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Introduccion

1.1 El sindrome de la apnea hipopnea del sueiio

El sindrome de la apnea/hipopnea del suefio (SAHS) es una enfermedad muy
prevalente que se caracteriza por el colapso repetitivo de forma total o parcial de la via
adérea superior durante las horas del suefio (Figura 1.1). Este fendémeno, que se ha
descrito en el 4% y el 2% de la poblacion adulta masculina y femenina respectivamente
(Young et al 1993), es considerado como un grave problema de salud publica

(Phillipson 1993).

Los pacientes con SAHS padecen de forma repetida y frecuente una serie de
trastornos durante el suefio entre los que se encuentran una reduccion en la ventilacion,

un mayor esfuerzo respiratorio, desaturacion de oxigeno en sangre (hipoxemia

Figura 1.1. Oclusién de la via aérea superior en el SAHS. En individuos sanos durante el
suefio la via aérea superior permite el paso del aire desde el exterior hasta los pulmones
sin ejercer resistencia al aire (a). En pacientes con SAHS puede ocurrir una oclusion
parcial debida a una mayor resistencia al flujo de aire que en muchos de los casos puede
llegar a generar ronquido (b) o una oclusion total, en cuyo caso el flujo de aire hacia los
pulmones es nulo (c).
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intermitente) y el padecimiento de despertares frecuentes (Remmers et al 1978). Estas
anomalias que ocurren durante el suefio, habitualmente se manifiestan durante el dia con
problemas de somnolencia (Punjabi et al 1999, Punjabi et al 2002) que es la principal
causante de la alta tasa de accidentes laborales y de conduccidon observada en los

pacientes con apnea obstructiva del suefio (Teculescu 2007).

Estos pacientes presentan un deterioro notable de la calidad de vida debido al
elevado nimero de consecuencias graves asociadas a esta enfermedad (Figura 1.2). El
padecimiento cronico del SAHS provoca la aparicion de alteraciones neurocognitivas
(Kales et al 1985, Greenberg et al 1987, Kheirandish y Gozal 2006), una mayor
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Ip et al 2002, Punjabi et al 2004).
Ademas, el SAHS estd relacionado con un incremento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares tales como hipertension sistémica,
infarto miocardiaco, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular

y embolias cerebrales (Nieto et al 2000, Yaggi et al 2005, McNicholas et al 2007). Por

Obstruccion total o parcial de la via aérea

Asfixia / hipoxia Breves despertares transitorios
Esfuerzos inspiratorios aumentados

| /\

Alteracion de Fragmentacion Cambios bruscos de la frecuencia
gases en sangre del suefio cardiaca y de la presidon sanguinea

Consecuencias neuro-psicolédgicas, cardiovasculares y metabdlicas

Figura 1.2. Cuadro resumen de los trastornos durante el suefio y las consecuencias clinicas
observadas en pacientes con SAHS.
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lo tanto, dada la alta prevalencia en la poblacion y el alto nimero de consecuencias
graves asociadas al SAHS, es importante estudiar su fisiopatologia para poder entender

mejor su origen y evolucion.

Como ya se ha indicado, esta enfermedad estd directamente relacionada con un
incremento en la colapsabilidad de la via aérea superior. Por esta razon las fuerzas
mecanicas que participan tanto en el colapso como en la apertura de la via aérea juegan
un papel fundamental en el desarrollo y evolucion del SAHS. De hecho, los sintomas y
consecuencias asociados a esta alteracion respiratoria desaparecen mediante la simple
aplicacién de presion positiva al lumen de la via aérea, lo que pone claramente de
manifiesto que la mecanica de la via aérea superior es crucial en la fisiopatologia del

SAHS.

1.2 Via aérea superior en el SAHS

1.2.1 Anatomia de la via aérea superior

La via aérea superior es el primer conducto aéreo que lleva el aire desde el
exterior hasta los pulmones. El origen del SAHS tiene lugar en esta region del sistema
respiratorio, y mas concretamente en la faringe cuya estructura se divide comunmente
en 4 segmentos (Ryan y Bradley 2005, Ayappa y Rapoport 2003) (Figura 1.3):

- La nasofaringe; es el primer conducto que se extiende desde las turbinas nasales
hasta la parte superior del paladar blando.

- La velofaringe o faringe retropalatal; esta zona de la faringe est4 localizada entre
el paladar duro y el paladar blando.

- La orofaringe o segmento retroglosal; que va desde el margen caudal del paladar
blando hasta la punta de la epiglotis.

- La hipofaringe; es la region que se extiende desde la base de la lengua hasta la

laringe.



Capitulo 1

A la faringe retropalatal y retroglosal normalmente se les denomina conjuntamente
segmento orofaringeo y a la zona de uniéon de ambas partes también se le conoce como

velo.

La via aérea superior no s6lo permite el paso del aire hasta los pulmones sino
que ademds posee numerosas funciones entre las que se pueden incluir el sentido del
olfato, la fonacion, la glutacion, la humidificacion y calentamiento del aire inhalado y la
filtracion de agentes y particulas nocivas del exterior. Por lo tanto, las propiedades de la
via aérea superior deben de ser un compromiso entre todas las funciones que desempeiia.
De esta forma, mientras que durante la respiracion la musculatura dilatadora permite la
apertura de la via aérea superior, durante la deglucion debe de producir el cierre por su
capacidad contractil. En la via aérea superior coexisten mas de 20 musculos diferentes
que son los ultimos responsables de su propiedad dilatadora y contréctil (Strohl y Fouke

1985, Fouke et al 1986). Estos musculos se clasifican en 4 grupos segin su zona de

Paladar blando

Cornetes nasales

Paladar duro — :

NASOFARINGE

VELOFARINGE
OROFARINGE

HIPOFARINGE
Hueso hioides —-
Epiglotis -
Cuerdas vocales
Laringe -

Traquea —

Figura 1.3. Anatomia de la via aérea superior. La faringe se divide en nasofaringe,
velofaringe, orofaringe e hipofaringe (modificado de www.ems.ceu.com. Ilustracion de
McAlexander JM).



Via aérea superior en el SAHS

accion (Tabla 1.1) (Ayappa y Rapoport 2003): los que regulan la posicion del paladar
blando, de la lengua, del aparato hioides y de las paredes de la faringe posterolateral.
Ademas, los tejidos que forman la faringe también se pueden clasificar segin su dureza,
distinguiéndose entre tejidos blandos y duros (Ryan y Bradley 2005). Las paredes de la
via aérea superior estdn recubiertas en toda su longitud de tejidos blandos entre los que
se incluyen pilares amigdalinos, paladar blando, Gvula, lengua y pared faringea lateral
(Schwab et al 1995). Los tejidos duros formados por estructuras dseas proporcionan una
superficie suficientemente amplia para la sujecion de los musculos y del tejido blando.
Las estructuras 6seas mas importantes en la determinacion del tamafio de la via aérea
superior son la mandibula (Rivlin et al 1984) y el hueso hioides (Lyberg et al 1989).
Acompafiando a estas dos estructuras dseas también estan presentes las turbinas nasales

localizadas en la nasofaringe y las vértebras cervicales.

Zona de accion Musculos

- Alai Nasi

Paladar blando - Tensor del velo palatino
- Elevador del velo palatino
- Geniogloso

- Genihioideo

- Hiogloso

- Estilogloso

- Hiogloso

- Geniogloso

Aparato hioide - Digéstrico

- Genihioideo

- Esternohioide

- Palatogloso

- Constrictores faringeales

Lengua

Pared faringeal posterolateral

Tabla 1.1. Zona de accion de los musculos mas importantes que
proporcionan la capacidad dilatadora de la via aérea superior
(modificado de Ayappa y Rapoport 2003).

En el tejido muscular, Gvula y paladar blando, existe un tejido glandular que
permite mantener la faringe humeda y bien lubrificada (Back et al 2004). La mucosa,
que es la primera barrera al exterior que encontramos en la via aérea, estd formada por
tres diferentes capas: epitelio, lamina propia y musculo liso. Finalmente, la via aérea

superior es capaz de detectar los cambios experimentados en la presion intraluminal a
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través de terminales nerviosas que son esenciales para mantener la via aérea superior
abierta mediante la activacion o incremento en el tono de los musculos dilatadores

(Tsubone 1990).

1.2.2 Oclusion de la via aérea superior

El SAHS se caracteriza por la oclusion repetida de forma parcial o total de la via
aérea superior. La faringe humana se puede considerar como un tubo colapsable
formado por tejidos blandos y estructuras 6seas cuya configuracion puede predisponer
la faringe al colapso. Durante el proceso inspiratorio se genera presion negativa en el
espacio intraluminal de la faringe. Esta presidon negativa es detectada por
mecanorreceptores localizados en la pared aérea induciendo una mayor respuesta

muscular dilatadora (Amis et al 1999).

La musculatura dilatadora es la encargada de mantener la via aérea superior
abierta gracias a la previa actuacioén del reflejo del sistema nervioso central y de la
propia faringe. De hecho, aunque se ha propuesto al nervio laringeal superior como la
via aferente mas importante en el reflejo a la presiéon negativa (Mathew et al 1982,
Mathew et al 1984, Hwang et al 1984), existen otras vias aferentes como los nervios
glosofaringeo y trigeminal que podrian también tener un papel importante en la
respuesta a dicha presion (Mathew et al 1982, Hwang et al 1984, Horner et al 1991,
Curran et al 1997). La existencia de este tipo de reflejos y fuerzas dilatadoras sugiere
que el incremento en la colapsabilidad de la faringe puede estar determinado no s6lo por
simples factores anatomicos, sino ademas por una disfuncion en el reflejo y/o tono
muscular a la obstruccion de la via aérea superior durante el suefio (Patil et al 2007a).
Por otro lado, hay que considerar que durante la fase NREM (No Movimiento Répido
del Ojo) del suefio tanto la respiracion central como el tono muscular dilatador de la via
aérea se encuentran reducidos. Este hecho, que provoca una disminuciéon del area
transversal y un incremento en la resistencia de la via aérea superior, hace a la faringe
mas susceptible al colapso. Ademas, en la transicion de la fase NREM a la fase REM

(Movimiento Rapido del Ojo) del suefio la reduccion en el tono dilatador se produce de
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forma mas acentuada y es cuando més frecuentemente se presenta la apnea obstructiva

del suefio (Charbonneau et al 1994).

Por lo tanto, en la via aérea superior, y mas concretamente en la faringe, existen
fuerzas que favorecen el colapso que son contrarrestadas por fuerzas dilatadoras
ejercidas por la musculatura que envuelve la propia via aérea superior (Figura 1.4)
(Remmers et al 1978, Isono et al 1997). Entre las fuerzas mecénicas oclusivas se
encuentran las relacionadas con el esfuerzo inspiratorio (presion negativa), el flujo aéreo

(efecto de Bernoulli) o la posicion supina (efecto de la gravedad). Durante el SAHS

Normal Apnea
Area luminal Area luminal
a de la faringe C de la faringe
0 100% 0 100%
@)
“C: A —— —
(] '
o—
Q-1 n
w2 "
(&) 1
Q Fuerzas A Fuerzas
oclusivas [ dilatadoras
Fuerzas Fuerzas R
dilatadoras oclusivas R
Normal Normal Apnea
Area luminal i
b de la faringe d Area luminal
de la faringe
1009
0 & 0 100%
—\
©]
:'9 Fuerzas
dilatadoras
Fuerzas
8 dilatadoras

Fuerzas
oclusivas

Normal

Fuerzas
oclusivas

Figura 1.4. Balance de fuerzas en la via aérea superior. Las fuerzas oclusivas ejercidas sobre la
faringe dependen en gran medida de las propiedades intrinsecas de la via aérea superior (cufia
en el grafico). Para compensar estas fuerzas de colapso, la faringe dispone de mecanismos
dilatadores que permiten compensar el balance de fuerzas (a). En cambio, durante la fase
REM las fuerzas dilatadoras se relajan disminuyendo sustancialmente el lumen de la faringe
(b). En pacientes con SAHS tanto los factores anatdmicos como los neuromusculares cambian
drasticamente las propiedades intrinsecas de la via aérea superior, lo que requiere mayor
fuerza dilatadora para inducir su apertura (c), que al relajarse durante la fase REM provoca la
oclusion de la via aérea superior (d) (modificado de Isono et al 1997).
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existe una descompensacion de estas fuerzas que afecta a la colapsabilidad de la via
aérea. Este desequilibrio provoca que el tejido de la via aérea superior durante
fenémenos como el ronquido o el SAHS se encuentre sometido a una serie de estimulos
mecanicos que no estdn presentes en condiciones fisioldgicas normales. De hecho,
durante el SAHS la via aérea superior esta sometida a una presidon negativa inspiratoria
incrementada que puede conducir a procesos recurrentes de colapso y reapertura, y que
ademas, suelen verse acompafiados o precedidos de otros estimulos mecanicos como la
vibracién generada por el ronquido (fendmeno que suele preceder al SAHS) o con la
compresion asociada a la presidn continua positiva aplicada para su tratamiento.
Ademas, diversos estudios sugieren que estas nuevas condiciones podrian provocar una
respuesta bioldgica en la via aérea superior (Sekosan et al 1996, Friberg 1999, Bergeron
et al 2005). Por lo tanto, es de vital importancia determinar cual es el efecto de cada uno
de estos estimulos en la via aérea y estudiar su relacion con la fisiopatologia y

tratamiento del SAHS.

Mediante la realizacién de imagenes de resonancia magnética volumétrica de la
via aérea superior se han logrado localizar las zonas anatomicas con mayor riesgo de
colapso (Schwab et al 2003). En el trabajo de Schwab RJ et al se ha demostrado que la
regidon con mayor predisposicion a la oclusion se encuentra en el segmento retropalatal
de la faringe. De hecho, se ha descrito que esta zona se corresponde con la regién
anatomica de la via aérea superior que presenta la menor area transversal y volumen
tanto en pacientes con SAHS como en sujetos sanos (Figura 1.5A). Ademas, es en este
segmento retropalatal donde se ha podido encontrar la mayor reduccion en el volumen
aéreo entre pacientes con apnea obstructiva del suefio respecto a voluntarios sanos
(Figura 1.5B). Resultados similares se han observado a partir de imagenes de resonancia
magnética de la via aérea superior de nifios con SAHS (Arens et al 2003). Por otro lado,
se ha visto que el colapso de la faringe puede ocurrir tanto al final del evento espiratorio
como al inicio de la inspiracion (Suratt et al 1983, Morrell et al 1998). Aunque este
colapso comienza en la region orofaringea (retropalatal y retroglosal) en mas del 56-
70% de los pacientes con SAHS (Shepard y Thawley 1989, Katsantonis et al 1993) le
puede seguir una extension caudal hasta alcanzar la base de la lengua en el 25-44% de

los pacientes (Shepard y Thawley 1989, Katsantonis et al 1993) y/o hasta la region
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Region Retroglosal
RG)
Linea Central de la Via Aérea Normal

Figura 1.5. Localizacion de la oclusion en pacientes con SAHS. A) Representacion
tridimensional del volumen de la cabeza en el que se representa la via aérea superior (zona
blanca) que sigue la direcciéon de la linea central tridimensional (representada por puntos
negros). En esta figura también se pueden apreciar unos cortes perpendiculares a la via aérea
que se corresponden con la region retropalatal (RP) y la region retroglosal (RG). B) Volumen
de la via aérea superior en pacientes con apnea (izquierda) y sanos (derecha). Se puede
apreciar una mayor reduccion del volumen aéreo en la region retropalatal (RP) que en la
region retroglosal (RG) de pacientes con apnea obstructiva del suefio (modificado de Schwab
et al 2003).

hipofaringea en el 0-33% (Suratt et al 1983, Shepard y Thawley 1989, Jager et al 1998,
Bhattachryya et al 2000). También es importante considerar que el colapso se encuentra
en su forma mds extendida durante la fase REM del suefio (Shepard y Thawley 1990),
que como se ha indicado anteriormente, es la fase en la que prevalece la apnea
obstructiva del suefio (Charbonneau et al 1994). Finalmente, se ha descrito un
incremento significativo en el volumen o grosor de los tejidos blandos que recubren la
faringe de los pacientes con apnea obstructiva del suefio (Schwab et al 1993, Schwab et
al 2003), lo que sugiere que las propiedades intrinsecas de la via aérea superior pueden

jugar un papel importante en el desarrollo y evolucidon del SAHS.

Existen diversos factores determinantes que pueden incrementar el grado de
colapsabilidad de la via aérea superior. Estos factores, que pueden distinguirse entre
anatomicos y neuromusculares, provocan un aumento de la presiéon que ejercen los
tejidos que envuelven la via aérea superior sobre el espacio intraluminal de la faringe y

una reduccion en el tono muscular dilatador, respectivamente (Ryan y Bradley 2005).
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Entre los factores anatdmicos se encuentran
tanto los que son provocados por anomalias
de las estructuras esqueléticas o tejidos
duros de la via aérea superior como aquellos
provocados por el incremento de volumen
de las estructuras blandas. Entre las

anomalias esqueléticas se incluyen el

retrodesplazamiento maxilar o mandibular
Figura 1.6. Retrodesplazamiento maxilar.

(Watanabe et al 2002) (Figura 1.6) y la Esta anomalia anatomica se caracteriza
reduccién andémala en la longitud de la  Por un desplazamiento de la mandibula
inferior que provoca una mayor presion
mandibula (Miles et al 1996). Por otro lado,  sobre la via aérea superior (flecha).
las anomalias en las estructuras blandas que
forman parte de la faringe también pueden ocasionar una reduccién importante en el
lumen de la via aérea superior. Entre las mas habituales en pacientes con SAHS se
incluyen hipertrofia (Greenfeld et al 2003), inflamacion y edema (Anastassov y Trieger
1998). De hecho, el engrosamiento de la pared de la faringe es el factor mas
predominantemente observado en los pacientes con SAHS (Schellenberg et al 2000).
Este engrosamiento de los tejidos blandos se ha localizado en zonas especificas de la via

adrea superior como en el paladar blando (Bradley et al 1985, Ingman et al 2004), en la

uvula (Stauffer et al 1989) y en la lengua (Bradley et al 1985).

Otras importantes causas o factores que estdn asociados a la enfermedad del
SAHS son la obesidad, la edad, el género, la presencia de ronquido severo, la
obstruccion nasal, una disminucion en la tension superficial, el volumen pulmonar y
otros motivos hereditarios craneofaciales. De entre estas causas, la obesidad es con
diferencia el mayor factor de predisposicion al SAHS (Young y McDonald 2004).
Aunque las personas obesas disponen de grasa depositada en diferentes regiones del
organismo de forma mas o menos homogénea, la deposicion en el cuello es la que
genera una mayor reduccion en el lumen aéreo de la faringe (Mortimore et al 1998)
(Figura 1.7). También se ha demostrado que las personas de edad avanzada,
independientemente de otros factores, presentan un incremento en la colapsabilidad y

resistencia de la faringe (Eikermann et al 2007). Respecto al género, se conoce que el
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SAHS es mas prevalente en hombres (4%) que en mujeres (2%) y este hecho parece
deberse a la existencia de un mayor tono muscular en mujeres (Martins et al 2007) y/o a
un posible efecto hormonal (Bixler et al 2001). Por otro lado, el ronquido severo esta
habitualmente asociado al SAHS como una fase inicial de la enfermedad (Friberg 1999).
Ademas se ha demostrado que el hecho de disponer de un volumen pulmonar reducido
aumenta la colapsabilidad en pacientes con apnea obstructiva del suefio (Bradley et al
1986, Rubinstein et al 1989). Finalmente, se sugiere que la obstruccidon nasal puede ser
también causa de colapso de la via aérea superior al promover un incremento de la

presion negativa generada en la faringe durante la inspiracion (Ryan y Bradley 2005).

Figura 1.7. Cortes sagital y transversal de la cabeza mediante resonancia magnética. Se
observa claramente una reduccion en el volumen aéreo del paciente obeso (B) respecto al
sano (A) (modificado de Schwab 1998).

1.2.3 Grados de colapsabilidad

Las caracteristicas de la dinamica del flujo de aire que pasa por la via aérea
superior durante diferentes grados de colapso se corresponden con el modelo de
resistencia de Starling (Pride et al 1967). Este modelo permite estimar la presion critica
inspiratoria, que se define como la presidn a la que se produce el colapso en la via aérea
superior, basandose en el andlisis de la relacion presion/flujo en el segmento de la
faringe (Smith et al 1988). Esta presion critica depende de las propiedades intrinsecas de
la via aérea superior y sirve como referencia de la colapsabilidad (Figura 1.8)
aumentando su valor negativo en la siguiente direccidn: sanos < roncadores < sindrome
de resistencia de la via adrea superior < hipopnea < apnea (Schwartz et al 1988,
Gleadhill et al 1991, Patil et al 2007a). De hecho, se ha observado una variacion en la

presion critica que va desde los -15 cmH,O en individuos sanos, hasta valores que
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pueden llegar a ser positivos como los 5 cmH,O que se han descrito en los pacientes
con SAHS. El resto de estadios intermedios, que se corresponden con una obstruccion
parcial de la via aérea superior, tienen una presion critica con unos valores que estan
comprendidos entre los obtenidos en individuos sanos y los que padecen SAHS. Asi

pues, en el SAHS se producen colapsos estaticos (apnea) o dindmicos (hipopnea) (Farré

et al 2003a).

A B

Estado Via aérea superior ..
5 tcr:ﬂ;cj
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Apnea v I
0- * L
0 « 37 it
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Hipopnea - I .
-
5 °] . !
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&
e

Normal 20

Respuesta
-15 neuromuscular
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Apnea

Figura 1.8. Presidn critica y colapsabilidad de la via aérea superior. A) Papel de las
propiedades anatomicas oclusivas y musculares dilatadoras de la faringe en la presion
critica de colapso y por tanto, en el desarrollo y evolucion del SAHS (modificado de Patil
et al 2007b). B) Presidn critica calculada experimentalmente en pacientes con diferente
grado de colapsabilidad (modificado de Schwartz et al 1988 y Gleadhill et al 1991).

El grado de oclusién de la via aérea superior puede cuantificarse mediante un
estudio polisomnografico a nivel clinico, lo que permite conocer el estado de severidad
de la enfermedad en los pacientes con SAHS (Figura 1.9). Con esta herramienta se
pueden medir variables como el flujo aéreo nasal, la desaturacion de oxigeno, la presion
intraesofagica (esfuerzo respiratorio) y los movimientos toracicos. Ademads, en los
estudios clinicos se suele también cuantificar el nimero de microdespertares mediante
el uso del electroencefalograma (EEG) y del electromiograma en el mentéon (SmEMG)
(Figura 1.10). El grado de severidad del SAHS se evalua a partir del indice de apnea-
hipopnea (AHI) que es definido como el numero de apneas e hipopneas que tienen lugar

durante una hora. También se utilizan habitualmente otros valores de referencia como el
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indice de alteracion del suefio (RDI), el indice de desaturacion de oxigeno (ODI) y el

nimero de despertares por hora.

Flujo aéreo

Ronquido

Hipopnea

Apnea

P
15s

Figura 1.9. Tipicos patrones observados clinicamente en el flujo aéreo de individuos
roncadores y pacientes con apnea/hipopnea del suefio. Se puede apreciar una progresiva
resistencia al paso del aire hasta llegar al colapso total durante la apnea (modificado de
Farré et al 2002).

EEG

SmEMG
Flujo
Esfuerzo

SaOz

v \ v
MWWM«WWWM! MMWWW

e

1 b oA

1 30s |

Figura 1.10. Estudio polisomnografico de un paciente con apnea obstructiva del sueflo
severa (AHI, 84/h). Se puede observar como al cesar completamente el flujo aéreo
durante el suefio se incrementa el esfuerzo respiratorio hasta provocar un microdespertar
(sefializado mediante una flecha), que se refleja en el electroencefalograma (EEG) y en el
electromiograma en el menton (SmEMG). Ademas se aprecia que tras cada episodio de
colapso, la saturacion de oxigeno en sangre (Sa0,) disminuye hasta alcanzar valores
inferiores del 70% (modificado de Patil et al 2007a).
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1.3 Lesion en la via aérea superior asociada al SAHS.

1.3.1 Inflamacion, edema y estrés oxidativo.

Los pacientes con SAHS presentan inflamacion tanto a nivel sistémico como en
la via aérea superior. De hecho, existen numerosos estudios que han observado la
presencia de células leucocitarias en diferentes regiones de la via aérea superior como
por ejemplo en la mucosa de la uvula (Figura 1.11) (Sekosan et al 1996, Paulsen et al
2002), en el paladar blando y en el tejido muscular adyacente (Boyd et al 2004).
También se ha descrito un incremento de células leucocitarias a partir de lavado nasal
(Rubinstein 1995) y de interleuquina 8 (IL-8) en esputo, que ademas se correlaciona con
el indice de apnea-hipopnea del paciente (Figura 1.12) (Devouassoux et al 2007). Por
otro lado, asociado a la apnea obstructiva del suefio se ha observado un incremento del
marcador de estrés oxidativo 8 isoprostano y de la citoquina inflamatoria interleuquina

6 (IL-6) a partir del condensado de aire exhalado, que aunque también presentaba
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Figura 1.11. Numero de leucocitos presentes en la lamina propia de la mucosa uvular de
pacientes con apnea obstructiva del suefio (cuadrados) y sanos (rombos). Se puede apreciar
un incremento de leucocitos asociado a la enfermedad y que ademas, es independiente a la
edad (modificado de Paulsen et al 2002).
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niveles mas altos en simples pacientes obesos, su incremento fue mucho menor que en
pacientes con apnea obstructiva del suefio (Figura 1.13) (Carpagnano et al 2002).
Ademas, el 8-isoprotano (Carpagnano et al 2003) como el oxido nitrico y el pentano
(Olopade et al 1997) pueden experimentar un incremento significativo en su
concentracion en el aire exhalado de pacientes con SAHS después de las horas del
suefio. La mayoria de estos estudios sugieren que el proceso inflamatorio observado
puede ser generado, en parte, por el estrés mecanico al que se somete la via aérea

superior durante el ronquido y el SAHS.

45 4 ¥
40+

*%

Figura 1.12. Concentracion de IL-8 en el
esputo inducido de controles y pacientes
con apnea obstructiva del suefio de
diferente grado de severidad (modificado
de Devouassoux et al 2007).
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Figura 1.13. Concentrado exhalado del marcador inflamatorio IL-6 (A) y del marcador de
estrés oxidativo 8-isoprostano (B) en individuos sanos, obesos y pacientes con apnea
obstructiva del suefio (modificado de Carpagnano et al 2002).
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Ademads existen cambios morfoldgicos en la via aérea superior asociados al
SAHS como por ejemplo la presencia de edema en la lamina propia y dilatacion
vascular (Woodson et al 1991) que pueden llegar a incrementar el grosor del tejido
blando en pacientes con apnea obstructiva del suefio aumentando la resistencia al flujo
aéreo (Schwab 1996, Anastassov y Trieger 1998) y, por tanto, agravando la enfermedad.
Este edema puede deberse a varias causas: por una distension o incremento de presion
en las venas que rodean la via aérea, por inflamacién asociada al trauma ocasionado por
el ronquido o por hipertension pulmonar (Bradley et al 1985). Otros cambios
morfoldgicos como una disminucidn del tejido conectivo (Paulsen FP et al 2002), un
incremento en la presencia de tejido muscular y graso (Stauffer et al 1989), hipertrofia
glandular mucosa y metaplasma escamoso focal (Woodson et al 1991) se han observado

en la uvula de pacientes con apnea obstructiva del suefio.

Como se ha descrito anteriormente, la via aérea superior de pacientes con
ronquido y SAHS estd sometida constantemente a estimulos mecanicos que difieren
notablemente de las condiciones fisiologicas normales. La mayoria de los estudios en
los que se ha observado lesion en la via aérea superior de pacientes roncadores y con
SAHS sugieren que el propio estrés mecanico generado por los diferentes estimulos
asociados a la patologia del SAHS es el causante del dafio tisular e inflamacion
observada en estos pacientes. A pesar de la dificultad en el aislamiento de los efectos
inflamatorios asociados al estrés mecanico, existen evidencias de su posible papel como
agente lesivo. Por ejemplo, en un reciente estudio se ha demostrado que la aplicacion de
un estimulo vibratorio con caracteristicas similares al ronquido humano es capaz de
inducir, a través de la via de las proteinas activadas por mitdégenos (MAPKSs), una
respuesta inflamatoria en células epiteliales bronquiales mediante la sintesis y secrecion
de la citoquina IL-8 (Figura 1.14) (Puig et al 2005). Este estudio es importante para
comprender mejor la evolucion de la apnea obstructiva del suefio ya que la inflamacioén
inducida por un primer estimulo vibratorio podria aumentar el grosor de la pared de la
faringe, incrementando su colapsabilidad y generando cada vez estimulos mas severos
(Bergeron et al 2005), mientras que los mediadores inflamatorios podrian explicar la
disfuncién neuromuscular observada en los pacientes con apnea obstructiva del suefio

(Boyd et al 2004). De hecho, se ha observado que el empleo prolongado de
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Figura 1.14. Efecto de la vibracion sobre células epiteliales
bronquiales humanas. Tras 12 h de aplicacion de un estimulo
vibratorio similar al ronquido humano se observd un aumento
significativo en los niveles de IL-8 en el medio de cultivo
(modificado de Puig et al 2005).

instrumentacidn vibratoria puede causar disfuncion sensorial en las manos (Takeushi et

al 1986).

Ademas, hay que considerar que los pacientes con SAHS, al disponer de un
lumen aéreo reducido, tienen que respirar durante el suefio con una mayor resistencia lo
que provoca un incremento en la presidon negativa intraluminal promoviendo el colapso
de la via aérea superior (Gleadhill et al 1991). Ambos estimulos mecanicos (presion
negativa y colapso/reapertura) podrian ser, junto al ronquido, diferentes agentes lesivos
para la via aérea superior en el SAHS. De hecho, en el tejido bronquial de pacientes con
apnea obstructiva del suefio se ha observado inflamacién en las vias adreas mas
inferiores que podria ser provocada por este incremento en la presion negativa
intraluminal ocasionada por el colapso de la via aérea superior (Salerno et al 2004,

Devouassoux et al 2007).
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1.3.2 Miopatia y neuropatia asociada al SAHS

La via aérea superior dispone de mecanismos dilatadores para responder al
colapso y a la presién negativa que se genera en el lumen de la faringe durante la
inspiracion. La disfuncion de estos mecanismos neuromusculares puede afectar a la
funcionalidad de la via aérea superior incrementando su colapsabilidad y promoviendo

el desarrollo del SAHS.

Se ha observado atrofia e hipertrofia en
el tejido muscular del paladar blando y uvula
de pacientes con apnea obstructiva del suefio
(Woodson et al 1991, Edstrom et al 1992) y
con ronquido severo (Woodson et al 1991).
Por otro lado, la infiltracion de células ¥ .

inflamatorias en el musculo esquelético

Figura 1.15. Tejido muscular de la via
adrea superior tefiido para el marcador
muscular debido a la interferencia de los CD4 (Linfocito T colaborador) de un
paciente con apnea obstructiva del
suefio (modificado de Boyd et al
2004).

(Figura 1.15) puede causar una disfuncién

mediadores inflamatorios con el sistema
nervioso y muscular, llegando incluso a
inhibir la funcionalidad de los musculos de forma directa (Boyd et al 2004). Ademas, se
ha demostrado que la inflamacion en la via aérea superior puede tener un efecto toxico
sobre las fibras nerviosas provocando denervacion (Boyd et al 2004). E1 SAHS también
estd asociado a una pérdida en la sensibilidad de la via aérea superior. De hecho, se ha
detectado una pérdida de sensacion a una serie de estimulos como temperatura (Larsson
et al 1992), vibracion (Kimoff et al 2001), presion (Nguyen et al 2005) e, incluso, una
reduccién en la discriminacion entre dos puntos (Kimoff et al 2001, Guilleminault et al

2002).
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1.3.3 El ronquido en la evolucion del SAHS

El fendomeno del ronquido, caracterizado por la vibracidon de las estructuras
blandas de la via aérea superior durante la inspiracion, ocurre en al menos el 20-40% de
la poblacion general (Norton y Dunn 1985, Peter et al 1989, Racionero Casero et al
1999). Aunque la prevalencia del ronquido es mucho mayor a la de la apnea obstructiva
del suefio, este fendmeno vibratorio es comunmente considerado como una de las mas
claras manifestaciones del SAHS (Ersu et al 2004). De hecho, durante el ronquido
existe obstruccidn al paso del aire en la via aérea superior (Farré et al 2002). Mediante
radiografias de la faringe se han podido estudiar las caracteristicas del estimulo
vibratorio que es generado durante el ronquido, observdndose diferencias en el
comportamiento del paladar blando entre el ronquido nasal y el bucal (Figura 1.16)
(Liistro et al 1991). Durante el ronquido nasal, el paladar blando se situa cercano a la

base de la lengua y la tvula oscila con pequeiia amplitud y alta frecuencia (80 Hz),

Ronquido bucal Ronquido nasal
28.2 £ 7.5 HZ' 77.8 + 36.7 HZ'

Figura 1.16. Vista lateral de radiografias realizadas sobre la via aérea superior durante el
ronquido bucal (A) y el ronquido nasal (B). En la imagen se pueden apreciar: 1. Seno
maxilar; 2. Paladar duro; 3. Nasofaringe; 4. Paladar blando; 5. Uvula; 6. Lengua
(modificado de Liistro et al 1991).
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mientras que en el ronquido bucal, es la estructura completa del paladar blando la que
oscila con una mayor amplitud y menor frecuencia (30 Hz). Ademds en este mismo

estudio se observd una reduccion en el lumen de la faringe relacionada con el ronquido.

A principios de los afios 1980 se concibid6 por primera vez el término
“enfermedad del roncador severo” como la progresion desde el ronquido severo a la
apnea obstructiva del suefio (Lugaresi et al 1983). Estos autores encontraron que los
pacientes con apnea obstructiva del suefio tenian unos antecedentes muy similares (en
su mayoria habian sido roncadores severos desde jovenes y en su mediana edad
aparecieron los primeros sintomas del SAHS). Otros estudios posteriores demuestran la
progresion del SAHS mediante el seguimiento de pacientes durante varios afios con la
realizaciéon de medidas objetivas relacionadas con la enfermedad (Lindberg et al 1999,

Peppard et al 2000).

Ya a finales de los afios 1990, Friberg postuld el término “el circulo vicioso del
ronquido” en el que describen el papel del ronquido y la obesidad en el desarrollo y
agravamiento del SAHS (Figura 1.17) (Friberg 1999). Para el desarrollo de este modelo,
la autora utilizé la informacidn disponible en observaciones clinicas y en los estudios
que habian demostrado la disfuncion muscular y nerviosa asociada al SAHS (Larsson et
al 1992, Edstrom et al 1992, Friberg et al 1997, Friberg et al 1998a, Friberg et al 1998b).
En este nuevo modelo, ademas de la neuropatia y miopatia asociada al trauma mecanico
ocasionado por el ronquido, se consider6 el posible papel de las fuerzas mecéanicas que
participan en el colapso y apertura de la via aérea superior en el desarrollo del SAHS.
Esta hipdtesis se ha visto reforzada posteriormente con estudios realizados sobre la
disfuncidn sensorial y muscular debida al ronquido. Por ejemplo, se ha demostrado que
en simples roncadores ya existe una menor sensibilizacidon de la via aérea superior en
respuesta a una serie de estimulos como vibracion (Figura 1.18) (Kimoff et al 2001),
temperatura (Larsson et al 1992) y presién (Nguyen et al 2005), presentdndose de forma

mas acentuada en los estadios mas avanzados del SAHS.
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Figura 1.17. Modelo del circulo vicioso del ronquido. Segun este modelo el ronquido jugaria
un papel fundamental en el desarrollo y en la evolucion del SAHS (modificado de Friberg
1999).
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Figura 1.18. Sensibilizacion de una superficie control (izquierda) y sobre la via aérea superior
(derecha) a un estimulo vibratorio. Se representan los valores umbrales para controles,
roncadores no apneicos y pacientes con apnea obstructiva del suefio (modificado de Kimoff et
al 2001).
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1.4 Tratamiento del SAHS

1.4.1 Presion positiva continua en la via aérea superior (CPAP)

El tratamiento mds extendido para evitar el colapso de la via aérea superior en el
SAHS es la aplicacion de presion positiva continua a la via aérea superior (CPAP)
(Figura 1.19). Esta terapia clinica, que se describido por primera vez en el afio 1981
(Sullivan et al 1981), estd basada en contrarrestar las fuerzas de oclusion que son
predominantes en pacientes con SAHS mediante la aplicacion de presidon positiva
continua al lumen aéreo a través de una mascarilla nasal. El nivel de presion necesario
para la apertura de la via aérea es determinado clinicamente a partir de un estudio
polisomnografico. De esta forma, para un problema cuyo origen se ha visto que es

mecanico, su tratamiento con la aplicacidn de presion positiva, también lo es.

Figura 1.19. Aplicacion de CPAP nasal en el tratamiento del SAHS. Esta técnica terapéutica
mediante la aplicacion de presion positiva en el lumen de la via aérea superior consigue
contrarrestar las fuerzas oclusivas de la via aérea superior facilitando su apertura durante las
horas del suefio.

Esta técnica se ha estandarizado en el tratamiento del SAHS gracias a su gran
efectividad en la reversion de los diferentes trastornos que padecen los pacientes durante
el suefio. De hecho, la aplicacion de CPAP nasal consigue provocar la apertura de la via
adrea superior (Sullivan et al 1981, Strohl y Redline 1986, Sanders y Kern 1990), lo que
resulta en la eliminacion de los trastornos mas frecuentes observados en el SAHS
durante el suefio (Figuras 1.20 y 1.21). De esta forma, se consigue normalizar los

valores en la presion arterial (Pepperell et al 2002, Bazzano et al 2007) y en la
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Figura 1.20. Medidas en el flujo aéreo (V’), presion esofagica (Pes) y resistencia
respiratoria (Rrs) en un paciente con apnea obstructiva del suefio tratado con diferentes
presiones de CPAP. Se puede observar que a medida que se aumenta la presion positiva en
la via aérea se consigue una progresiva reversion de los trastornos asociados al SAHS hasta
lograr la normalizacién con 12 cmH,0O (modificado de Navajas et al 1998).
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CPAP nasal

n 0

Magnitud de desaturacio

Apnea

CPAP nasal

Figura 1.21. Reduccion en el nimero de apneas por hora (indice de apnea) (A) y en la
desaturacion de oxigeno (B) tras la aplicacion de CPAP en pacientes con apnea obstructiva
del suefio. Magnitud de desaturacion = X (90-Sa0,)t (SaO, = desaturacion de oxigeno <
90%; t = duracion de la desaturacion en horas) (modificado de Ohga et al 2003)
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saturacion de oxigeno en sangre (Ohga et al 2003). Por otro lado, se ha descrito que la
CPAP promueve la eliminacion de los despertares abruptos (Younes 2004) y la
reduccion del estrés oxidativo en plasma (Hernandez et al 2006). Respecto a los
problemas asociados al padecimiento cronico del SAHS, el uso continuado de este
tratamiento esta asociado a una importante reduccion en el riesgo cardiovascular (> 64
%) (Marin et al 2005, Buchner et al 2007), a una menor resistencia a la insulina (Harsch
et al 2004, Babu et al 2005), a una reduccion del estrés oxidativo (Carpagnano et al
2003) y a una reduccion a nivel sistémico de citoquinas inflamatorias y otras moléculas
como el factor de crecimiento endotelial vascular (Lavie et al 2002, Ryan S et al 2005)
y proteina C reactiva (Steiropoulos et al 2007), todas ellas intimamente relacionadas con

la fisiopatologia del SAHS.

1.4.2 La rinitis como efecto secundario de la CPAP.

A pesar de que la CPAP nasal es un tratamiento muy efectivo, un 20-30% de los
pacientes tienen que abandonarlo entre las 2-4 primeras semanas de uso (Guilleminault
et al 1993) e, incluso, existen casos en los que se deja el tratamiento durante la primera
noche (Krieger 1992). Con estas tasas de rechazo hoy dia el cumplimiento de la CPAP
es el mayor reto clinico. Aunque existen numerosas causas de rechazo y no
cumplimiento del tratamiento de CPAP, el motivo més frecuente es la aparicién de
sintomas nasales adversos como congestion nasal y rinorrea (Pepin et al 1995, Brander
et al 1999, Lojander et al 1999). Ademas, los pacientes con apnea obstructiva del suefio
presentan una alta prevalencia de sintomas riniticos y obstruccion nasal antes de ser
tratados con CPAP nasal (Young et al 1997, Lofaso et al 2000, Canova et al 2004), por
lo que el tratamiento podria agravar los sintomas iniciales provocando finalmente el
rechazo. Aunque se sugiere que el paso continuo de aire frio y seco a través de la boca
podria potenciar los sintomas nasales (Richards et al 1996, Bachour y Maasilta 2004,
Cruz et al 2006), hasta la fecha no se conoce si el propio estrés mecanico, ejercido por la
compresion generada por la CPAP nasal, puede ser un factor determinante en el

desarrollo de los sintomas secundarios.
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La rinitis es una constelacion de sintomas nasales entre los que se incluyen
congestion nasal, rinorrea, picor y escozor. Estos procesos, regulados por el sistema
nervioso, pueden ser activados mediante un proceso patologico que normalmente es de
naturaleza inflamatoria o mecanorreceptora. La liberacion de neuropéptidos por las
terminales nerviosas sensoriales induce una serie de respuestas entre las que se incluyen,
vasodilatacion (Lundblad et al 1982), permeabilidad vascular (McDonald et al 1988),
secrecion glandular (Baraniuk y Kaliner 1990), reclutamiento leucocitario (Umeno et al
1990) y activacion de varios tipos leucocitarios (O’Connor et al 2004). Estas respuestas
mediadas por neuropéptidos explican la aparicion de sintomas nasales como congestion
nasal y rinorrea. En este proceso, conocido cominmente como inflamacidn neurogénica,
es importante el papel de la sustancia P y la neuroquinina A. Estos neuropéptidos
producidos en el cuerpo celular de las fibras C son transportados en estructuras
granulares por el citoplasma hasta las terminales nerviosas donde son secretados. Para
que la sustancia P pueda provocar la aparicidon de sintomas nasales en la mucosa nasal
¢ésta debe reconocer y activar su receptor especifico (TACRI1), que se ha identificado en
el epitelio nasal y en las glandulas nasales humanas (Shirasaki et al 1998). Por otro lado,
la activacion del sistema inmune, que conlleva la sintesis y secrecion de mediadores
inflamatorios como citoquinas y neurotrofinas, puede interferir con el sistema nervioso
activando las terminales sensoriales (Sarin S et al 2006). Ademas, se ha descrito que la
sintesis del mRNA de TACRI1 es incrementada en presencia de enfermedades
inflamatorias de la via aérea (Bai et al 1995), lo que provoca una mayor sensibilizacion
de la zona a la exposicidn de sustancia P. Por otro lado, el factor de crecimiento
nervioso (NGF), que es una neurotrofina que interacciona con las fibras sensoriales
nociceptoras, es sintetizada por numerosos tipos celulares neuronales y no neuronales
como células leucocitarias (Santambrogio et al 1994, Kobayashi et al 2002), células
musculares (Creedon y Tuttle 1991) y células epiteliales (Fox et al 2001, Wu et al 2006)
(Hahn et al 2006). Esta neurotrofina, que es secretada durante un proceso inflamatorio
(Bonini et al 1996, Sanico et al 2000, Kobayashi et al 2002, Hahn et al 2006), promueve
un incremento en la actividad de las fibras, en la produccion y contenido de
neuropéptidos y en la ramificacion de las terminales sensoriales, fendmenos que
favorecen la hipersensibilizacion de la via aérea (Levi-Montalcini 1987, Lewin y Barde

1996, Braun et al 2001). Ademas, se ha demostrado que el NGF puede incrementar
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directamente la expresion génica de neuropéptidos en las fibras sensoriales nerviosas
(Hunter et al 2000) y activar el receptor especifico de la sustancia P (De Vries et al

1999).

Durante el tratamiento con CPAP nasal las fuerzas mecanicas ejercidas sobre la
pared nasal podrian jugar un papel determinante en el desarrollo de los sintomas
riniticos. De hecho, la pared de la via aérea estd sometida a un constante estimulo de
compresion que podria provocar una respuesta inflamatoria (Figura 1.22). En estudios
recientes se ha observado que en diferentes tejidos (Kobayashi et al 2005, Kasahara et al

2006, Dudic et al 2006, Tan et al 2006) como en la via aérea (Lim y Wagner 2003,

Inflamacién neurogénica:
Sustancia P y Neuroquinina A

Ganglio
_ Trigeminal

- {,gﬁf“\ "‘1‘,‘“ = fONf - &~ Mediadores

\ inflamatorios
Ganglio

I = .estenop"tlatmo
Ganglio superior ot . - i e
cervical . ! - B e = L Estimulo

(Parasimpatico) fo-
mecanico

Ca JNJr STIGH

Figura 1.22. Vias de sefializacion del sistema nervioso en el desarrollo de los diferentes
sintomas riniticos. Un estimulo mecanico como la compresion ejercida mediante CPAP
nasal puede activar mecanorreceptores localizados en el epitelio de la mucosa nasal. Por
otro lado, los mediadores inflamatorios que son liberados por las células leucocitarias
cuando existe dafio tisular podrian activar las fibras C nociceptoras promoviendo la
liberacién de neuropéptidos en el proceso denominado inflamacion neurogénica. Las
sefiales son transmitidas al sistema nervioso central, donde disparan las sensaciones de
picor y escozor. Los potenciales de accién pueden transmitirse mediante el sistema
nervioso parasimpatico provocando secrecion glandular, vasodilatacion y rinorrea.
Ademas, la supresion ejercida sobre el sistema simpatico provoca vasodilatacion y
congestion nasal. CNS = Sistema Nervioso Central (modificado de Sarin et al 2006).
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Tshumperlin y Drazen 2006) este estimulo puede promover una respuesta bioldgica que
estd mediada en la mayoria de los casos por la participacion de células leucocitarias y
citoquinas inflamatorias. Ademds, en un estudio realizado in vitro sobre células
bronquiales se ha demostrado que la compresion es capaz de activar la via de las
MAPKSs de manera dependiente de la magnitud del estimulo (Tschumperlin et al 2002).
Por otro lado, también se ha observado que esta via tiene un papel fundamental en la
regulacion de la sintesis y secrecion de citoquinas inflamatorias (Puig et al 2005). Otro
factor importante a tener en cuenta es el estado precondicionado de los pacientes con
SAHS. Existen estudios que revelan un incremento en la respuesta de la mucosa nasal
de los individuos que padecen rinitis alérgica respecto a sujetos que no presentan
sintomas nasales previos (Nathan et al 2005). De hecho, en un estudio llevado a cabo en
cerdos, la sensibilidad de los nervios sensoriales en respuesta a un estimulo mecanico se
cuadriplicd tras una reaccidon alérgica (Riccio et al 1996). Si consideramos que los
pacientes con apnea obstructiva del suefio presentan en su mayoria rinitis perenne
(Canova et al 2004), seria logico pensar que estos individuos tienen una mayor
sensibilizacién nerviosa al estimulo de compresion asociado a la CPAP nasal. Por otro
lado, la variabilidad basal existente podria explicar el diferente comportamiento de los

pacientes con apnea obstructiva del suefio al tratamiento.

Por lo tanto, la informacion disponible a partir de estos estudios previos sugiere
que la CPAP nasal podria ser para la via aérea superior, y mas concretamente a la
mucosa nasal, un estimulo mecanico suficiente como para desencadenar un proceso
inflamatorio que explicaria la aparicién o agravamiento de los sintomas riniticos en los

pacientes tratados con CPAP nasal (Figura 1.22).
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Objetivos de la tesis

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto inflamatorio de los diferentes estimulos mecéanicos que
experimenta la via aérea superior durante la apnea obstructiva del suefio

(vibracion y presidon negativa/colapso) y su tratamiento (presion positiva).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Efecto de la vibracion en la via aérea superior de rata:

1. Desarrollar un modelo animal que permita la aplicacion de un estimulo
vibratorio que simule el ronquido humano sobre la via aérea superior de

rata.

2. Estudiar los efectos inflamatorios locales inducidos por el estimulo

vibratorio aplicado a la via aérea superior.

29



Capitulo 2

Efecto de la presion negativa y colapso en la via aérea

superior de rata:

3. Implementar un modelo en rata para la aplicacion de presion negativa
intermitente inspiratoria capaz de inducir el colapso y reapertura

recurrentes de la via aérea superior.

4. Determinar la presion critica o presion de colapso de la via aérea

superior a partir del modelo desarrollado.
5. Estudiar si una presion negativa recurrente similar a la padecida durante

la inspiracion incrementada en pacientes con apnea obstructiva del suefio es

capaz de iniciar una respuesta inflamatoria en la via aérea superior de rata.

Efecto de la compresion sobre la pared nasal de rata:

6. Disefiar un modelo animal para la aplicacion no invasiva de CPAP nasal

y placebo en rata.
7. Determinar si el estimulo de compresion durante el tratamiento con

CPAP mediante una mascara nasal puede inducir un efecto inflamatorio

temprano en la mucosa nasal.
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8. Estudiar si esta compresiéon puede provocar un incremento en la
expresion génica de la neurotrofina factor de crecimiento nervioso (NGF) y

del receptor de la sustancia P (TACRI1).
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Capitulo 3

Efectos inflamatorios de la vibracion
en la via aérea superior en un modelo
animal de ronquido

Este capitulo se corresponde con el siguiente articulo:

Almendros I, Acerbi I, Puig F, Montserrat JM, Navajas D, Farre R.
“Upper-airway inflammation triggered by vibration in a rat model of
snoring”. SLEEP. 2007; 30: 225-227.

Factor de impacto; 5.126

Revista n® 12/146

3.1 Resumen

Introduccién: El ronquido es un fendmeno muy prevalente que estd comunmente
asociado a la fisiopatologia del sindrome de la apnea hipopnea del suefio (SAHS). De
hecho, a partir de los estudios previos realizados en pacientes y en modelos celulares se

ha sugerido que el ronquido es un posible origen inflamatorio para la via aérea superior.

Objetivos: Determinar si el estimulo mecénico vibratorio asociado al ronquido induce

inflamacion en la via aérea superior en un modelo en rata /n vivo.

Material y métodos: Se utilizaron 24 ratas macho sanas de la cepa Sprague-Dawley

(250-300 g). La via aérea superior de 12 ratas se canul6 a nivel traqueal y se sometid a

vibracion (60 Hz; £ 10 cmH,0) durante 3 h con un patrén temporal consistente en 1 s
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de vibracién seguido de 3 s sin vibracién. Una segunda canulacion, dirigida hacia los
pulmones, permitié al animal respirar espontdneamente durante todo el experimento. En
un grupo placebo (n=12) los animales se instrumentaron del mismo modo con la unica
diferencia de que no se aplico vibracion a la via aérea superior. El efecto inflamatorio de
la vibracion se evalud a partir del incremento en la expresion génica de la citoquina
proinflamatoria factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la quemoquina proteina
inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-2) observado mediante PCR en tiempo real en el

tejido de paladar blando.

Resultados: Se observd un incremento significativo en la expresion de ambos
mediadores proinflamatorios tras la aplicacion de vibracion: TNF-a: 6.01 + 2.47 veces
(p = 0.005) y MIP-2: 2.38 = 0.54 veces (p = 0.021) respecto al grupo control (media +
SE).

Conclusién: La aplicacién durante 3 h de un estimulo mecéanico vibratorio con las
caracteristicas tipicas del ronquido es capaz de inducir un proceso local proinflamatorio

en la via aérea superior.
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3.2 Introduccion

El ronquido es un fenémeno generado por la vibracion de las estructuras blandas
que forman parte de la via aérea superior. Esta perturbacion respiratoria, que aparece
durante las horas del suefio, es muy prevalente en un rango de la poblacién que va desde
simples roncadores hasta pacientes que presentan el sindrome de la apnea/hipopnea del
suefio (SAHS). Estudios previos realizados en pacientes sugieren que el ronquido puede
actuar como agente lesivo para la via aérea superior capaz de inducir inflamacion,
pérdida de sensibilidad, neuropatia sensorial y disfuncion neuromuscular (Guilleminault
et al 2002, Boyd et al 2004, Dematteis et al 2005, Nguyen et al 2005). Estas alteraciones
inducidas por la vibracion en la via aérea superior podrian incrementar la severidad del
SAHS, reduciendo la capacidad de respuesta de la pared de la via aérea superior a la
presion negativa generada durante la inspiracion y llegando a resultar finalmente en
colapso (Guilleminault et al 2002, Nguyen et al 2005). De hecho, segin la
interpretacion del circulo vicioso del ronquido (Friberg 1999), éste podria tener un papel

fundamental en la primera etapa de la evolucion natural del SAHS.

A pesar de que el estimulo mecanico vibratorio durante el ronquido ha sido
propuesto como una de las posibles causas de lesién en la via aérea superior, los
mecanismos involucrados en el proceso inflamatorio inducido en el tejido sometido a
vibracién no son conocidos con exactitud. En un reciente estudio i vitro se ha
observado que la aplicacién de una vibracién con amplitud y frecuencia tipicas del
ronquido (Liistro et al 1991) puede activar la cascada proinflamatoria de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) en células epiteliales bronquiales (Puig et al
2005). Sin embargo, no existen modelos 7n vivo en los que se hayan estudiado los

efectos inflamatorios especificos de la vibracion en el tejido de la via aérea superior.

En este trabajo se ha implementado un modelo en rata que ha permitido aislar y
someter la via aérea superior de estos animales a un estimulo vibratorio con las
caracteristicas tipicas del ronquido en humanos. Para asegurar que el estimulo aplicado
en el presente estudio fuese de una magnitud razonable, evitando un dafio mecanico

excesivo, se cuantifico el posible edema inducido en el paladar blando de un primer
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grupo de ratas. Finalmente, para demostrar que la vibracidon induce inflamacidn, se
analiz6 la expresion génica de los marcadores inflamatorios MIP-2 y TNF-a en el

paladar blando mediante PCR en tiempo real.

3.3 Material y métodos

3.3.1 Sistema experimental

Este estudio, aprobado por el Comité Etico de Investigacion Animal de la
Universidad de Barcelona, se llevo a cabo en 24 ratas macho de la cepa Sprague Dawley
con un peso comprendido entre 250-300 g que fueron distribuidas en 2 grupos. El
modelo experimental disefiado para este trabajo permitid la aplicacion selectiva y
controlada de un estimulo vibratorio a la via aérea superior de 12 ratas durante 3 h. Los
animales, anestesiados intraperitonealmente con una mezcla de 85 mg/kg de ketamina y
10 mg/kg de xilacina, fueron sometidos a una doble intubacidn a nivel de la traquea que
permitio la separacion fisica de la via aérea inferior de la superior (Figura 3.1). Para
permitir la respiracién espontanea del animal, una primera canula (16 GA, Adsyte Pro™",
Beckton Dickinson, Madrid, Espafia) se insertd a nivel de la traquea inferior y fue
dirigida hacia los pulmones manteniendo su extremo permanentemente abierto.
Seguidamente, una segunda canula dirigida hacia la via aérea superior e insertada en la
traquea superior se utilizd para transmitir el estimulo mecénico que simuld un proceso

de ronquido tipico (Figura 3.1).

El estimulo vibratorio al que se sometio la via aérea superior fue generado por
un altavoz de 10 pulgadas sellado a una caja hermética de 2 litros. La presidon generada
por el altavoz fue controlada mediante un generador de funciones analdgico y un
amplificador. Este sistema permitié la aplicacion de un estimulo vibratorio de
caracteristicas similares al ronquido, con una frecuencia y amplitud de 60 Hz, £ 10
c¢cmH,0 y un patrén temporal de 1 s de vibracién seguido por 3 s sin vibracion. Ademas,
esta misma cénula dirigida hacia la via aérea superior se conectd a un dispositivo
convencional de presion continua positiva (CPAP) (BiPAP®, Respironics, Murrysville,

Penn). Este sistema de CPAP, mediante la aplicacién de 0.5 cmH,O de presion,
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Figura 3.1. Arriba: Canulacion y aplicacion del estimulo vibratorio al animal. La trdquea
inferior se canuld (a) para permitir la respiracién espontanea al animal. Mediante una
segunda canula se canuld la traquea superior (b) y se conect6 a un altavoz (c) para la
aplicacion de vibracion a la via aérea superior y a una fuente de presion de 0.5 cmH,0O (d)
para mantener la via aérea abierta. Abajo: Imagenes del proceso de canulacidon. Aislamiento
y preparacion de la traquea (izquierda) y traquea con la doble canulacion para la aplicacion
de vibracion a la via aérea superior (derecha).

genero un pequefio flujo de aire continuo suficiente para mantener la via aérea abierta,
facilitando la transmisidn del estimulo vibratorio originado por el altavoz. Este pequefio
flujo de aire fue previamente humidificado y calentado a 37 °C para mantener unas
condiciones fisioldgicas Optimas. La presion generada por el estimulo vibratorio y el
flujo aéreo por la unidad de CPAP se monitorizaron durante todo el experimento
mediante el uso de un transductor de presion y de un neumotacografo, ambos

conectados al tubo de entrada de la via aérea superior. Finalmente, para asegurar que los
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cambios observados fueron debidos exclusivamente al estimulo vibratorio aplicado, se
realiz6 un grupo placebo de 12 ratas sometidas al mismo procedimiento experimental

con la nica excepcidn de que no se les aplico vibracion (Figura 3.2).

A Generador de funciones analégico

Amplificador

— TTLLLLLLLL

Dispositivo

Altavoz
de CPAP

Bafio termostatado

= Transductor de presion Placebo  Vibracién
= Neumotacdgrafo

Figura 3.2. A: Esquema general del sistema experimental. B: La vibracién fue
generada por un altavoz (a) controlado mediante un generador de funcion analdgico y
un amplificador (b). Un dispositivo convencional de CPAP (c¢) permitio la aplicacion
de un pequefio flujo de aire humedecido y termostatado a 37 °C (d) favoreciendo la
transmision del estimulo vibratorio y evitando la resecacion de la via aérea durante las
3 horas del experimento.
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3.3.2 Extraccion de las muestras

Los animales se sacrificaron por exsanguinacion a través de la aorta abdominal
tras 3 horas de aplicacidn de vibracién o placebo. A continuacidn se separaron las partes
derecha e izquierda de la mandibula inferior mediante el corte de la sinfisis mandibular,
lo que proporciond acceso a la via aérea superior (Figura 3.3). Finalmente, se extrajeron
y almacenaron muestras de paladar blando a -80 °C para la posterior cuantificacion de

edema y el analisis de la expresion génica.

Figura 3.3 Extraccion de la muestra de paladar blando. El corte de la sinfisis mandibular
(A) permitio la separacion de la mandibula inferior izquierda y derecha (B) y la extraccion
de la via aérea superior (C). Finalmente se realizd el aislamiento y almacenaje del tejido
de paladar blando (D).
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3.3.3 Cuantificacion del edema en la via aérea superior

Una primera serie de 8 ratas fue sometida a vibracion y placebo para cuantificar
el edema presente en tejido de paladar blando mediante el calculo del peso fresco y del
peso seco de cada una de las muestras obtenidas. Para la obtencién del peso fresco, las
muestras se mantuvieron durante 4 min a temperatura ambiente. Una vez descongeladas,
se colocaron en tubos Eppendorf de 0,5 ml independientes y se tomaron sus pesos
mediante una balanza de alta precision. Para eliminar todo su contenido en agua y
obtener el peso seco, estos mismos tubos con sus correspondientes muestras se
mantuvieron en una estufa a 60 °C durante 48 h. Finalmente, el edema se cuantificod

mediante la relacién peso fresco/peso seco de cada una de las muestras de paladar

blando.

3.3.4 Expresion génica de los marcadores MIP-2 y TNF-a

En una segunda serie de 16 animales, el tejido del paladar blando fue disgregado
mediante un homogeneizador Polytron 2100 (Kinematica, Luzern, Swizerland) y se
aislo su contenido en RNA usando el sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied
Biosystems, Foster City, Calif). A continuacion se cuantificd la expresion génica de los
marcadores TNF-a y MIP-2 mediante PCR en tiempo real. La transcripcion reversa se
realizd con cebadores aleatorios proporcionados por el kit High Capacity cDNA
(Applied Biosystems). Se utilizaron la TagMan Universal PCR Master Mix y los
ensayos de expresion génica (Assays on Demand™, Applied Biosystems) de TNF-a y
MIP-2 de rata (Rn00562055 ml y Rn00586403 ml, respectivamente) para la
amplificacion de estos marcadores. La expresion génica del marcador GAPD
(Rn99999916 s1) se usd6 como control endogeno para la normalizacion de las
expresiones génicas de TNF-o y MIP-2. Las medidas se realizaron mediante el sistema
7300 RT-PCR (Applied Biosystems) en triplicado. Finalmente, para el calculo de la
expresién génica relativa entre ambos grupos se utilizo el método estandarizado 274
(Livak y Schmittgen 2001). (Ver Apéndice A para un mayor detalle del protocolo de

PCR en tiempo real y andlisis de los datos)
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3.3.5 Analisis estadistico

La comparacion entre ambos grupos (vibracion y placebo) se realizo mediante t-
student o el test de Mann-Whitney (para distribuciones normales o no normales,

respectivamente) asumiendo significacidon estadistica para p < 0.05.

3.4 Resultados

En la primera serie de animales no se observd desarrollo de edema en el tejido
del paladar blando (Figura 3.4). La razén entre el peso fresco y peso seco de las
muestras de paladar blando en los animales sometidos a vibracion (4.62 + 0.07, media +
SE) (n=4) fue similar a la que se obtuvo en los animales sometidos a placebo (4.58 +
0.17). De esta manera se garantizo que la magnitud del estimulo mecanico aplicado no

era excesiva para estos animales.
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Figura 3.4. Cuantificacion de edema en las muestras de paladar blando. No
se encontraron diferencias significativas en la relacion peso fresco/peso seco
entre el grupo sometido a vibracion y el grupo placebo (media = SE) (n=4).
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La aplicacidn durante 3 h de un estimulo vibratorio similar al ronquido indujo la
sobreexpresion de los marcadores inflamatorios investigados (TNF-a y MIP-2) en el
paladar blando (Figura 3.5). La expresion génica de la citoquina TNF-a se incrementd
significativamente (p = 0.005) desde 1.00 + 0.21, media = SE (rango: 0.31-2.14) en el
grupo control hasta 6.01 + 2.47 (rango: 0.97-20.27) en los animales sometidos a
vibracidn. La expresion de la quemoquina MIP-2 también se incrementd 2.38 + 0.54
veces (rango: 0.96-5.42) de manera significativa (p = 0.021) en el paladar blando
sometido al estimulo mecanico vibratorio respecto a la expresion observada en controles
(1.00 £ 0.07; rango: 0.71-1.32). Las expresiones génicas de TNF-a y MIP-2 en las ratas
sometidas a vibracion exhibieron un incremento paralelo (correlacion lineal: r* = 0.98)

(Figura 3.6).
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Figura 3.5. Expresion génica relativa de TNF-a y MIP-2 en el paladar blando de
animales sometidos a placebo y a vibracion (media + SE; n=8). * p<0.05; **
p<0.001.
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Figura 3.6. Correlacién de los valores obtenidos tras 3 h de vibracién en la
expresion génica relativa de MIP-2 y TNF-a en cada uno de los casos y
representacion de la regresion lineal.

3.5 Discusion

Los resultados obtenidos en este modelo /7 vivo demuestran que un estimulo
vibratorio similar al ronquido puede iniciar por si mismo una respuesta inflamatoria
local en la via aérea superior. Este estudio se enfoco especificamente en la expresion de
dos de los marcadores inflamatorios mas relevantes (TNF-a y MIP-2). La citoquina
TNF-a juega un papel central en la iniciacion del proceso inflamatorio temprano a
través de una cascada de respuestas (expresion de moléculas de adhesion, produccién de
otras moléculas inflamatorias y de especies reactivas de oxigeno) que contribuyen al
reclutamiento y activaciéon de células inflamatorias (Mukhopadhyay et al 2006). La

quemoquina murina MIP-2, que es equivalente a la interleuquina 8 humana, es una
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molécula clave en el proceso inflamatorio debido a su alto poder quimiotictico y
activador neutrofilico, promoviendo la infiltraciéon leucocitaria desde los capilares

sanguineos hacia el tejido dafiado y/o inflamado (Kobayashi 2006).

En el presente estudio se logréd implementar un modelo animal que, mediante la
separacion de la via aérea superior de la inferior a nivel de la trdquea, permiti6 estudiar
in vivo los efectos de la vibracion sobre la via aérea superior. Ademas, el disefio
experimental utilizado permitié aplicar de manera controlada y selectiva un estimulo
vibratorio similar al ronquido tipico humano a la via aérea superior de la rata. En un
estudio previo, Liistro et al. observaron que la frecuencia vibratoria durante el ronquido
puede variar entre los 30 Hz (ronquido bucal) y los 80 Hz (ronquido nasal) (Liistro et al
1991). Para nuestro estudio se selecciond una frecuencia de 60 Hz que se corresponde
con un valor intermedio de la vibracion tipica experimentada en roncadores. Dado que
la vibracion es debida a procesos repetidos de colapso y reapertura de las partes blandas
de la via aérea superior, se selecciond una amplitud de vibracién de + 10 cmH,O que es
una magnitud similar a la presion tipica de colapso de la via aérea superior en pacientes
con SAHS. El patron temporal de vibracion/no vibracion aplicado simul6 un proceso de
ronquido tipico inspiratorio (1 s de duracion con wuna frecuencia de 15
respiraciones/min). Una primera canulacion dirigida hacia los pulmones asegurd la
apertura de la via adrea inferior durante todo el experimento, lo que permitié la
ventilacion espontanea del animal y evito la propagacion del estimulo vibratorio hacia
los pulmones. En la segunda canulacion dirigida hacia la via aérea superior se aplico el
estimulo vibratorio acompafiado de una presion constante de 0.5 cmH,O, que facilité la
propagacion del estimulo a través de la via aérea superior mediante la generacion de un
pequefio flujo de aire. Segun los resultados obtenidos en la cuantificacién de edema, el
estimulo mecanico aplicado fue de una magnitud razonable. En efecto, el hecho de que
no se observaran cambios en la relacion peso fresco/peso seco entre ambos grupos

(vibracion y placebo) indica que la vibracién aplicada no ocasion6 lesion tisular.
El mecanismo que se utilizd para aislar la via aérea superior de los pulmones

habia sido previamente empleado en otros estudios para demostrar la respuesta motora

de la via aérea superior sometida a oscilaciones de presion en perros (Plowman et al
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1990) o sometida a presion negativa en ratas (Ryan et al 2003). Un modelo animal
alternativo de ronquido podria estar basado en la obstruccidon externa de la via aérea
como ha sido recientemente propuesto en un estudio llevado a cabo en conejos sobre la
transmision de la energia vibratoria (Amatoury et al 2006). Aunque el mecanismo
descrito por Amatoury et al. es minimamente invasivo y permite la aplicacion de
vibracion de una forma mas natural, este modelo tiene el inconveniente de no poder
controlar las caracteristicas del estimulo en el propio tejido debido a la alta variabilidad
inherente a este disefio experimental (Amatoury et al 2006). Ademads, otras posibles
fuentes de inflamacion como las derivadas de la obstruccion de la via aérea superior
(incremento en el esfuerzo de corte, aumento del estimulo ventilatorio o hipoxia)
podrian introducir variables de confusion. Aunque el estudio presentado en nuestro
trabajo es invasivo, el modelo experimental desarrollado permite aplicar un estimulo
vibratorio de manera mas controlada a la via aérea superior. Por otro lado, el uso de un
grupo placebo sometido al mismo procedimiento experimental sin la aplicacidon de
vibracidon asegurd que la sobreexpresion observada en los mediadores inflamatorios

estudiados (Figura 3.5) es debida exclusivamente al estimulo mecénico aplicado.

Seglin nuestro conocimiento, este es el primer estudio que consigue determinar
especificamente que la vibracion es causa directa de inflamacién en la via aérea superior.
De hecho, no es facil determinar cual es el papel exacto de la vibracion en el proceso
inflamatorio inducido en la via aérea superior debido a la compleja naturaleza y la
simplicidad de estudios previos basados sobre pacientes (Guilleminault et al 2002, Boyd
et al 2004, Dematteis et al 2005, Nguyen et al 2005) y sobre modelos celulares (Puig et
al 2005), respectivamente. Por un lado, el estudio de las vias de mecanotransduccion,
que disparan un proceso inflamatorio en la via aérea superior, es muy dificil y complejo
de realizar a partir de los datos obtenidos en estudios clinicos, dada la concurrencia de
otros estimulos potencialmente proinflamatorios como pueden ser una mayor resistencia
de la via aérea superior, hipoxia recurrente, disrupcion en el suefio u obesidad. Por otro
lado, los resultados obtenidos a partir de estudios basados en modelos celulares estan
sujetos a unas condiciones fisiologicas que difieren claramente de las experimentadas en
la via aérea superior in situ. La informacion obtenida en el presente estudio animal

confirma la hipdtesis derivada de los resultados ya obtenidos sobre pacientes
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(Guilleminault et al 2002, Boyd et al 2004, Dematteis et al 2005, Nguyen et al 2005) y
sobre células (Puig et al 2005) que sugieren que la vibracion en la via aérea superior es
capaz de iniciar un proceso inflamatorio local. Ademas, el modelo empleado en el
presente trabajo podria ser util posteriormente para estudiar con mayor profundidad
como es el progreso del proceso inflamatorio iniciado por la vibracion, tanto a nivel
sistémico como a nivel de expresion de moléculas de adhesion, edema o infiltracion
neutrofilica en los diferentes tejidos que forman parte de la via aérea superior. Por otro
lado, este modelo también podria usarse para modificar las variables del estimulo
vibratorio (patrén temporal, frecuencia y amplitud del estimulo) o para superponer otros
estimulos tales como hipoxia recurrente, pretratamiento inflamatorio a nivel local o
sistémico y para la aplicacion de diferentes drogas que actiien sobre diferentes pasos de
la cascada inflamatoria. Finalmente, mediante la realizacién de una traqueotomia
permanente se podria permitir la aplicacion de un estimulo vibratorio en un modelo
crénico para determinar si el dafio ocasionado a la via aérea superior es capaz de
producir dafio neuromuscular (Guilleminault et al 2002, Boyd et al 2004, Dematteis et
al 2005, Nguyen et al 2005) o disfuncién endotelial, promoviendo el desarrollo y

evolucion de la enfermedad del SAHS a largo plazo (Friberg 1999).
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La presion intratraqueal negativa
induce inflamacion en la via aérea
superior en la apnea obstructiva

4.1 Resumen

Introduccién: La via aérea superior de pacientes con apnea obstructiva del suefio esta
sometida a fendmenos repetidos de presion negativa, colapso y reapertura. Aunque no
existe evidencia directa, se ha propuesto que este estrés mecanico podria explicar la

inflamacion observada en la via aérea superior de los pacientes con esta enfermedad.

Objetivos: Desarrollar un modelo en rata que permita la aplicacioén intratraqueal de
presion negativa intermitente capaz de inducir el colapso y reapertura de la via aérea
superior. Determinar si el estimulo mecanico induce inflamacién local en la via aérea

superior.

Material y métodos: La via aérea superior de 14 ratas fue sometida a un patrén temporal

de 1 s de presion negativa inspiratoria (-40 cmH,0) seguida de 2 s de presion positiva
espiratoria (5 cmH,0) durante 5 h. En un grupo control de 14 ratas, los animales fueron
instrumentados similarmente pero no se aplicoé estimulo mecanico. Para demostrar que
el estimulo mecanico aplicado induce inflamacion en la via aérea superior, se cuantificd

la expresidn génica de los marcadores inflamatorios MIP-2, TNF-a, IL-1p y P-selectina

47



Capitulo 4

en el tejido de paladar blando y laringe mediante PCR en tiempo real en un total de 16
ratas sometidas a estimulo (n=8) o control (n=8). Por otro lado, en una segunda serie de
12 animales (6 con estimulo y 6 control) se realizaron cortes histoldgicos de la via aérea
superior para estudiar si el estimulo aplicado es capaz de provocar extravasacion

leucocitaria a las 5 h.

Resultados: El modelo desarrollado consiguié simular el estimulo de colapso y
reapertura que ocurre en la via aérea superior de pacientes con apnea obstructiva del
suefio. Después de 5 h de aplicacion de presion negativa intratraqueal intermitente, el
tejido de la laringe presentd un notable incremento de la expresion génica de los
marcadores MIP-2, TNF-a, IL-1B y P-selectina (~ 40, 24, 47 y 7 veces, respectivamente)
respecto al grupo control. Incrementos similares se observaron en la expresion génica

del tejido de paladar blando.

Conclusién: La aplicacién de una presion negativa intermitente junto al estimulo
inducido de colapso y reapertura sobre la via aérea superior con caracteristicas similares
a las experimentadas en la apnea obstructiva del suefio fue capaz de iniciar un notable
proceso inflamatorio. Estos resultados podrian explicar la inflamacion observada en la

via aérea superior de los pacientes con apnea obstructiva del suefio.
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4.2 Introduccion

El sindrome de apnea hipopnea del suefio (SAHS) es una afeccidon muy
prevalente que estd caracterizada por el colapso repetitivo de la via aérea superior
durante el suefio (Patil et al 2007a). Para mantener una ventilacién adecuada durante los
eventos en que la via aérea superior inicia una obstruccion inspiratoria, los pacientes
con SAHS deben incrementar la magnitud de presion alveolar negativa generada por la
musculatura inspiratoria a valores superiores a los normales. Por tanto, durante la
inspiraciéon el conjunto de la via aérea de estos pacientes, desde el pulmon hasta la
region donde sucede el colapso, estd sometida a valores de presion inspiratoria mas
negativos que en individuos con resistencia respiratoria normal (Krieger et al 1997). Los
elevados valores negativos de presion inspiratoria en una via aérea superior con mayor
colapsabilidad incrementan, a su vez, el colapso y conducen a una obstruccion total de
la via aérea superior que se manifiesta por la ausencia de flujo inspiratorio (apnea
obstructiva) (Farré et al 2003b). La apnea obstructiva durante el suefio se resuelve
mediante la activacion de la musculatura dilatadora de la via aérea superior asociada a
un despertar transitorio del paciente al final del evento apneico (Patil et al 2007a). En
consecuencia, la via aérea superior de los pacientes con SAHS estd sometida a un estrés
mecanico recurrente consistente en la secuencia: presioén intraluminal negativa de

magnitud decreciente, colapso y reapertura.

Diversos autores han sugerido que el estrés mecéanico asociado a estos eventos
repetitivos pueden inducir las lesiones caracteristicas de la via superior de pacientes con
SAHS: inflamacién, edema en la ldmina propia de mucosa, paladar blando y musculo
(Woodson et al 1991, Sekosan et al 1996, Anastassov y Triegger 1998, Boyd et al 2004,
Devouassoux et al 2007), y disfuncion sensorial a estimulos externos como temperatura
(Larsson et al 1992), presion (Nguyen et al 2005) y vibracion (Kimoff et al 2001). Sin
embargo, mas alld de estas observaciones documentadas en la via aérea superior de
pacientes con SAHS, en los que coexisten diversos estimulos proinflamatorios (hipoxia
intermitente, sindrome metabolico, obesidad, etc), no hay evidencias directas

disponibles de que el estrés mecdnico de presion negativa, colapso y reapertura
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experimentado por la via aérea superior durante el SAHS sea una causa per se de

inflamacidn local.

Conocer con detalle cuales son los mecanismos que contribuyen a la lesion de la
via aérea superior es fundamental considerando que se ha comprobado que la
inflamacién de las estructuras blandas de la faringe puede provocar directamente una
reduccion en su lumen por engrosamiento de la pared faringea (Ryan y Bradley 2005).
Esta inflamacion puede desencadenar una disfunciéon neuromuscular que reduciria el
tono dilatador (Boyd et al 2004), con la consecuente reduccion de la respuesta a la
presion negativa inspiratoria, agravando la enfermedad. Por tanto, el objetivo de este
trabajo ha sido analizar en un modelo en rata si un estimulo mecanico consistente en
eventos repetitivos de presion intraluminal negativa, colapso y reapertura similares a los
experimentados por los pacientes con SAHS es capaz de iniciar una cascada

inflamatoria en el tejido de la via aérea superior.

4.3 Material y métodos

4.3.1 Animales

El presente estudio, aprobado por el Comité Etico para la Experimentacién
Animal de la Universidad de Barcelona, se llevd a cabo en 28 ratas macho (250-300 g)

de la cepa Sprague-Dawley que fueron anestesiadas mediante uretano (1 g/Kg) al 10%.

4.3.2 Sistema experimental

En este trabajo se desarrolld6 un dispositivo experimental que permitié la
aplicacion de un estimulo de presion negativa capaz de provocar el colapso en la via
adrea superior, y mediante un posterior flujo de aire espiratorio, se consiguio inducir su
reapertura. Mediante una traqueotomia con doble intubacion se consiguio aislar la via

adrea superior, lo que facilito la aplicacion selectiva del estimulo mecénico a ésta.
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Figura 4.1. Preparacién del animal. Mientras que una canula dirigida hacia los pulmones
permitio la respiracion espontdnea del animal, una segunda céanula aplicd el estimulo
mecanico a la via aérea superior. Una mascarilla nasal fijada a los orificios nasales del
animal permitié estimar la presion critica o presion a la que se induce el colapso de la via
adrea.

En este modelo se permitid la respiracion espontanea del animal a partir de una canula
insertada a nivel de la traquea inferior y dirigida hacia los pulmones. Una segunda
canula, esta vez insertada a nivel de la trdquea superior y dirigida hacia la via aérea
superior, permiti6 la aplicacion intratraqueal del estimulo de presion negativa con

colapso/reapertura (Figura 4.1).

La via aérea superior de 14 ratas se someti6 durante 5 h a un patrén temporal de
1 s de presidon negativa inspiratoria decreciente, seguida de 2 s de presidn positiva
espiratoria que simul6 el proceso caracteristico del SAHS de inspiraciones recurrentes
con una via aérea de resistencia incrementada. Para la aplicacion de presion negativa, la
canula dirigida hacia la via aérea superior se conectd a una bomba de vacio que genero
en la via aérea superior una presion inspiratoria de -40 cmH,O mediante cierre de una
electrovalvula colocada en una mascarilla nasal, lo que provoco su colapso (Figura
4.2A). Seguidamente, se promovid la reapertura de la via aérea superior mediante la
aplicacion de una pequefia presion positiva de 5 cmH»O, suficiente para generar un
pequefio flujo de aire gracias a la apertura sincronizada de la electrovalvula posicionada

en el tubo de salida de la mascarilla nasal (Figura 4.2B). El aire aplicado durante la
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Figura 4.2. Estimulo de cierre y reapertura inducido en la via aérea superior mediante
presion negativa intermitente. La aplicaciéon intratraqueal de una presion negativa
inspiratoria de -40 cmH,O (linea roja) indujo la oclusion de la via aérea superior (A),
mientras que con la aplicacion de una pequefia presion positiva espiratoria de 5 cmH,0
(linea azul) se promovio su reapertura (B). Tanto la presion aplicada como la presion en la
mascarilla nasal, se monitorizaron mediante transductores de presion colocados a la entrada
de la via aérea superior y en el tubo de salida de la mascarilla nasal, respectivamente.

[ ] Transductor de presion
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presidn espiratoria fue previamente humidificado y temperado a 37 °C. Ademas, se
monitorizé tanto la presion aplicada sobre la via aérea superior como la presion en la
mascarilla nasal mediante transductores de presion piezoresistivos (Microwitch
176PC28HD2, Honeywell £70hPa; Scarborough, Ontario, Canada). Para calcular la
presion critica o presion negativa en la que se induce el colapso de la via aérea superior,
se calculd el valor medio de la presion en la mascarilla nasal durante la aplicacion de
presion negativa inspiratoria en 6 animales tanto al inicio como al final del experimento.
Un grupo control 14 ratas fueron instrumentadas de manera similar con la tunica

excepcion de que los animales no fueron sometidos al estimulo mecénico.

4.3.3 Extraccion de muestras

En una primera serie de 16 ratas, tras 5 h de aplicacion de estimulo mecéanico de
presion negativa con colapso/reapertura (n=8) o control (n=8), los animales fueron
sacrificados por exsanguinacién a través de la aorta abdominal, lo que facilito la
extraccion de muestras de tejido de paladar blando y laringe para su posterior analisis
con PCR en tiempo real (Figura 4.3). Las muestras se congelaron y almacenaron

inmediatamente a -80 °C.

Figura 4.3. Esquema anatomico de la via aérea superior de rata. Los tejidos utilizados para el
analisis de la expresion génica fueron la laringe (circulo amarillo) y el paladar blando (elipse
roja). Para el estudio en la presencia de edema e infiltracion leucocitaria se realizaron cortes
histolégicos a nivel de la hipofaringe (regién verde) (modificado de P.Popesko. “A colour
atlas of anatomy of small laboratory animals”. Ed. Wolfe 1992).
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Por otro lado, en una segunda serie de 12 ratas (6 sometidas a estimulo y 6
controles), los animales fueron sacrificados por sobredosis de anestesia facilitando la
extraccion completa e intacta de la via aérea superior (no exsanguinada) (Figura 4.3).
Las muestras se embebieron inmediatamente en OCT (Optimal Cutting Temperature

compound) y se almacenaron a -80 °C para su posterior andlisis histopatologico.

El procedimiento quirdrgico de apertura de la via aérea superior para la
extraccion de las muestras utilizado tanto para el analisis de la expresién génica como
para el estudio histopatoldgico, se realizd6 mediante el mismo protocolo previamente

descrito en el apartado 3.3.2.

4.3.4 Cuantificacion de la expresion génica.

Los tejidos de paladar blando y de laringe se descongelaron y disgregaron
mediante un homogeneizador (Polytron 2100, Kinematica, Luzern, Swizerland). Su
contenido de RNA se aislo mediante el sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A continuacion mediante transcripcion reversa se paso el
RNA a cDNA con la utilizaciéon de cebadores aleatorios proporcionados en el kit High
Capacity cDNA (Applied Biosystems). La amplificaciéon del cDNA se realizd en
triplicado mediante PCR en tiempo real (7300 RT-PCR, Applied Biosystems). Para ello
se utilizaron los ensayos de expresion génica (Assays on Demand™, Applied
Biosystems) especificos para rata de los marcadores inflamatorios proteina inflamatoria
de macréfagos-2 (MIP-2), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleuquina 1p (IL-
1B) y P-selectina (Rn00586403 ml, Rn00562055 ml, Rn00580432 ml vy
Rn00565416_ml, respectivamente) junto a los reactivos necesarios para la
polimerizacioén del cDNA incluidos en la TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Ademas se utilizé el marcador GAPD (Rn99999916 s1) como marcador
enddgeno de referencia. Finalmente se cuantificd la expresion génica relativa mediante
el sistema comparativo convencional 2" (Livak y Schmittgen 2001). (Ver Apéndice

A para un mayor detalle del protocolo de PCR en tiempo real y andlisis de los datos)
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4.3.5 Analisis histopatologico.

La muestra de via aérea superior previamente embebida en OCT y congelada se
utilizo para la realizacion de cortes histologicos de la via aérea superior. Primeramente
se realizaron secciones seriadas del material congelado. Los anillos consecutivos
obtenidos se fijaron en formaldehido al 4% por un tiempo medio de 48 horas. Se
realizaron secciones macroscopicas adaptadas a los recipientes utilizados para el
proceso de inclusion en parafina. La inclusion de parafina utilizé un sistema automatico
en el que el tejido pasd por alcoholes de concentracidon progresivamente superior.
Posteriormente el material se pas6é a xileno y a parafina liquida, a una temperatura
media de 62 °C. El tiempo total del citado proceso automatico fue de 18 horas. Se
realizaron bloques de parafina, uno por cada anillo seccionado. Los bloques de parafina
se seccionaron a 5 micras, tifiéndose dicha seccién mediante el procedimiento rutinario
de Hematoxilina/Eosina (Figura 4.4). Las secciones tefiidas se cubrieron con un cristal
fino al efecto, utilizando un pegamento transparente (DPX), que hace que la preparacion

sea definitiva, sin requerir ulteriores tratamientos.

Figura 4.4. Tincion eosina-hematoxilina de un corte histologico de la
hipofaringe. LVA, lumen de la via aérea superior; E, Edema; Ca, Cartilago;
Co, Tejido conectivo; M, Musculo.
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En un primer analisis se definieron 5 niveles de edema y presencia de células
inflamatorias. A partir de las muestras obtenidas, dos observadores (modo ciego)

determinaron individualmente los valores de cada una de ellas.

4.3.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en el presente estudio se representan como media +
error estandar, y el andlisis estadistico utilizado para la comparacion entre grupos fue el
t-student o el test de Mann-Whitney (para distribuciones normales o no normales,

respectivamente) asumiendo significacion estadistica para p < 0.05.

4.4 Resultados

La aplicacién de una presidon negativa intratraqueal de -40 cmH,0, resultd en el
colapso de la via aérea superior cuya presion critica estimada fue de -19.43+1.58 (m+£SE)
cmH,O (Figura 4.5). No se encontraron cambios significativos respecto a la presion

critica observada a las 5 h de experimento (-15.74+2.31).

20
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Figura 4.5. Estimacion de la presion critica para la cual la via aérea superior se colapsa.
En el grafico se puede observar como la presioén aplicada (linea roja) coincide con la
presion en la mascarilla nasal (linea verde) hasta que la presion aplicada provoca la
oclusion de la via aérea. A partir de este momento la aplicacion de una mayor presion
negativa en la traquea no modifica la presion nasal.
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La aplicacion recurrente de este estimulo mecanico durante 5 h fue capaz de
inducir un aumento considerable en la expresion génica de los marcadores inflamatorios
estudiados. En las muestras de laringe se observd un incremento importante en la
expresion de los marcadores inflamatorios MIP-2, TNF-a, IL-1P y P-selectina de ~40,
24, 47 y 7 veces respectivamente, respecto al grupo control (Figura 4.6). Resultados
similares se encontraron en el tejido de paladar blando, donde se observo un incremento
de ~14, 7, 35 y 11 veces la expresion génica de MIP-2, TNF-a, IL-1p y P-selectina,

respectivamente, respecto al grupo control (Figura 4.7).

El proceso inflamatorio iniciado a nivel de expresion génica en los diferentes
mediadores inflamatorios no se manifesté a las 5 h en un incremento de edema ni de

infiltracion leucocitaria en la via aérea superior (datos no mostrados).
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Figura 4.6. Expresion génica relativa de los marcadores inflamatorios estudiados en la
laringe (m+SE). PN=Presion Negativa.
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Figura 4.7. Expresion génica relativa de los marcadores inflamatorios estudiados en el
paladar blando (m*=SE). PN=Presion Negativa.

4.5 Discusion

En el presente estudio se ha demostrado que un estrés mecéanico de presion
negativa con colapso/reapertura similar al experimentado por la via aérea superior
durante la apnea obstructiva del suefio es capaz de iniciar una notable respuesta
inflamatoria local en la via aérea superior, puesta de manifiesto por una temprana

sobreexpresion génica de los mediadores inflamatorios estudiados.
La pared de la via aérea superior fue sometida a un estrés mecanico recurrente

que consistio en la aplicacion de una presidon negativa similar a la que se genera durante

la fase inspiratoria de los pacientes con SAHS. En primer lugar, el estimulo aplicado
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ocasiono el colapso de la via aérea superior y a continuacidon, mediante la aplicacion de
una pequefia presion positiva espiratoria, se indujo nuevamente su reapertura. Para ello
se disefi6 un modelo que permitié aplicar intratraquealmente una presion negativa
intermitente de manera selectiva a la via aérea superior. Modelos similares de
aislamiento de la via aérea superior han sido descritos en trabajos previos cuya finalidad
fue el estudio de la respuesta motora de la via aérea superior a cambios de presion
intraluminal (Rowley et al 1997, Fuller et al 1999, Ryan et al 2003, Van Zutphen et al
2007). No obstante, en estos estudios no se analizd la respuesta inflamatoria. En los
trabajos de Rowley et al y Fuller et al. se mantuvo la via aérea del animal
permanentemente abierta y mediante la aplicacion de diferentes presiones negativas se
consiguié una reduccion progresiva del flujo inspiratorio (limitacion de flujo) sin
alcanzar el colapso (Rowley et al 1997, Fuller et al 1999). Van Zutphen et al con un
modelo muy similar al descrito por los autores mencionados anteriormente estudiaron
mediante imagenes de resonancia magnética los cambios de volumen intraluminal en
respuesta a presiones negativas y positivas que tampoco alcanzaron a provocar el
colapso. Ademas, el uso de estd técnica requiri6 la aplicaciéon continua de presion
positiva o negativa durante un periodo de tiempo prolongado para la adquisicion de la
imagen (Van Zutphen et al 2007). Ryan et al utilizaron un modelo que aplico presion
positiva o negativa de una forma que no simul¢ la dindmica en pacientes con SAHS ya
que la presidon negativa se aplicd simultdneamente a ambos extremos de la via aérea
superior (trdquea y nariz) (Ryan et al 2003). El modelo utilizado en el presente estudio
se disefido para poder aplicar un estimulo mecdnico de presion negativa progresivo
conducente al colapso y posterior reapertura de forma similar al experimentado por
pacientes con SAHS. En efecto, a diferencia de los modelos mencionados, en los que la
presidn negativa se aplicaba de forma quasi-estatica, en el presente trabajo la secuencia
de eventos mecdnicos se indujeron con un patrén temporal de inspiracion/espiracion que
simulé la respiracion. Dado el cardcter dindmico del modelo se utilizd aire en
condiciones fisiologicas de temperatura y humedad para evitar la posible resecacion del

tejido de la pared aérea durante las 5 h de estimulo.

La presion negativa aplicada en este trabajo, al contrario que en los modelos

disponibles en los estudios previamente mencionados, logrd el colapso total de la via
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adrea gracias al acoplamiento de una mascarilla nasal en el animal. Este colapso se
facilité mediante el cierre sincronizado de una electrovalvula colocada en el tubo de
salida de la mascarilla nasal (Figura 4.2). El colapso se monitoriz6 mediante un
transductor de presion acoplado a la mascarilla nasal que permitio cuantificar la presion
critica real de la via aérea superior, siendo determinada como la presion remanente en la
mascarilla nasal cuando la presidn aplicada intratraquealmente era de mayor magnitud y
por consiguiente, representando aquella presion a la cual se produce el colapso (Figura
4.5). Este modelo, por tanto, tiene una clara ventaja sobre los modelos presentados
anteriormente en los que la presidn critica se estim¢ indirectamente por la extrapolacion
de la reduccién del volumen intraluminal (Van Zutphen et al 2007) o del fluyjo
inspiratorio utilizando el modelo de Starling (Rowley et al 1997, Fuller et al 1999) en
respuesta a diferentes presiones negativas. Ademas, en el presente trabajo se evitd
cualquier interferencia que se pudiera ocasionar mediante la insercion de catéteres de
transductores en la via aérea superior para la estimacion de la presion critica de colapso.
El valor real obtenido de la presion critica de la via aérea superior (-19.43 cmH,0) fue
aproximado al estimado por los modelos previamente descritos (Rowley et al 1997,
Fuller et al 1999, Ryan et al 2003, Van Zutphen et al 2007). La presion negativa
intermitente aplicada de -40 cmH,O fue de una magnitud similar a la observada en
pacientes con SAHS durante los eventos obstructivos (Calero et al 2006). De hecho, la
magnitud del estimulo fue lo suficientemente pequefia como para no causar efectos
estructurales ni funcionales aparentes en la via aérea superior, como sugieren la
ausencia de diferencias histoldgicas entre las ratas sometidas al estimulo y las controles
y la ausencia de cambio de la presion critica entre el inicio y el final de las 5 h de

estimulo aplicado.

Recientemente, se ha descrito que diferentes tipos de estrés mecéanico asociado
al SAHS pueden inducir inflamacion temprana en tejidos de la via aérea superior. Por
una parte, la aplicacion de una vibracion con caracteristicas similares al ronquido indujo
el inicio de una cascada pro-inflamatoria tanto en células epiteliales de la via aérea
(Puig et al 2005) como en el paladar blando de rata (Almendros et al 2007, Capitulo 3).
Por otra parte, también se ha demostrado que el estimulo de compresioén asociado a la

aplicacion de CPAP promueve un proceso inflamatorio en la mucosa nasal de ratas
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(Capitulo 5). Sin embargo, hasta el momento no existian evidencias que pusiesen de
manifiesto que el estimulo de presidn negativa con colapso/reapertura sea una causa
especifica de inflamacion de la via aérea superior. De hecho, los Uinicos antecedentes
indirectos disponibles hacen referencia al tejido pulmonar y bronquial. En particular,
estudios realizados en modelos animales de ventilacion mecéanica (Cheng et al 2002) y
en cultivos de células epiteliales alveolares (Bilek et al 2003) mostraron que el estimulo
de colapso/reapertura es capaz de inducir inflamacion y dafio celular, respectivamente.
Ademas, existen también indicios indirectos de que la presion negativa en el lumen
bronquial podria ser un estimulo inflamatorio. En efecto, en un estudio reciente
realizado en pacientes con SAHS se demostrd que existe una correlacion directa entre la
concentracion de interleuquina-8 en esputo y el indice de apnea/hipopnea (AHI)
(Devouassoux et al 2007). La inflamacion bronquial observada en estos pacientes podria
deberse, en parte, a las presiones negativas incrementadas que se ejercen sobre el arbol
bronquial durante las inspiraciones recurrentes con una via adrea de resistencia

incrementada.

En el presente trabajo se ha confirmado la hipdtesis de que el estrés mecéanico
ejercido por la presion negativa con colapso/reapertura también puede inducir una
cascada pro-inflamatoria en la via aérea superior. En concreto, tanto en la laringe como
en el paladar blando se ha observado una notable sobreexpresion génica de marcadores
(MIP-2, TNF-a, IL-1pB y P-selectina) que juegan un importante papel en las etapas
tempranas de la cascada inflamatoria (Figuras 4.6 y 4.7). La citoquina TNF-a promueve
disfuncién endotelial (Gao et al 2007) y regula la expresion de especies reactivas de
oxigeno y moléculas de adhesion (Mukhopadhyay et al 2006), mientras que la citoquina
IL-1B puede inducir la expresion de otras moléculas inflamatorias como el factor
quimiotactico MIP-2 que favorece el reclutamiento leucocitario (Xu et al 1995).
Ademas, se estudio la expresion génica de la molécula de adhesion P-selectina, que se
expresa en el endotelio y juega un papel primordial en la extravasacion leucocitaria a
través de la barrera endotelial (Luscinskas et al 1995). Dada la alta complejidad y
redundancia de las rutas de expresion de los mediadores inflamatorios, se debe tener
cautela al interpretar los cambios de expresion génica individuales de cada marcador

(Elias et al 1990). Sin embargo, la importante sobreexpresion experimentada por todos
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los marcadores analizados (Figuras 4.6 y 4.7) demuestra claramente que el estimulo

aplicado induce un proceso inflamatorio local temprano.

La inflamaciéon de la via adrea superior como consecuencia del estimulo
mecanico aplicado podria derivar tanto en un engrosamiento de la pared faringea como
en miopatia y neuropatia locales. En efecto, existen estudios en los que se ha
demostrado que la presencia de citoquinas como TNF-a (Shindow et al 1995, Reid et al
2002) e IL-1B (Salomonsson y Lundberg 2006) provocan debilidad y disfuncion
contrictil de las fibras musculares. Ademds, TNF-a podria provocar una pérdida de
sensibilizacion de la via aérea superior ya que se ha descrito que induce neuropatia
(Créange et al 1998, Spies et al 1995) y neurotoxicidad (Nguyen et al 2007). En
conclusion, el presente trabajo muestra que el estrés mecéanico recurrente asociado a la
presidn negativa con colapso/reapertura puede jugar un papel importante en la
evolucion del SAHS ya que induce una inflamacién local que puede ser causa de las

lesiones estructurales y funcionales que padece la via aérea superior en estos pacientes.
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La aplicacion de presion continua
positiva a la via aérea superior (CPAP)
induce inflamacion nasal

Este capitulo se corresponde con el siguiente articulo:

Almendros I, Acerbi I, Vilaseca I, Montserrat JM, Navajas D, Farré
R. “Continuous positive airway pressure (CPAP) induces early nasal
inflammation’. SLEEP. Articulo en prensa.

Factor de impacto; 5.126

Revista n® 12/146

5.1 Resumen

Introduccidén: La rinitis es el efecto secundario que se manifiesta mas frecuentemente
en el tratamiento clinico de la apnea obstructiva del suefio mediante la aplicacion nasal
de presidon continua positiva (CPAP). Sin embargo, aun se desconoce si el propio
estimulo mecanico puede ser un factor esencial en el desarrollo de los sintomas

riniticos.

Objetivos: Demostrar si la aplicacion no invasiva de CPAP nasal es un estimulo

mecanico suficiente para inducir una respuesta inflamatoria local.
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Material y métodos: 32 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (250-300 g)

anestesiadas y distribuidas en 4 grupos fueron sometidas a CPAP nasal (10 cmH,0) y
placebo durante 3 h y 5 h. Para demostrar que la compresion asociada a la CPAP induce
una respuesta inflamatoria local, se efectud raspado nasal y se calcul6 el porcentaje de
neutrofilos presentes en la mucosa. Ademas, se extrajeron muestras de tabique nasal y
cornete ventral para el posterior estudio mediante PCR en tiempo real de las expresiones
génicas de los mediadores inflamatorios proteina inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-2)
y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y de otras moléculas que pueden incrementar la
sensibilidad de la mucosa nasal a estimulos externos, como la neurotrofina factor de

crecimiento nervioso (NGF) y el receptor especifico de la sustancia P (TACR1).

Resultados: Tras la aplicacion de CPAP nasal durante 5 h se observd un incremento
significativo (p=0.006) en el porcentaje de neutrofilos presente en la mucosa nasal (3.51
+ 0.73%; media = SE) respecto al grupo placebo (1.12 = 0.39%). Por otro lado, la
expresion génica de la quemoquina MIP-2 se incrementd (2.28 + 0.43 veces; p=0.034)
tras 3h de aplicacion de CPAP nasal respecto al grupo placebo y (5.56 + 1.88 veces;
p=0.002) tras Sh. Ademas, también se observd un incremento en la expresion génica de
TNF-a a las 5 h de estimulo aunque de forma no significativa. En cambio, no se
encontraron cambios significativos en las expresiones génicas de la neurotrofina NGF ni

del receptor TACRI.

Conclusiones: La compresion asociada a la CPAP nasal es un estimulo mecanico capaz
de inducir un proceso inflamatorio en la via aérea superior que resulta en la
extravasacion neutrofilica en la mucosa nasal. La inflamacién generada tras la
aplicacion de CPAP nasal podria explicar la aparicidén y/o agravamiento de los sintomas

riniticos observados en los pacientes tratados con esta técnica terapéutica.
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5.2 Introduccion

El sindrome de la apnea/hipopnea del suefio (SAHS) es una enfermedad muy
comun caracterizada por la oclusion repetida de forma total o parcial de la via aérea
superior. Este hecho generalmente esta relacionado con una pérdida progresiva en la
respuesta de la via aérea superior a las fuerzas negativas generadas durante la
inspiracidn. La aplicacidon nocturna de presion continua positiva (CPAP) a través de una
mascara nasal es el tratamiento mas extendido para evitar la obstruccion de la via aérea
superior y, por tanto, para prevenir sus consecuencias a largo plazo (Sullivan et al 1981).
El funcionamiento de la CPAP nasal consiste basicamente en la aplicacion de presion
positiva en el lumen de la via aérea superior de los pacientes con SAHS, consiguiendo
contrarrestar la anormal colapsabilidad de la via aérea superior y por tanto,
promoviendo su apertura mecanica. A pesar de que este tratamiento es extremadamente
efectivo para la normalizacién de la respiracion durante las horas del suefio, en un alto
numero de estos pacientes se han observado sintomas riniticos como congestion nasal y
rinorrea asociados a esta técnica terapéutica (Pepin et al 1995, Brander et al 1999). En
consecuencia, un alto porcentaje de los pacientes con apnea obstructiva del suefio no

pueden beneficiarse de este tratamiento (Janson et al 2000).

La pared nasal se encuentra sometida a un estimulo continuo de compresion
durante el tratamiento con CPAP nasal. En estudios previos se ha demostrado que este
estimulo mecénico es suficiente para iniciar una serie de respuestas bioldgicas en
diferentes tipos celulares y tisulares (Kobayashi et al 2005, Dudic et al 2006, Kasahara
et al 2006, Tan et al 2006) e incluso, en la propia via aérea (Lim y Wagner 2003,
Tshumperlin y Drazen 2006). Recientemente se ha llegado a asociar la aplicacion de
CPAP nasal con un incremento en la sensibilizacion de los pacientes con apnea
obstructiva del suefio (Devouassoux et al 2007), lo que ha proporcionado un mayor
apoyo a la hipotesis de que la compresion mecanica puede inducir una respuesta
inflamatoria local en la pared nasal. Por consiguiente, los datos disponibles a partir de
células y tejidos no nasales sugieren que esta terapia podria ser un estimulo mecanico

suficiente para desencadenar un proceso inflamatorio que podria explicar la aparicion o
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agravamiento de los sintomas riniticos que se manifiestan en los pacientes con apnea

obstructiva del sueiio tras el tratamiento.

El objetivo de este trabajo fue el estudio de los posibles efectos inflamatorios
inducidos en la pared nasal asociados al tratamiento de CPAP. Para la realizacion del
presente estudio se disefid un novedoso sistema experimental que permitio la aplicacion
no invasiva y controlada de CPAP nasal y placebo a la via aérea superior de ratas. La
respuesta inflamatoria inducida por la CPAP nasal se detectd in situ observando la
extravasacion neutrofilica en la mucosa nasal. Por otro lado, mediante el analisis en la
expresion génica de diferentes mediadores en el tejido de la pared nasal se investigaron
los posibles mecanismos involucrados en la aparicion o agravamiento de los sintomas
riniticos tras el tratamiento. En este estudio, ademas de estudiar los tipicos marcadores
inflamatorios como la proteina inflamatoria de macrofagos-2 (MIP-2) y el factor de
necrosis tumoral-o (TNF-a), se cuantificaron las expresiones génicas de otros
marcadores como el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el receptor especifico de la
sustancia P (TACR1). Un incremento en la presencia de NGF y TACRI1 en el tejido
nasal puede provocar una mayor sensibilizacion y respuesta a nivel del sistema nervioso
a un estimulo externo, ya sea de naturaleza inflamatoria o mecanica (Bai et al 1995,
Sarin et al 2006). Los resultados obtenidos mostraron claramente que la compresion
asociada al tratamiento mediante CPAP nasal fue capaz de inducir un progresivo
proceso inflamatorio local que a las 5 h llegd a manifestarse con la extravasacion

neutrofilica en la mucosa nasal.

5.3 Material y métodos

5.3.1 Animales

En este estudio, que fue aprobado por el Comité Etico para la Experimentacion
Animal de la Universidad de Barcelona, se utilizaron 32 ratas macho de la cepa

Sprague-Dawley con un peso comprendido entre 250 y 300 g. Los animales fueron
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previamente anestesiados por via intraperitoneal con una solucién de uretano (1 g/Kg)

(Sigma, St. Louis, MO) diluida en suero fisiologico al 10%.

5.3.2 Sistema experimental de CPAP

Para el estudio de los efectos inflamatorios inducidos en la via aérea superior a
causa del tratamiento con CPAP se disefié un novedoso modelo animal capaz de aplicar
simultdneamente CPAP nasal y placebo de manera no invasiva y controlada. El modelo
animal desarrollado estd basado en un enfoque previamente descrito para la aplicacion
de CPAP y placebo en humanos (Farré et al 1999) y consiste en un sistema de CPAP
convencional conectado a dos camaras de aire independientes a través de un mismo
tubo bifurcado (Figura 5.1). Ambas cadmaras disponian de dos tubos cilindricos cortos
(1.5 cm de longitud y 2 cm de didmetro), donde uno de ellos se utiliz6 como mascara
facial para el animal y el otro permanecid abierto a la atmésfera. En cada una de las
camaras de aire se colocd una resistencia al paso del aire (R) que consistia en un
pequetio orificio de 1 mm de diametro. La posicion de esta resistencia (a la entrada o
salida de la cdmara) determiné la presion que fue ejercida al animal conectado a dicha
camara de aire. Para la aplicacion de CPAP, la resistencia se coloco en el tubo de salida
permitiendo la presurizacion de la camara que fue determinada por el dispositivo de
CPAP. La camara se presurizé a 10 cmH,O (CPAP) con una renovaciéon de aire de 25
ml/s. En cambio, en una segunda cdmara idéntica y conectada al mismo dispositivo de
CPAP, se colocé la misma resistencia (R) a la entrada de la cdmara manteniendo el tubo
cilindrico de salida totalmente abierto a la atmosfera, lo que permitié la aplicacién de
placebo o presién nula. El hecho de que el sistema disponga de dos resistencias
idénticas colocadas en paralelo permitid la aplicacion de diferente presion en ambas
camaras (10 cmH,0 para el grupo CPAP y nula para el grupo placebo) en las mismas
condiciones de humedad y temperatura. Ademas, el flujo de aire que pasé a través de
ambas camaras también fue el mismo (25 mL/s) favoreciendo la renovaciéon del aire
exhalado por los animales. Finalmente, se monitoriz6 la presién de cada una de las
camaras para asegurar de la inexistencia de fugas de aire a través de las mascaras

durante todo el experimento.
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5.3.3 Protocolo para la aplicacion de CPAP y extraccion de muestras

Para este estudio se utilizaron 4 grupos (n=8) que se dividieron en animales
sometidos a CPAP nasal durante 3 h o 5 h con su grupo placebo respectivo. Los
animales fueron anestesiados y se colocaron en posicion supina con el hocico insertado
en la mascara facial correspondiente (Figura 5.2A). Tanto los orificios nasales como la
boca del animal se mantuvieron dentro de la mascarilla facial mediante pasta
lubrificante y cinta adhesiva, lo que facilito el sellado del animal con la méscara. Este
procedimiento inicial fue esencial para evitar la aparicion de fugas de aire que pudieran
disminuir la presion de la camara. Una vez colocados y preparados los animales se
conectd el dispositivo de CPAP de manera progresiva para alcanzar los 10 cmH,O a los
15 minutos del comienzo. Tras pasar 3 h o 5 h, se obtuvo una muestra de raspado nasal
mediante la insercion de unas pinzas finas esterilizadas, manteniendo la superficie

dentellada dirigida hacia los cornetes nasales del orificio nasal izquierdo del animal

L L

Sistema
de
CPAP

A

Figura 5.1. A: Diagrama del sistema experimental para la aplicacion de CPAP nasal no
invasiva y placebo en ratas anestesiadas. R son resistencias al paso del flujo aéreo
induciendo presion positiva en la camara de CPAP y presién nula en la camara de
placebo. B: Fotografia del sistema experimental donde se puede observar que este
modelo permitié el estudio de 2 animales de cada grupo (CPAP y placebo)
simultdneamente.
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(Figura 5.2B). La muestra de raspado se suspendid en 1 mL de solucion salina (0.9%

NaCl) y se conservo en hielo para su posterior fijacion y tincion.

Una vez finalizado el raspado nasal, los animales fueron sacrificados mediante
exsanguinacion a través de la aorta abdominal. Para la extraccidon de las muestras de
tejido, primeramente se expuso la via aérea superior con el corte de la sinfisis
mandibular y la posterior separacion de la mandibula inferior izquierda y derecha
(Figura 5.2C). A continuacion, con la ayuda de unas tijeras se realizd un corte sagital
medio siguiendo el orificio nasal izquierdo (usado previamente para el raspado nasal) lo
que permitié exponer y obtener las estructuras nasales intactas del orificio nasal derecho
(Figura 5.2D). Finalmente se extrajeron y guardaron muestras de tabique nasal y de

cornete ventral congeladas a -80 °C para su posterior analisis en PCR.

Figura 5.2. Procedimiento experimental animal. Los animales colocados en posicion supina
eran conectados al sistema de CPAP/placebo mediante una mascara facial (A). Tras 3 ho 5
h de la aplicacion del estimulo se procedi6 al raspado nasal mediante unas pinzas finas (B) y
finalmente, tras la exposicion y apertura siguiendo el orificio nasal izquierdo (C), se
expusieron las estructuras nasales intactas del orificio nasal derecho (D).
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5.3.4 Cuantificacion neutrofilica en el raspado nasal

Cada muestra de raspado nasal se estampd en un portaobjetos mediante
citocentrifugacion (Cytospin IV, Shandon Scientific, UK) a 500 r.p.m. durante 5 min. A
continuacion, se realizd una fijacion en metanol al 70% seguida de una tincion de
Wright (Figura 5.3). Para la clasificacion de los diferentes tipos celulares se realiz6é un
escaneo aleatorio de cada una de las muestras hasta contabilizar un total de 200 células
(campo brillante, 40X, Eclipse TE2000, Nikon, Japan). Finalmente, se calculd el

porcentaje de neutrofilos en cada una de las muestras.

Figura 5.3. Tincién de Wright del raspado nasal. En la imagen se pueden observar
las diferentes células epiteliales y leucocitarias presentes en la muscosa nasal, como
células epiteliales ciliadas (c), neutréfilos (n) y eritrocitos (e). (Objetivo 40X
Campo brillante).

5.3.5 Analisis de la expresion génica en la pared nasal

Las muestras de tabique nasal y cornete ventral nasal se disgregaron mediante un

homogeneizador (Polytron 2100, Kinematica, Switzerland). El contenido de RNA en el
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homogeneizado se aisld usando el sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied
Biosystems, Foster City, Calif) y se cuantificaron las expresiones génicas de los
marcadores MIP-2, TNF-a, NGF y TACRI en triplicado mediante PCR en tiempo real
(7300 Real Time PCR-RT, Applied Biosystems, CA), tomando como control enddégeno
la expresion de GAPD (ver Apéndice A para mayor detalle). Los ensayos de expresion
génica utilizados para la amplificacion de los diferentes marcadores anteriormente
mencionados se obtuvieron de la casa comercial Applied Biosystems (Rn00586403 ml,
Rn00562055 ml, Rn00824646 ml, Rn00562004 ml, Rn01430567 ml,
Rn01410145 m1, Rn00562002 m1 y Rn99999916 sl, respectivamente). Finalmente,
se calculo para cada gen la expresion génica relativa del grupo CPAP respecto al grupo
placebo usando el método convencional C; comparativo (Livak y Schmittgen 2001)

implementado en el sistema de PCR.

5.3.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron representados como valor medio
+ SE. Las comparaciones realizadas entre los diferentes grupos se llevaron a cabo
mediante el test estadistico t-student o el test Mann-Whitney Rank Sum (para
distribuciones normales o no normales respectivamente). Se asumi6 significacion

estadistica para p<0.05.

5.4 Resultados

La aplicacion de 5 h de CPAP nasal causdé un incremento significativo en el
nimero de neutréfilos observados en la mucosa nasal. El porcentaje de neutrofilos
respecto al namero total de células epiteliales en el raspado nasal fue de 3.51 = 0.73 %

(valor medio + SE) en el grupo CPAP y 1.12 £0.39 % en el grupo placebo (Figura 5.4).
Este incremento en la extravasacidon neutrofilica a las 5h fue consistente con un

incremento significativo en las expresiones génicas de los marcadores inflamatorios en

la pared nasal. La sintesis de mRNA de la quemoquina pro-inflamatoria MIP-2 aument6
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Porcentaje de neutréfilos

Placebo CPAP

Figura 5.4. Porcentaje de neutrdfilos respecto al nimero total de células
nucleadas en el raspado nasal obtenido en ratas sometidas durante 5 h a
CPAP nasal o placebo (valor medio+ SE; N=8). ** p <0.01.

5.56 + 1.89 veces en el grupo sometido a CPAP respecto al grupo placebo 1.00 = 0.14
(Figura 5.5). Ademas, se observé una tendencia de incremento de la expresion génica de
la citoquina TNF-a en el grupo CPAP de 2.78 £+ 1.19 veces respecto al grupo control:
1.00 + 0.21. Cuando se analizaron los efectos de la CPAP nasal a 3h, la tnica diferencia
observada entre los grupos CPAP y placebo fue una sobreexpresion de MIP-2: 2.28 +
0.43 vs1.00 £+ 0.33 en placebo (p=0.034) (Figura 5.5).

Por otro lado, no se encontraron cambios a las 3 h'y 5 h de aplicacion de CPAP
cuando se compararon las expresiones génicas de los marcadores NGF y TACRI entre

ambos grupos (CPAP y placebo) (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Expresion génica relativa de MIP-2 y TNF-a en el tejido de la pared
nasal de ratas sometidas a CPAP = 10 cmH,0 o placebo durante 3 h y 5 h. (valor
medio + SE; N=8). *p< 0.05 ** p <0.01.
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Figura 5.6. Expresion génica relativa de NGF y TACRI en animales tratados
con CPAP nasal (10 cmH,0) y placebo. No se encontraron diferencias
significativas en ambos marcadores tras 5 h de anlicacion de CPAP nasal.
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5.5 Discusion

En el presente trabajo se ha demostrado que la compresion ejercida en la via
adrea superior por la CPAP nasal es un estimulo mecanico suficiente para iniciar por si
mismo un proceso inflamatorio local. La aplicacion durante 5 h de CPAP nasal con una
presion de 10 cmH,O, que es el valor tipico aplicado durante el tratamiento de pacientes
con apnea obstructiva del suefio, resultd en una extravasacion neutrofilica en la mucosa

nasal.

Seglin nuestro conocimiento, este estudio es novedoso en cuanto a la aplicacion
de CPAP en ratas de manera similar a como se realiza en pacientes a través de una
mascara nasal. Por otro lado, el modelo disefiado nos permitid controlar de manera
precisa las condiciones experimentales. Ademads, se evitaron posibles factores de
confusién que normalmente estdn presentes en la mayoria de los pacientes con apnea
obstructiva del suefio como presencia de inflamacion sistémica (Ciftci et al 2004) o
local de la via aérea superior (Boyd et al 2004), o rinitis perenne (Brander et al 1999,
Canova et al 2004). Por otro lado, también se evitaron otros posibles factores asociados
a la aplicacion de CPAP nasal que pueden interferir en la inflamacién local inducida
(Togias et al 1985, Bachour y Maasilta 2004). Con este fin se asegurd que no existiera
ningun tipo de fugas de aire a consecuencia de un mal sellado de la mascara nasal o por
la apertura bucal del animal. Ademas, el uso de ratas placebo en las mismas condiciones
instrumentales/ambientales que las ratas sometidas a CPAP nasal, asegurd que el unico
factor que determind los resultados observados fue la presion continua positiva. El
modelo placebo que se uso en este estudio fue basado en un modelo previamente
descrito para la aplicacion de placebo en pacientes (Farré et al 1999). Como se muestra
en la figura 5.1, ambas camaras (CPAP y placebo) fueron conectadas en paralelo a una
misma fuente de CPAP. Dado que las dos cdmaras estaban conectadas en serie a una
equivalente resistencia al flujo de aire, ambos circuitos abiertos a la atmosfera
presentaron la misma resistencia a la fuente de presion, y consecuentemente el aire en
ambas camaras fue renovado por el paso del mismo flujo de aire. Conectando la

resistencia a la salida o a la entrada de la camara (Figura 5.1) se determino si la presion
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era positiva en una cadmara (CPAP) o nula en la otra (placebo). La magnitud de la
resistencia fue previamente seleccionada considerando la ventilacion de la rata (Strohl et
al 1997) y de esta forma se pudo asegurar un suficiente, pero no excesivo, flujo de aire
para la renovacion de oxigeno en cada una de las camaras. A pesar de las ventajas de
este modelo animal en el aislamiento de los efectos inflamatorios de la CPAP nasal,
podria ser cuestionable trasladar los resultados obtenidos en rata a humanos. Esto no
deberia constituir un obstaculo en este estudio puesto que su objetivo fue determinar si
la compresion per se era capaz de inducir un proceso inflamatorio en la pared nasal. De
hecho, en otros estudios previos se ha asumido que los mecanismos de respuesta basicos
observados a nivel celular y tisular son similares en todos los mamiferos (Fletcher 2001,

Farré et al 2003b, Gozal et al 2003, Nacher et al 2007).

Los resultados obtenidos indican que la compresiéon es un estimulo pro-
inflamatorio en la mucosa nasal. Ademas, son consistentes con los datos previamente
observados para diferentes tipos celulares y tisulares sometidos a una compresion no
fisiologica. Por otro lado, estudios previos han demostrado que un estimulo mecanico
similar puede activar rutas de mecanotransduccion dando lugar a inflamacion
neurogénica o no neurogénica. Por ejemplo, las fuerzas de compresidon aplicadas sobre
el periodonto durante los movimientos dentales ortodonticos puede inducir la secrecion
de citoquinas inflamatorias y sustancia P en el fluido crevicular gingival (Dudic et al
2006). Ademas, en respuesta a una fuerza de compresion se observo un incremento en la
expresion de diversas citoquinas inflamatorias (Kobayashi et al 2005) y una
sobreexpresion de la neurotrofina NGF (Kasahara et al 2006) en las fibras nerviosas y
en la médula espinal, respectivamente. También se ha demostrado que la compresion es
un estimulo inflamatorio en la via aérea, particularmente en el tejido bronquial y en la
traquea. De hecho, las vias de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs)
son activadas en células epiteliales bronquiales sometidas a un estimulo de compresion
continuo (Tschumperlin et al 2002). Ademas se ha observado en ratas que la aplicacion
de una constante presion positiva induce un reclutamiento leucocitario en la circulacion

traqueal (Lim y Wagner 2003).
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Como era de esperar a partir de la informacion publicada referente a los efectos
de diferentes estimulos mecanicos a nivel celular (Vlahakis et al 1999, Puig et al 2005),
el proceso inflamatorio nasal inducido por la aplicacion de CPAP que se observé en el
presente estudio fue dependiente del tiempo de aplicacion del estimulo. De hecho, a las
3 h de CPAP nasal el tinico cambio significativo detectado fue un incremento de 2.28
veces en la sintesis del marcador proinflamatorio MIP-2. Esta quemoquina murina, que
es homologa a la interleuquina 8 humana, es un potente quimiotactico neutrofilico y una
molécula clave en el proceso inicial inflamatorio que aparece en respuesta a estrés
mecanico, tanto en células epiteliales bronquiales y alveolares (Puig et al 2005, Li et al
2003), como en la via aérea superior (Almendros et al 2007, Capitulo 3). Aunque la
aplicacion de CPAP nasal durante 3 h no fue suficiente para producir extravasacion
neutrofilica, en la serie de animales sometidos durante 5 h a compresion se llegd a
consolidar el proceso inflamatorio con un posterior incremento en la expresion génica
de la quemoquina MIP-2 y una tendencia de incremento de TNF-a. Esta citoquina posee
un papel importante en el proceso inflamatorio regulando la expresion de moléculas de
adhesion, la produccién de otros mediadores inflamatorios y especies reactivas de
oxigeno (Mukhopadhyay et al 2006). Ademas, después de 5 h con CPAP nasal fue
posible detectar la presencia de un mayor nimero de neutrofilos en el raspado nasal
indicando que este periodo de tiempo es suficiente para completar los eventos

inflamatorios basicos.

La ausencia de una sobreexpresion a corto plazo de la neurotrofina NGF y el
receptor TACR1 no excluye la posibilidad de que la compresion pueda dar lugar a una
posterior inflamacién neurogénica nasal. De hecho, los mediadores inflamatorios de
respuesta temprana inducidos por la CPAP podrian estimular directamente las fibras
sensoriales nasales (Belvisi 2003, Sarin et al 2006) induciendo la sintesis y secrecion de
neuropéptidos que regulan la aparicion de los sintomas riniticos (Sarin et al 2006). Es
posible que las citoquinas inflamatorias inducidas puedan provocar a posteriori un
aumento en la expresion génica de NGF en la mucosa nasal, como se ha observado
anteriormente en células epiteliales bronquiales (Hahn et al2006) y en células
musculares lisas (Freund et al 2002). Este posible incremento en la expresion del NGF

podria, a su vez, activar a las fibras sensoriales nasales resultando en la aparicion o

76



Discusion

agravamiento de diversos sintomas riniticos (Sarin et al 2006). Ademads, como ha sido
descrito previamente en células epiteliales de colon (Goode et al 2003) y en macrofagos
del peritoneo (Marriott et al 2000), las citoquinas inflamatorias inducidas por la CPAP
nasal podrian también sobreexpresar el receptor especifico de la sustancia P (TACRI)
en la mucosa nasal. Una mayor presencia del receptor de la sustancia P facilitaria la
activacion de las células diana para este neuropéptido que es esencial en la
manifestacion de sintomas riniticos como congestion nasal y rinorrea (Bai et al 1995,

Sarin et al 2006).

En condiciones fisioldgicas normales, el proceso inflamatorio inducido por la
aplicacion de CPAP nasal podria ser compensado posteriormente por mecanismos
adaptativos anti-inflamatorios. Esto podria explicar por qué una parte de los pacientes
tratados con CPAP nasal o en pacientes sometidos durante largos periodos de tiempo a
ventilacidon mecanica no invasiva con presion positiva nasal (Criner et al 1999) los
sintomas riniticos observados o no se han llegado a documentar o son tan leves que no
afectan a la tolerancia y cumplimiento del tratamiento. Sin embargo, es posible que en
un cierto nimero de pacientes los mecanismos adaptativos anti-inflamatorios no sean
efectivos debido a un estado precondicionado. En tal caso, la compresion ejercida sobre
la via aérea podria actuar como un segundo agente lesivo sobre el tejido. Por ejemplo se
ha descrito que la aplicacion de CPAP nasal en los neonatos prematuros con
insuficiencia respiratoria puede inducir una respuesta inflamatoria nasal (Yong et al
2005), mientras que en ratas puede ocasionar dafio pulmonar agudo en presencia de
endotoxinas en sangre (Tsuchida et al 2005). En el caso especifico de pacientes con
apnea obstructiva del suefio que presentan sintomas riniticos previos (Canova et al
2004), la inflamacién ya presente en la via aérea superior podria potenciar el estimulo
inflamatorio de la compresion mecéanica dando lugar a la intolerancia de esta terapia.
Ademas, es posible que el flujo continuo de aire relativamente seco y frio (Cruz et al
2006) a través de la apertura de la boca pudiera potenciar los sintomas riniticos tras

varias semanas de utilizacion de la CPAP nasal.

En conclusion, en este estudio se ha demostrado que la compresién ejercida por

la CPAP nasal convencional sobre la via aérea superior es capaz de inducir un proceso
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inflamatorio. La respuesta a esta mecanotransduccion desemboca en un proceso
inflamatorio nasal que podria explicar la aparicidn o agravamiento de los sintomas
riniticos asociados al tratamiento con CPAP nasal en pacientes con apnea obstructiva

del suefio.
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Conclusiones de la tesis

Efecto de la vibracion en la via aérea superior de rata:

1. Se ha desarrollado un nuevo modelo que permite la aplicacion de un
estimulo vibratorio a la via aérea superior de ratas similar al ronquido

tipico humano con frecuencia, amplitud y patrén controlados (objetivo 1).

2. La aplicacion de un estimulo vibratorio similar al ronquido puede inducir
per seuna respuesta inflamatoria local en la via aérea mediada por MIP-2 y

TNF-a (objetivo 2).
3. La informacion obtenida en el presente estudio animal confirma la

hipotesis de que el ronquido severo podria tener un papel fundamental en la

primera etapa de la evolucidn natural del SAHS.
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Efecto de la presion negativa y colapso en la via aérea

superior de rata:

4. Se ha implementado un nuevo modelo animal que permite aplicar un
estimulo mecanico de presion negativa progresivo conducente al colapso y
posterior reapertura, de forma similar al experimentado por los pacientes

con SAHS (objetivo 3).

5. El dispositivo diseflado para la aplicacion de presion negativa
intratraqueal intermitente proporciond la informacion necesaria para poder
calcular la presidn critica inspiratoria (-19.43+1.58 cm H,O (m#SE)) que

induce el colapso de la via aérea superior de rata (objetivo 4).

6. La presidn negativa intermitente junto al estimulo inducido de colapso y
reapertura con caracteristicas similares a las experimentadas en la apnea
obstructiva del suefio inicid, a las 5 h, un proceso inflamatorio en la via
adrea superior manifestado mediante la sobreexpresion de los mediadores

inflamatorios MIP-2, TNF-a, IL-1p y P-selectina (objetivo 5).

7.- Por lo tanto, este estrés mecanico puede jugar un papel importante en la
evolucién del SAHS ya que induce una inflamacién local que puede ser
causa de las lesiones estructurales y funcionales que padece la via aérea

superior en estos pacientes.
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Efecto de la compresion sobre la pared nasal de rata:

8. Se ha disefiado un nuevo sistema experimental para la aplicacion de
CPAP nasal a la via aérea superior de rata que permite el aislamiento del
estimulo mecanico aplicado para el posterior estudio de los efectos

inflamatorios asociados al tratamiento (objetivo 6).

9. La compresidn ejercida por la CPAP sobre la pared nasal durante 5 h es
un estimulo mecanico suficiente para iniciar una respuesta inflamatoria que
resulta en la extravasacion neutrofilica en la mucosa nasal y en la

sobreexpresion progresiva de MIP-2 en la pared nasal (objetivo 7).

10. No se observaron cambios en la expresion de la neurotrofina NGF o del
receptor de la sustancia P (TACRI1). Esto no excluye que el estimulo
mecanico asociado a la CPAP nasal pueda resultar en inflamacion

neurogénica nasal al aumentar la duracion del estimulo (objetivo 8).
11. El proceso inflamatorio local inducido por CPAP nasal puede explicar

la aparicion y agravamiento de los sintomas riniticos observados en

pacientes con apnea obstructiva del suefio tratados con CPAP.
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Conclusion general:

Mediante modelos animales in vivo se ha demostrado la hipotesis de que
los estimulos mecénicos experimentados por la via aérea superior en el
SAHS (vibracion, presidn negativa con colapso y reapertura) inducen
inflamacion local. Asimismo, se ha demostrado que la compresion debida a
la aplicacion terapéutica de CPAP en la mucosa nasal es un estimulo

mecanico proinflamatorio.
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Anexo A

Protocolo para la cuantificacion de la
expresion génica

A.1 Introduccion

La presente tesis contiene tres estudios en los que se ha cuantificado la expresion
génica relativa de una serie de marcadores que podrian estar involucrados en los
procesos inflamatorios estudiados. Para ello, el doctorando ha tenido que poner a punto
y optimizar una serie de técnicas para poder determinar, a partir de muestras tisulares, la
expresion génica de los marcadores inflamatorios relevantes. Basicamente estas técnicas,
que no estaban implementadas en el laboratorio, son:

a) El aislamiento del RNA a partir de las muestras de tejido animal mediante el
sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, Foster City, Calif),
que permitie un proceso de separacidn por filtracion selectivo.

b) El paso del RNA, una vez aislado, a cDNA por transcripcion reversa.

c) La amplificacion mediante PCR en tiempo real con el sistema 3100 PCR real
time (Applied Biosystems, Foster City, Calif).

d) Finalmente, la comparacion entre los diferentes grupos mediante el software
proporcionado por el sistema de PCR que estd basado en el método estandar

. 5-AACt
comparativo 2 .
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A.2 Aislamiento de RNA a partir de tejido

El siguiente protocolo estd modificado del proporcionado por el fabricante Applied

Biosystems: “Tissue RNA isolation” (N° de referencia 4330252).

El proceso de aislamiento de RNA a partir de muestras tisulares consta de cuatro
pasos a seguir:
- Obtencidn, congelacion y almacenaje del tejido.
- Homogeneizacion del tejido.
- Prefiltrado.
- Purificacion del RNA.

A.2.1 Obtencion y almacenaje del tejido

El RNA presente en la muestra de tejido extraida del organismo comienza
rapidamente a desnaturalizarse por la accion de RNAsas. Para preservar las muestras,

¢stas se almacenan congeladas en nucleic acid purification lysis solution.

Protocolo:

a.- La muestra de tejido extraida del organismo se coloca inmediatamente en nucleic
acid purification lysis solution (2X)

b.- Para largos periodos el tejido se almacena a una temperatura de -20 a -80 °C y para

periodos inferiores, a 8 horas a 4 °C.

A.2.2 Homogeneizacion del tejido

En este paso se consigue la disgregacion completa del tejido mediante el uso de

un homogeneizador Polytron 2100 (Kinematica, Luzern, Swizerland).
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Aislamiento de RNA a partir de tejido

Protocolo:

a.- Descongelar y diluir el tejido almacenado en nucleic acid purification lysis solution
2X con PBS estéril para conseguir una dilucion 1X (/ysis buffer). La carga optima
de tejido es de 20mg/mL.

b.- Homogeneizar la muestra de tejido durante 30 s aproximadamente a maxima
velocidad. Repetir el proceso si permanecen grandes particulas.

c.- Colocar el homogeneizado en hielo durante 30 min para deshacer la espuma formada
durante la homogeneizacion y terminar de disgregar el tejido.

d.- Limpiar el rotor del homogeneizador mediante las siguientes soluciones con este

orden:
- 10% lejia.
- Agua Milli-Q.
- 70% metanol.
- Agua Milli-Q.
- Secar con papel absorbente limpio.
Nota: Si se desea se puede guardar el homogeneizado:
- Para largos periodos, a -20°C.

- Para un corto periodo (méx. 24h.), a 4°C.

A.2.3 Prefiltrado

Para el aislamiento de RNA se utiliza el sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation.
Este sistema estd basado en la eliminacién de restos contaminantes a partir del filtrado
del homogeneizado de tal forma que el RNA queda adherido a la membrana del filtro
(filtro de aislamiento). En los tejidos analizados es necesario un prefiltrado (sin
apetencia al RNA) que consiga eliminar las fibras de coldgeno y trazas mal disgregadas

que podrian colapsar posteriormente los filtros de aislamiento.
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Protocolo:
a.- Colocar los componentes necesarios en el sistema Nucleic Acid PrepStation (Figura
A.l):

a.1- Placa Deep well plate: se coloca en el compartimento de coleccidon. Permite
recoger el prefiltrado.

a.2- Placa Tissue pre-filtrer tray I esta placa posee filtros que permiten la
eliminacion de las grandes trazas de coldgeno y tejido mal disgregado
presente en el homogeneizado, evitando el posible colapso posterior en el
filtro de aislamiento.

b.- Mover el carro a la posicion de coleccidon y ponerlo en posicion de sellado.

Tissue Pre-filter tray I En los pocillos de esta

placa se afiade el homogeneizado. En la base de

los pocillos se encuentra el filtro que retendra las
-~ ~ grandes particulas.

Carro movil

l l Compartimento de coleccion

,

\-\ /
" A
e e
" -

iy

. Deep-well plate: Esta placa es la
encargada de recoger el homogeneizado
una vez ha pasado por el filtro.

l Fuerza ejercida por la bomba de vacio que favorece el proceso de filtrado

Figura A.1. Esquema del sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation para el prefiltrado del
homogeneizado. Este procedimiento, que es opcional, elimina las fibras de colageno
presentes en el homogeneizado (modificado del protocolo 4330252, Applied Biosystems,
Foster City, Calif).
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Aislamiento de RNA a partir de tejido

c.- Cubrir cualquier pocillo no usado mediante cinta adhesiva.

d.- Proceder usando el método preprogramado “ Pre-filter Method’:

Vol | Tiempo | Vacio | Posicion

Paso Descripcion (uL) (seg.) (%) del carro

Pre-humedecer los pocillos con
1 40 Lavado
RNA Purification Wash Solution [

2 Cargar muestras 10-650 180 80 Coleccion
3 Repeticion del vacio 120 80 Colecciéon
4 Agitar carro Coleccion

e.- Comprobar que ha pasado todo el material a través de los filtros de la placa tissue
pre-filter tray I. En caso contrario, repetir el paso anterior hasta que haya pasado
todo el material.

f.- Apagar el aparato.

g.- Tomar las placas tissue pre-filter tray 'y deep-well plate del instrumento.

h.- Guardar la placa deep-well plate con la muestra prefiltrada para el siguiente paso.

A.2.4 Purificacion de RNA

Una vez el tejido estd disgregado y prefiltrado eficazmente se procede a la
purificacion del RNA. Este procedimiento también se realiza en el sistema 6100 Nucleic
Acid PrepStation, pero con los componentes que permiten el aislamiento del RNA
(Figura A.2). Ademas, se utiliza un tratamiento opcional de DNAsa que elimina los

restos contaminantes de DNA gendmico que puedan permanecer en la muestra.

Protocolo:

a.- Cargar los componentes en el sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation (Figura A.2):
- Placa 96-well archive plate en el compartimento de coleccion.
- Placa splash guard en el compartimento de lavado.
- Placa total RNA purification tray en el carro, y fijarlo con las dos palancas.

b.- Mover el carro a la posicion de lavado.
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c.- Cargar los pocillos de la placa total RNA purification tray con las muestras del
homogeneizado prefiltrado. Es aconsejable pre-humedecer los pocillos con 40 pL de
RNA Purification Wash Solution 1.

d.- Optimizacién de carga. En este paso se determina cual es la cantidad o carga dptima
para conseguir eficientemente la mayor cantidad de RNA de las muestras.

d.1- Afadir las siguientes cantidades del homogeneizado a los pocillos de la
placa de purificaciéon: 100 L, 200 pL, 300 puL, 500 pL y 600 pL.

d.2- Determinar cual es la cantidad maxima que pasa a través de la placa de

Splash guard: Placa que queda bajo la placa fotal
RNA purificacion tray evitando la contaminacion

Total RNA purification tray. Placa que entre los diferentes pocillos P
contiene los filtros con apetencia al = \\
RNA y permite su aislamiento A
yp - )
N AN e

A

Compartimento de lavado

Carro movil

o
T
\|

96-well archive plate: Esta placa
es la encargada de recoger el
RNA purificado

l Fuerza ejercida por la bomba de vacio que favorece el proceso de filtrado

Figura A.2. Esquema del sistema 6100 Nucleic Acid PrepStation para la extraccion del
RNA (modificado del protocolo 4330252, Applied Biosystems, Foster City, Calif).
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Aislamiento de RNA a partir de tejido

purificacion fiablemente. En el caso de no pasar suficiente homogeneizado a
través de los filtros puede deberse a 2 causas fundamentalmente: Que la muestra
est¢ altamente concentrada o que se necesite realizar algun paso de pre-
procesamiento (tratamiento con proteinasa-K). En todo caso la solucién madre
puede diluirse nuevamente con mas cantidad de /ysis buffery volver a realizar la
optimizacion de carga.

e.- Proceso de extraccion de RNA: para la extraccion de RNA se utiliza el método
“RNA Tissue-Filtr-DNA Method” prefijado en el sistema de extraccion 6100

Nucleic Acid PrepStation. En este método se incluye el tratamiento con DNAsa:

Paso Descripcion Vol | Tiempo | Vacio | Posicion
’ (ML) | (seg) | (%) | delcarro
Pre-humedecer los pocillos con
1 , ' _ 40 Lavado
RNA Purification Wash Solution I
2 Afiadir lisado 10-650 180 80 Lavado
Afiadir RNA Purification Wash
3 ) 500 180 80 Lavado
Solution [
Afiadir RNA Purification Wash
4 _ 400 180 80 Lavado
Solution I
Afiadir RNA Purification Wash
5 ‘ 300 120 60 Lavado
Solution II
Afiadir RNA Purification Wash
6 _ 300 120 60 Lavado
Solution IT
Vacio pre-elucion 300 90 Lavado
8 Mover carro a bandeja de ‘
) Coleccion
coleccion
9 Afiadir Nucleic Acid Purification
_ . 150 120 40 Coleccion
elution solution
10 | Recoger 96-well archive plate con
las muestras de RNA aisladas
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A.3 Reaccion de transcripcion reversa (RT)

El siguiente protocolo estd modificado del proporcionado por el fabricante Applied

Biosystems: “Relative quantification getting started guide” (N° de referencia: 4347824).

Mediante el uso de High Capacity cDNA Archive Kit se realiza la reaccion de
transcripcion reversa del RNA a cDNA.

Protocolo:

a.- Se trabaja con un volumen final de 100 pL: 50 pL de muestra + 50 pL de reactivo.

b.- Dejar que se realice la reaccion en la PCR. Para ello se programa el aparato 120 min
a 37 °C, que es la temperatura Optima de la reaccion. Una vez transcurrido este
tiempo se consigue pasar todo el RNA a cDNA. Finalmente se consigue un volumen
total de 100 uL. con cDNA.

c.- Hacer alicuotas de 30 puL (puede variar segun experimento).

Nota: Si se desea, se puede almacenar el cDNA: a -20 °C varias semanas o a -80 °C

durante varios meses.

A.4 PCR en tiempo real

El siguiente protocolo estd modificado del proporcionado por el fabricante Applied

Biosystems: “Relative quantification getting started guide” (N° de referencia: 4347824).

La utilizacion de la PCR en tiempo real implica varias ventajas respecto a la
utilizacion de la PCR convencional, entre las que se incluyen una mayor precision y
objetividad de los resultados obtenidos. Para la amplificacion del cDNA y su posterior
cuantificacion se utiliza el sistema 7300 real time PCR system y més concretamente, se

usa la técnica basada en las sondas Tagman® (Figura A.3). Estas sondas (que
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PCR en tiempo real

Polimerizacién Desplazamiento polimerasa
R: Reporter
5 ® Sonda @3, Q: Quencher @
: ., @
5 - A &
o
g
o
Paso 1: Una molécula fluorescente Paso 1 (continuacién): Cuando
“reporter” (R) y otra que absorbe la ambas moléculas (R y Q) estan
misma fluorescencia “quencher” (Q) unidas en la misma molécula la
estan unidas por la misma sonda. emision de R es absorbida por Q.
Rotura Polimerizacién completada
. o & ... 9
5! + N 3! 5!
3 5 3 -
5 3 5 "
5 5
Paso 2: En cada ciclo, la polimerasa Paso 3: Una vez separadas ambas
libera la molécula fluorescente (R). moléculas, la molécula R emite su

fluorescencia caracteristica.

Figura A.3. Las sondas Tagman proporcionan sondas fluorescentes para permitir la
deteccion de un producto especifico que se genera durante cada ciclo de la PCR
(modificado de Applied Biosystems: “Relative quantification getting started guide”).

complementan con el marcador deseado) poseen un extremo fluorescente en el extremo
5’ (reporter) y una molécula localizada en el extremo 3’ que es capaz de absorber la
fluorescencia cuando estan unidas por la sonda (guencher). Durante la polimerizacién
de la cadena complementaria, la polimerasa rompe la sonda liberando ambas moléculas
y favoreciendo la captacion de fluorescencia emitida por la molécula fluorescente

(reporter).

Protocolo:
a.- Preparacion de las muestras con los reactivos en la placa dptica (96 pocillos):
- Master Mix.

- Ensayo de expresion génica (especifico para un marcador).
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- cDNA (Se puede vortear un poco antes de afiadirlo). La cantidad de cDNA que
se pone en cada pocillo debe de ser la misma. De hecho, este procedimiento se
lleva a cabo gracias a la previa estimacion de la cantidad y pureza del RNA
mediante espectrofotometria.

- Agua Milli-Q.

Componentes de la Volumen/pocillo | Volumen/pocillo Concentracion

reaccion 20 pLL 50 pL* final

Tagman Universal PCR
Master Mix. No 10 25 1X
AmpErase UNG (2X)
Ensayo de expresion

' Y P 1 2,5 1X
génica
cDNA diluido en agua

9 22,5 ---

Milli-Q
Volumen total 20 50

* Es el volumen final que se usa por defecto.

b.- Disefio de la placa: es importante un buen disefio de la placa en el estudio. Es
aconsejable la realizacion en triplicado de cada uno de los casos. Por otro lado, es
necesario comprobar la ausencia de contaminacion en los reactivos, que se garantiza
con la realizacién de ensayos sin la incorporacion de cDNA, en cuyo caso no
deberia detectarse amplificacion.

c.- Sellado de la placa.

d.- Configuracién de la PCR: los parametros de la PCR se pueden controlar mediante el
software proporcionado por el fabricante de la PCR:

d.1.- Abrir el programa “7300 system SDS Software’.
d.2.- Insertar los datos referentes a:
- Genes a estudiar y marcador fluorescente utilizado.
- Disefio de la placa.
d.3.- Insertar los valores del termociclador: periodo de tiempo, temperaturas y
numero de ciclos (Figura A.4).

d.4- Comenzar el proceso de amplificacion (Figura A.S).
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7300 System SDS Software - [Estudyvibration9_26_jun_06.sds (Relative Quantification Plate]]
File Wiew Tools Instrument Analysis  Window  Help

U@ &l R 2 E m P
/ Setup ¥ Instrument { Results
Instrument Control Temperature
l:l Estimated Time Remaining [hh:mm]: Sample: Heat Sink:
Cover: Block:
Cuycle
Status: Stage: Fiep:
Time [mm:sz): Step:
State:
Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile l Auto Increment ]
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps:|1 | Reps:|-1 | Reps:|45 |
| | | | he
Settings
Sample Yolume [pl] : Run Mode | J
[ata Collection | J

Figura A.4. Configuracion de los parametros de cada ciclo del termociclador. El software
proporcionado permite modificar el numero ciclos, la duracion y la temperatura de cada una
de las fases. En el caso de utilizar sondas Taqman (Assays on Demand) las fases 1y 2, que
se corresponden con la activacidn de la polimerasa, s6lo ocurren al comienzo, mientras que
la fase 3, que consta de 1 min a 60 °C (polimerizacién) y 15 s a 95°C (separaciéon de las
cadenas complementarias), permite la amplificacion del cDNA. La franja amarilla indica
que al final de dicho proceso (1 min a 60 °C) el sistema de PCR registra la fluorescencia
emitida por cada pocillo de la placa.

A.5 Método comparativo.

Para la comparacion de la expresion génica de un marcador es necesaria la
estimacion del valor Ct (ciclo umbral), que es el ciclo en el que la emision de
fluorescencia alcanza un determinado umbral que es posicionado en la fase exponencial
de la reaccion. La determinacion de este valor umbral se realiza de manera automatica

por el programa 7300 System SDS Sofiware (Applied Biosystems) que lo estima para el
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Figura A.5. Registro de la fluorescencia (Y) emitida durante los 45 ciclos (X) en los que se

va amplificando el cDNA y liberando el producto fluorescente.
valor medio de la fase exponencial de la reaccion. Este valor depende de la cantidad de
gen (marcador) presente en el inicio de la reaccion y por tanto, de la cantidad total de
cDNA. Para poder normalizar los valores se utiliza el marcador endogeno GAPD cuya
expresion es constitutiva e independiente de los estimulos aplicados. Con los Ct
obtenidos del marcador enddgeno, se pueden normalizar los valores de Ct del resto de
los marcadores, de tal forma que se puede cuantificar la variacidn en la expresion génica
de los diferentes marcadores entre diferentes muestras mediante el método comparativo

2724 (Livak y Schmittgen 2001).

Protocolo:
a.- Tomar los valores de Ct para cada marcador (incluido el enddgeno) mediante el

programa 7300 PCR System SDS Sofiware.
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b.- Normalizar los valores de cada uno de los marcadores con su referencia enddgena

(GAPD):

ACt = Ctg — Cte

c.- Comparar con el grupo control.

c.1.- Calcular AACt:

(Ctg = Valor de Ct para el marcador a estudiar)

(Cte = Valor de Ct para el marcador endogeno)

AACt = ACt (grupo sometido a estimulo) — ACt (grupo control).

¢.2.- Calcular

-AACt
b) C

, este valor es el que finalmente nos informa de la variacion

en la expresion génica entre ambos grupos.
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