisada a partir do atlas "O cerebro do camundongo em
coordernadas estererotaxicas", Paxinos, George. Elsevier®. Utilizado com
permisséo. Barra de escala: 1 mm

Em dois dos camundongos tratados com DREADDs (16,66%) nao foi
percebida a expressao fenotipica em toda extensdo medular configurando-

se insucesso na transfeccéo genotipica.
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5.1.3 Avaliacdo da expressdo do virus controle no nucleo do
Hipoglosso através da microscopia fluorescente direta (GFP)

Em todos os seis camundongos do grupo A2 o nucleo do hipoglosso
foi transfeccionado com sucesso pelo virus controle (AAV5-hSyn-GFP).
Estes animais apresentaram expressdo do gene reporter (GFP), visto
através de filtro GFP, condizente com a anatomia rostral do nucleo motor do

Hipoglosso (Figura 17).

Figura 17 - Corte histoldgico axial de bulbo raquidiano com aumento de 10 vezes sob
filtro GFP, de camundongo submetido a injecdo de virus-controle AAV5-
hSyn-GFP. Observar expressdo de GFP por imunofluoréscencia direta
inferiormente ao IV ventriculo bilateralmente, regido condizente com
porcédo anterior do nucleo do hipoglosso (4V - quarto ventriculo). Barra de
escala: 1 mm
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5.2 Tracejamento Retrogrado da Lingua ao Nucleo do Hipoglosso
5.2.1 Deteccao da toxina colérica no nucleo do hipoglosso

Em seis camundongos a subunidade B da toxina colérica conjugada
as diferentes fluoresceinas foram injetadas na musculatura lingual a saber:
musculatura protusora da lingua (Grupo B1l) - fluoresceina AF555 e
musculatura retratora (Grupo B2) - fluoresceina AF488, mostrando-se
eficientes no tracejamento retrégrado partindo da musculatura até o corpo do
neurdnio de primeira ordem correspondente.

A CTB-AF555 injetada no musculo genioglosso apresentou-se sempre
no compartimento ventral do nudcleo, com raros neurbnios caudais
impregnados, mas profusa marcacdo de neurbnios da regidao anterior,
precisamente a partir de regido de obex interno até cerca de 300 um no

sentido rostral. (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Corte histolégico de bulbo raquidiano com aumento de 10 vezes, sob
filtro TRITC ressaltando fluoresceina AF555 conjugada a subunidade B da
toxina colérica. Neurdnios do subcompartimento rostro-ventral do nacleo
apresentaram fluorescéncia. Barra de escala: 500 ym

Figura 19 - Corte histologico de bulbo raquidiano com aumento de 20 vezes, sob
filtro TRITC ressaltando fluoresceina AF555 onde a impregnacdo de
fluoresceina exibe as caracteristicas morfolégicas destes neurdnios.

Barra de escala: 200 pm
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A CTB-AF488 injetada na musculatura retratora lingual apresentou-se
em neurdnios disseminados ao longo do ndcleo no sentido rostro-caudal,
porém marcadamente em compartimento dorsal. Por tratar-se de
compartimento dorsal, na regido posterior do ndcleo, os neurbnios
impregandos estavam localizados proximos ao canal central, jA na regido

anterior do nucleo, encontravam-se proximo ao quarto ventriculo.

Figura 20 - Corte histoldgico de bulbo raquidiano com aumento de 10 vezes sob filtro
GFP, ressaltando impregnacdo neuronal por fluoresceina AF488. Apenas
neurdnios do compartimento dorsal do ndcleo apresentaram
fluorescéncia. Barra de escala: 1 mm
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Figura 21 - Corte histoldgico de bulbo raquidiano com aumento de 40 vezes sob filtro
GFP. As linhas seccionadas delimitam os limites do ndcleo do
hipoglosso. A fluoresceina AF488 exibe detalhes da soma celular e
conexdes dentriticas dos neurénios impregnados, pertencentes a regido
dorsal de nucleo. CC canal central do bulbo raquidiano. Barra de escala:
100 pm

4V

Figura 22 - Lamina de regido rostral de nucleo do hipoglosso com aumento de 40
vezes sob filtro GFP. Neurbnios impregnados por fluoresceina AF488
localizados em regido dorsal de nucleo do hipoglosso em proximidade
com quarto ventriculo (4V - quarto ventriculo). Barra de escala: 100 ym
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5.2.2 Injecao genioglossal do rastreador viral pseudorabico (PRV)

Em seis animais (Grupo C) foi injetado o vetor viral pseudorabico
(PRV-267) na base de lingua, que se mostrou eficiente no tracejamento
neuronal retrogrado. Todos 0s seis animais apresentaram expressdo da
proteina fluorescente mRFP no nucleo do hipoglosso.

Notadamente a proteina ligada ao capsideo concentrou-se
intranuclear, porém marcagfes pontuais foram observadas no citoplasma.
As células marcadas sdo pertencentes ao compartimento ventro-rostro

lateral do nacleo do Hipoglosso (Figura 23).

Figura 23 - Corte histolégico axial do bulbo raquidiano de camundongo com
ampliacédo de 10 vezes visto com filtro TRITC. Observar marcaces mRFP
intranucleares pontuais bilateralmente em regido ventro-lateral do ntcleo.
Barra de escala: 500 um
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A Figura 24 apresenta a mesma lamina sobre maior ampliacéo (20

vezes) para melhor caracterizar as marcacdes por mRFP.
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Figura24 - (A) Corte axial histolégico de bulbo raquidiano em detalhe (ampliagdo 20
vezes) visualizado com filtro TRITC. Observar marcacgfes intranucleares
por repo6rter mRFP em regido ventro-lateral bilateralmente em porcéo
rostral de nlcleo do hipoglosso. Regido condizente com
subcompartimento genioglossal do nlcleo. (B) Figura representativa de
sub compartimentalizacdo do nucleo. GG - neurdnios que inervam o
musculo genioglosso e 4V - quarto ventriculo. Barra de escala: 200 pm
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A Figura 25 apresenta regido mais caudal, porém ainda terco anterior
do nucleo (rostral ao obex interno). Ndo foram observadas marcacbes em

regido caudal de nucleo.

Figura 25 - Corte histolégico axial do bulbo raquidiano de camundongo em regido
anterior de nuacleo interno com ampliacdo de 10 vezes visto com
filtroTRITC. Observar marcacdes intranucleares (MRFP) pontuais
bilateralmente em regido ventro-lateral do nucleo (genioglosso). Barra de
escala: 500pum
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6.1 Modelo Animal

A escolha do melhor modelo animal para estudo da sindrome da
SAOS ainda é tema bastante discutido pois todos modelos descritos na
literatura apresentam vantagens e desvantagens®®.

Camundongos sdo amplamente utilizados para estudar as interagdes
entre sono e respiracdo devido as similaridades anatomofuncionais com o
ser humano. A selecdo da linhagem (B6J) C57BL/6J para esse estudo se
deu frente algumas singularidades:

a) Sob o aspecto genético o C57BL/6J é a linhagem de camundongo
mais utilizada sendo a primeira a ter seu genoma completamente
sequenciadot®0.

b) Esta linhagem apresenta respiracao irregular, inclusive com apneia
durante a fase de reoxigenacédo apos ser submetido a hipoxia aguda. Esta
resposta do ciclo de hipOxia-reoxigenacdo, somado a hipopneia espontanea
e apneia pos-suspiro inspiratorio levou essa linhagem a ser considerada o
modelo animal da apneia do sono6:162,

c) Os disturbios respiratorios do sono do B6 foram estudados e as
relacbes entre a obesidade, idade, controle mecanico e neuromuscular da
faringe encontram-se devidamente esclarecidos’®. Somado a isto, esta é a

linhagem que melhor apresenta evidéncias que abordagens farmacolégicas't
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165 e a modulacéo genética'®® podem melhorar a respiracéo irregular incluindo-

se a apneial®?,

6.2 Estimulacdo do hipoglosso (nervo e nuacleo) como proposta
terapéutica para a apneia do sono

Conforme aprofundou-se o conhecimento sobre a patogénese da
apneia do sono, observou-se que o colapso faringeo estaria relacionado ao
declinio na atividade neuromuscular da faringe durante o sono67-169,

Segundo Eckert et all® caracteristicas ndo anatdmicas
desempenham papel importante na patogénese de 56% dos pacientes com
SAOS, sendo que mais de um terco dos pacientes apneicos nao apresentam
aumento adequado da atividade neural para os musculos dilatadores da
faringe em resposta a pressao negativa de colapso.

Passou-se entdo a especular o possivel papel terapéutico da
estimulagdo do musculo Genioglosso**17t, Estudos iniciais, em diferentes
modelos animais, demonstraram melhora dos parametros da SAOS como
colapsibilidade faringea, pico inspiratério maximo, etc. Porém, o
desenvolvimento da terapia esteve restrito as tecnologias de estimulagcéo
elétrica existentes. A translacdo da tecnologia foi limitada, pois o0s
estimuladores elétricos geravam estimulos grosseiros superficializando o
sono e despertando o paciente.

Estimuladores neurais mais modernos que né&o influenciavam a
arquitetura do sono trouxeram o método de volta. Eletrodos implantaveis de

estimulacdo multicanal possibilitaram ativacdo seletiva e otimizada do
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nervo®. Hoje essa técnica estd em fase final de estudos clinicos e conta
com aprovacgdes por agéncias regulatérias.

Porém, a melhora da apneia com a estimulacdo elétrica do nervo
hipoglosso é variavel. Mesmo apos criteriosa selecéo, cerca de um terco de
pacientes ndo respondem?®:. Acredita-se que as respostas parciais a
estimulacdo do nervo hipoglosso podem decorrer dos padrées nao
fisiolégicos de recrutamento dos musculos linguais associado a falta de
coestimulacdo dos demais musculos faringeos.

Assim como os dilatadores, a inspiracdo também € marcada por
ativacdo dos retratores linguais. A soma da ativacdo simultanea destas
forcas opositoras € responsavel pela manutencdo da permeabilidade
faringea em condicdes naturais?’%173,

Estimuladores neurais levam a protusdo abrupta da lingua. Este
movimento, que ndo € natural na sustentabilidade faringea, € repetido
periodicamente durante todo sono. Esta movimentagédo da lingua em bloco
sobre a denticdo pode levar a abraséo e laceracéo da face ventral da lingua.
Mesmo ndo havendo estimulacdo sensitiva direta, essa movimentacdo €
acompanhada de propriocepcdo. Este estimulo que deveria ser subliminar
pode, conforme suscetibilidade individual, ser acompanhado de percepgéo
consciente e modificar a arquitetura do sono.

A estimulagdo elétrica neural através de eletrodos implantados para
controle muscular é utilizada em diferentes tratamentos como na
estimulacdo do diafragma na insuficiéncia ventilatéria cronica, na
restauragéo do controle da bexiga e intestino ou ainda em sistemas artificiais

de controle motor em plegias!’4176,
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Apesar de suas vantagens e eficacia, trabalhos mostraram que
eletrodos implantaveis em manguito (envolvendo o nervo) podem levar a
lesdo crénica do nervo e do seu ambiente, por razdes ainda nao totalmente
compreendidas!’’. AlteragGes funcionais e morfolégicas foram relatadas,
incluindo a conducdo defeituosa do nervo, desmielinizacdo, degradacéo
axonal e encapsulamento do tecido neuralt’818°,

Também ndo é possivel realizar estimulacdo continua sob risco de
fatiga muscular e lesdo neural. Diferentes propostas surgiram para titulacdo
e ritmo dos dispositivos implantaveis com vantagens e desvantagens.

Por utilizar-se de maquinario molecular, a tecnologia DREADD esta
limitada aos mecanismos regulatorios celulares. O Sistema arrestina e
demais mecanismos regulatorios da transducdo do sinal em receptores
acoplados a proteina G sdo responsaveis por modular a ativacdo do sistema
dos receptores de membrana'®l. Tais mecanismos mantém a resposta ao
ligante dentro de limites fisiologicos, ao contrario de estimulos
suprafisiolégicos tetanicos como ativacdes elétricas.

O sistema motor responsavel pela respiracdo nos vertebrados é
composto por uma série de redes neuronais responsaveis por diferentes
padrées de comportamento, desde simples reflexos protetores até
movimentos complexos e refinados!®?. Estudos com DREADDs possibilitardo
identificar os neurbnios motores especificos envolvidos nha manutencédo da
paténcia das vias aéreas superiores. A pesquisa de seus transmissores e
moduladores poderdo guiar os passos da intervencdo farmacologica no

futuro.
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6.3 Escolha do vetor viral para modificacdo do nucleo do hipoglosso:
vetor viral adenoassociado

A escolha do vetor viral é fundamental para o sucesso clinico da
terapia genética. Particularidades de ambos, hospedeiro e vetor, fazem parte
desta escolha. A resposta imunolégica do hospedeiro ao vetor, a capacidade
de transfeccdo (passagem de material genético), tempo necesséario para
expressado fenotipica, caracteristicas da célula-alvo, toxicidade para célula
hospedeira, capacidade de carga genética, integracdo ao genoma
hospedeiro sdo analises indispensaveis.

Diversas caracteristicas justificaram nossa escolha pelo AAV, a saber:

Nenhum dos seus serotipos sao reconhecidos como patdégenos
humanos. Sdo detentores de amplo tropismo'®® e apresentam baixa
integracdo genbmica, além de baixa citotoxidade, induzindo baixissima
resposta imunolégica. A baixa resposta imunoldgica torna-se ainda mais
importante em modelos de coinfeccdes!®+185,

Ha pouca literatura sobre utilizacdo de vetores virais adenoassociados
em neurbnios motores. Nossos estudos pilotos foram negativos para a
transfeccdo com a cepa AAV2-hSyn-hM3D(Gqg)-mCherry nao sendo
observado fluorescéncia no nucleo do hipoglosso ou éareas adjacentes.
Diferentes serotipos detém eficiéncia especifica a diferentes regides e tipos
de células neurais (neurdnios, astrocitos, glia etc.). Apds discussdo com
especialistas, incluindo o desenvolvedor da tecnologia (Dr. Brian Roth),
optou-se por empregar o serotipo 586187,

Diferente do AAV2, o serotipo 5 apresentou adequada capacidade de

transfeccdo evidenciada pela fluorescéncia. A histologia demonstrou
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predilecdo por neurénios sobre demais células além de baixa toxicidade,
com preservacao da célula infectada.

O recombinante utilizado ndo apresenta capacidade de integracéo
com genoma hospedeiro portanto sua expressao € temporal. O AAV é
plataforma de entrega de genes habitualmente utilizado em humanos,

fazendo deste o vetor viral mais provavel para estudos translacionais'8,

6.4 Determinacdo da organizagcdo sinaptica neural do nucleo do
hipoglosso: subunidade B da toxina colérica conjugada

Apesar da literatura sobre a organizacdo sinaptica neural do ndcleo
do hipoglosso ser extensa, os estudos foram realizados majoritamente em
ratos ou animais de maior porte havendo pouco conteludo descrito em
camundongos. Conforme dito, na lingua, os muasculos encontram-se
interdigitados ndo havendo separacdo compartimental. Somado a isto, as
diminutas dimensdes da lingua do camundongo limitaram o esclarecimento
da organizac&o miotdpica do hipoglosso nesta espécie.

A toxina colérica é considerada rastreador neural de exceléncia. Sua
conjugacao a corantes modernos detentores de propriedades fluorescentes
garantiu maior sensibilidade ao método possibilitando avangcos em estudos
neuroanatémicost>>158.189,

Em nosso estudo a subunidade B da toxina colérica conjugada a duas
diferentes fluoresceinas (AF488 e AF555) mostrou-se eficiente no
tracejamento retrogrado partindo de inje¢des intramusculares linguais, vindo

a ser visualizada nos neurénios motores do nucleo do hipoglosso.



DiscussAo - 80

A partir das infiltragbes de CTB-AF direcionadas a musculatura
protusora ou retratora foi possivel observar os padrdes da representacao
topogréfica neuronal. A fluorescéncia permitiu ainda examinar a morfologia
celular, tamanho e forma da somata celular dos neurénios.

Os neurbnios visualizados apo6s injecdes de CTB direcionado a
musculatura retratora especificamente musculo hioglosso e estiloglosso
ocupam a regido dorsal do nucleo. Estes sdo numerosos, menores em
tamanho e com menor numero de conexdes dendriticas.

As injecbes direcionadas a musculatura protusora lingual, musculo
genioglosso, por sua vez impregnaram majoritariamente neurdnios da regiao
ventro-rostral do nudcleo. Estes apresentam-se em menor numero, com
maiores dimensdes e menor quantidade de conexdes dendriticas.

Comparando com espécies mais estudadas, os padrdes observados
sdo compativeis com a inervacdo do musculo genioglosso e dos musculos
retratores linguais.

A possibilidade de selecionar neurdénios motores do nucleo do
hipoglosso por meio de inje¢cdes intramusculares linguais € fundamental para
estudos eletrofisiolégicos e de expressao fenotipica destes neurdnios e o
desenvolvimento de terapias farmacoldgicas para SAOS depende da

elucidacédo prévia dos aspectos moleculares destes neurdnios.
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6.5 Selecdo (e expressdo de Cre) em neurdbnios do nuacleo do
hipoglosso responsaveis pelo musculo genioglosso: Rastreador
viral pseudorabico (PRV)

Virus neurotropicos representam ferramentas poderosas para a
definicAo da organizagdo sinaptica neuronal. A utilizacdo de linhagens
geneticamente modificadas do virus da pseudoraiva permitiu a identificacéo
dos neurdnios de ordem secundaria e superiores da rede neural16-120,190-192,

O vetor recombinante (PRV-267) mostrou-se eficiente nesse estudo.
Realizou eficiente transporte retrégrado, dependente de sistema, com
fluoréscencia nuclear condizente a representatividade neuronal. A injecéo
intramuscular no muasculo genioglosso resultou em visualizagdo da mRFP
em células localizadas no subcompartimento rostro-ventro-lateral do ndcleo
hipoglosso, responsavel por este musculo.

A expressdo da proteina concentrou-se no nucleo da célula,
possibilitando a contagem da quantidade de neurénios transfectados. Como
a coleta do material ocorreu ao quinto dia da injecdo, marcacdes pontuais
foram observadas no citoplasma, conforme os capsidios virais migravam
para fora do nudcleo para serem incorporados a virions maduros, dando
sequéncia ao ciclo natural do PRV.

A visualizacdo da mRFP significa adequada transferéncia génica,
portanto expressdo da enzima Cre-recombinase no nucleo celular. A
expressdo de Cre apenas nas células desejadas demonstra capacidade de
controle super seletivo. Se optarmos pelo sistema de infecdo dupla viral por
exemplo, utilizando-se de DREADDs dependentes de Cre (Cre-dependent
DREADDs), podemos ativar unica e exclusivamente neurdnios pré-

selecionados dentro de uma constelagcao neuronal.
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Esta abordagem viral dupla possibilita examinar os efeitos da
estimulacdo seletiva de diferentes musculos da lingua ou ainda de fibras
especificas dentro de um mesmo musculo. Permite por exemplo, avaliar a
eficacia da ativacdo quimiogenética isolada de fibras horizontais do musculo
genioglosso em comparacdo com ativacdo combinada com musculos
retratores. Deste modo permite determinar qual é a estimulacdo optimizada

para manter a paténcia das vias aéreas.

6.6 Constatacdo da estimulacdo molecular especifica da lingua:
Eletromiografia no musculo genioglosso

Para verificar se existiu a estimulagdo da lingua pela modificacdo
molecular do nucleo hipoglosso, optamos por monitorar a eletromiografia do
musculo genioglosso.

Por ndo representar adequada tranfeccdo do nucleo do hipoglosso,
animais que desenvolveram arritmia respiratoria ndo foram utilizados para
calculo da atividade eletromiogréfica. Também se decidiu por ndo utilizar os
dois animais do Grupo Al que ndo apresentaram reposta a infusdo de CNO
pois, na histologia, estes ndo apresentaram transfeccéo viral.

No modelo animal, assim como em humanos, a literatura descreve
diferentes formas de posicionamento da agulha eletromiogréafica para analise
do genioglosso. Acesso direto por regido ventral, pelo dorso, além de
acessos cervicais. Decidimos pelo acesso submandibular que, com pouca
manipulacdo, permite amplo acesso a base de lingua, regido repleta de

fiboras horizontais do genioglosso e com pouca quantidade de fibras
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intrinsecas*®. Estas fibras horizontais, ndo fatigaveis, sdo fundamentais na
manutencado da permeabilidade faringea.

As fibras verticais em contrapartida sdo responsaveis pela depressao
da lingua. Ao deprimi-la este movimento pode retro posiciona-la (modelo do
hidrostato muscular) levando a estreitando paradoxal das VAS.

Observamos aumento importante da atividade eletromiografica apos
infusdo do ligante (CNO), mas isso ndo é obrigatoriamente traduzido em
movimento lingual. Como ja referimos, para manter a permeabilidade da via
aérea, 0 apneico mantém aumentada a atividade eletromiografica do
masculo dilatador da faringe (genioglosso). E provavel que esta
compensacdo durante a vigilia, seja perdida durante o sono, levando ao
colapso das vias aéreas®®. O aumento da atividade t6nica evidenciado em
nossos resultados, mimetiza quadro fisiolégico de manutencdo de
permeabilidade, ndo gerando movimentacao brusca da lingua.

Apés a ativacdo por CNO, o aumento da atividade elétrica
majoritamente as custas da atividade tbnica leva a tracado similar ao visto
em camundongos em vigilia, em sono ndo-REM ou em anestesia superficial
e compardvel ao esperado para humano em vigilia ou em sono nao

profundo.
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6.7 Uso dos receptores ativados exclusivamente por drogas projetadas
(DREADDS) para modular funcdo motora

A transferéncia de genes é uma promissora ferramenta capaz de
interferir na complexa fisiologia do cerébro in vivo, tanto para pesquisa como
para possiveis fins terapéuticos.

Muitas aplicacdes terapéuticas foram sugeridas para a tecnologia
DREADDs incluindo diabetes!®, desordens metabdlicas!'®, doenca de
Parkinson®®*, depressdo!® autismo!®® e alcoolismo!®’. Em trabalho recente
Eldridge et al.1%® demonstraram que DREADDs podem modular, sem toxicidade
aparente, a eletrofisiologia e o comportamento em primatas ndo humanos.

Nossos resultados comprovaram o conceito tedrico da capacidade de
DREADDSs para controlar de neurénios motores.

Essa capacidade de controle neuronal ultra-seletivo pela tecnologia
transgénica pode ser utilizada para outras funcdes da lingua, assim como
para outros nucleos motores, podendo representar modalidade terapéutica
para afeccoes como paralisias vocais ou faciais de causa central ou ainda
disfonia espasmaddica, tremor vocal e discinesia facial pés-sequela de
acidentes vasculares cerebrais.

A anatomia e funcionamento dos sistemas cerebrais ainda ndo sao
totalmente compreendidos. O método aplicado pode também ser empregado
para elucidacdo da influéncia de centros superiores no controle da
musculatura faringea durante sono.

Os resultados positivos com aumento da resposta eletromiografica
pos-infusdo de CNO representaram, obrigatoriamente, expressao fenotipica
no sitio anatbmico do hipoglosso. Nos trés camundongos que apos

administracdo do ligante evoluiram para a perda da ritmicidade respiratoria
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documentadas pelos canais de esfor¢o e eletromiografia apresentaram, na
histologia, expressao fenotipica para além do sitio do nucleo do hipoglosso.
Esta atividade respiratdria anarquica persistiu mesmo apoés fim de
procedimento e recuperacdo anestésica. Também se manteve no animal
deabulante e durante comportamento de autolimpeza (grooming).

Este efeito diminui progressivamente vindo a desaparecer apdés o
término do efeito do ligante (cerca de oito horas). Apos recuperacao destes
animais (dois dias), CNO foi administrado por uma segunda vez sendo o
fenbmeno observado novamente. Estes achados estdo de acordo com a
farmacocinética proposta para DREADDs!°,

A respiracdo € um comportamento sincrono, baseado em complexo
gerador de ritmo respiratorio localizado no bulbo raquidiano. Um
componente essencial deste gerador € o0 complexo preBotzinger
(preBotC)?%°. Nos vertebrados, a intricada ordem espacial de diversos tipos
neuronais, é essencial para a formacédo dos circuitos funcionais?®°. Baseado
na histologia fluorescente, observamos que nesses dois animais a
transfeccdo extrapolou os limites do nucleo, excitando esta complexa rede
(interneurdnios), responsaveis pelo comportamento sincrono respiratorio.

Utilizando-se do sistema Cre-lox de recombinacdo abordagens
distintas podem ser propostas para criacdo de um sistema de maxima
especificidade. A forma inativa (Cre-Dependent DREADDS) necessita de
exposicao a enzima Cre para a inversao da sequéncia flanqueada por loxP e
consequentemente sua ativacdo. Esta ativacdo resulta na expressao do

receptor transmembranico'®°,



DiIsCcuUssAO - 86

A descoberta de genes expressos seletivamente por neurdnios
motores, indispensaveis durante o desenvolvimento embrionario para
diferenciagdo do sistema nervoso central?®!, possibilita a utilizacdo dos
mesmos como genes de direcionamento (driver gene). O camundongo
heterozigoto HB9¢®¢ (Mnx1™4 (CRE) Tm)) por exemplo, representa mutacdo
viavel e fértil, com expressao de Cre substituindo a expressdo HB9 (HLXB9
ou Mnx1), gene responsavel pela diferenciacdo de células pluripotentes em
neurdnios motores. Estes camundongos apresentam Cre em um dos alelos
do gene HBY, portanto a enzima recombinase esti expressa apenas em
neurdbnios motores. Estando os demais neurbnios motores distantes
espacialmente, este modelo poderia ser utilizado em conjunto com
DREADDs dependente de Cre para garantir a ativagdo Unica e exclusiva
deste tipo de neurdnio no nucleo do hipoglosso.

A equipe do Dr. Roth, em colaboragdo com o grupo do Dr.
Hochgeschwender da Universidade de Duke desenvolveram o primeiro
modelo animal transgénico DREADDs. Esta linhagem de camundongo,
condicionada a exposicdo a Cre, ira expressar quer a versdo ativadora (Gq)
ou a inibitéria (Gi) de DREADD. Nesta linhagem, a enzima causa a excisao
de uma sequéncia de paragem (stop sequence) localizada no gene
armadilha (trap gene) ROSA26, regido usualmente utilizada para alcancar
expressao transgene. Uma vez excisada a sequéncia de parada, a
transcricdo seguira continuamente (downstream) levando a expressédo do
receptor DREADD anexado a etiqueta (tag) de epitopo hemaglutinina (HA) e

ainda a expressao do gene reporter da proteina fluorescente amarela (YFP).
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Atraves de coloragdo imuno-histoquimica, o sinalizador que esta anexado ao
receptor, permite a localizagao espacial detalhada dos receptores DREADD
na membrana celular?9?:203,

Outra abordagem, mais sofisticada, seria utilizar-se da estratégia
FLEX (Flip and Excise)!®® com a dupla infeccdo viral?®*. Conforme
demonstrado neste estudo o virus PRV apresenta altissima fidelidade e
eficiéncia para transfeccdo retrégrada partindo de inje¢cdes intramusculares
no sentido do neurdnio motor responsavel. O segundo virus, AAV, apresenta
baixissima resposta imunoldgica permitindo coinfec¢do. Esta abordagem,
utilizando-se de DREADDs dependente de Cre, possibilita a expressao
génica apenas nos neurbnios motores desejados dentro do proprio nudcleo,
oferecendo um grau de supra-seletividade que poderia ser utilizado para

terapias de estimulag&o hipoglossal no tratamento da SAOS.
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a) Este trabalho representa prova de conceito que a tecnologia
DREADDs é capaz de modelar a acdo de neurbnios motores sobre a
atividade elétrica de fibras musculares selecionadas. A estimulacéo
farmacoldgica seletiva da musculatura das VAS pode ser util na investigacao
do componente neuromuscular da SAOS. Ademais, 0 controle
neuromuscular remoto pode representar possibilidade terapéutica para um
leque de doencas acometendo a respiracao, vocaliza¢do, succao e demais
funcdes da lingua e vias aéreas superiores.

b) A expressao fenotipica dos DREADDSs injetados por estereotaxia foi
detectada por histologia fluorescente nos neurénios motores de nucleo do
hipoglosso.

c) Os neurdnios motores responsaveis pela inervacdo da musculatura
protusora e retratora da lingua puderam ser diferenciados e observados por
histologia de fluorescéncia no nucleo do hipoglosso apés inje¢cdo da sub-
unidade B da toxina colérica conjugada a fluoresceina (CTB-AF) nos
proprios musculos efetores.

d) A expressao nuclear da enzima Cre recombinase em neurénios
motores do nucleo do hipoglosso responsaveis pela inervacdo do musculo
genioglosso foi detectada por histologia de fluorescéncia apos injecdo do

virus da pseudoraiva no préprio masculo efetor.
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