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“En la vida, no hay nada que temer, todo se tiene que entender.”
(Marie Curie, 1867-1934)
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I.INTRODUCCION

I.1. GENERALIDADES

El suefio es una conducta natural, periddica, transitoria y reversible', universal en el reino
animal e imprescindible para la vida, ya que su privacion absoluta, al menos en los mamiferos,
produce la muerte?3. A pesar de que el ser humano pasa aproximadamente un tercio de su
existencia durmiendo, la naturaleza, la funcion y los acontecimientos que suceden durante el
suefio son poco conocidos.

Aunque externamente la conducta del individuo dormido es muy similar durante todo el
periodo de suefio, el cerebro sufre una serie de cambios, que pueden reconocerse mediante
técnicas electrofisiologicas. El registro de la actividad de algunas variables fisiologicas
durante el suefio se conoce como polisomnografia (PSG) (Figura I). Entre estas variables se
encuentran:

* Variables neuroldgicas: el electroencefalograma (EEG), el electrooculograma (EOG) y
el electromiograma (EMG) del menton, con los que se evalia los diferentes estadios del
suefio.

* Variables cardiacas: el electrocardiograma (ECG) para la monitorizacion del ritmo
cardiaco.

e Variables respiratorias: los sensores de flujo aéreo, el esfuerzo respiratorio
toracoabdominal, la oximetria de pulso y los ronquidos, para la evaluacion respiratoria.

Figura |. Registro de un estudio Polisomnogréfico.
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Se sabe que en el suefio se repiten, de un modo ciclico, una serie de estadios caracterizados
por patrones neurofisiologicos definidos, conocidos como fases o estadios de suefio* (Figura
2). El suefio suele dividirse en dos fases: fase REM o de movimientos oculares rapidos, que
representa entre un 20 % y un 25 % de la noche y fase no REM (NREM) en el que se incluyen
los estadios |, I, Il y IV. En un individuo sano, el sueno se inicia con varios minutos en estadio
I, al que siguen los estadios I, lll y IV.A continuacién, aparecen de nuevo los estadios Il y Ill y,
finalmente, surge la fase REM. Un adulto joven presenta un ciclo completo NREM-REM cada
60-90 min (Figura 2).

La fase REM es aquella en la que habitualmente se suefa. Puede definirse como una etapa
de gran actividad cerebral y paresia corporal, dado que se produce la pérdida de tono de
todos los musculos del organismo, excepto del diafragma y de los musculos oculares. Para
que el sueno sea reparador, las fases previamente descritas deben repetirse de forma ciclica
durante toda la noche. En una noche normal se registran unos 5 ciclos de suefo, con mayor
presencia de sueno profundo NREM al principio de la noche y REM al final de la misma
(Figura 2). Este proceso esta presente en casi todos los mamiferos y, aunque no conocemos
bien las razones de porqué los ciclos de sueiio deben secuenciarse de este modo, sabemos
que si no se producen en la cantidad y calidad adecuada se afecta la calidad de suefio y, como
consecuencia, su funcion en la homeostasis y en el estado de salud del sujeto.

Figura 2. Fases del ciclo del suefio. El suefio empieza tras unos minutos despierto, que se sigue de un rdpido paso a fases
superficiales y profundas del suefio. Las fases superficiales | y Il abundan mds durante las primeras horas de suefio seguidas
de fases Ill y IV. Después de 60 min suele aparecer la fase REM que se repite cada 90 min, con una duracién cada vez mds
amplia.

Las enfermedades respiratorias que se presentan durante el suefo pueden alterar las
diferentes fases de éste, fragmentarlo y, como consecuencia, el suefio deja de ser reparador,
dando somnolencia diurna como sintoma predominante.

I.1.I.LANATOMIAY FISIOLOGIA DE LA ViA AEREA SUPERIOR

La via aérea superior (VAS) es una region anatomica implicada en el desarrollo de las
enfermedades respiratorias que se presentan durante el sueno. Las funciones fisiologicas
fundamentales en las que interviene la VAS son: la ventilacion, la deglucion y la fonacion. Para
la realizacion de estas funciones esta formada tanto por estructuras rigidas como por otras
flexibles, reguladas por un complejo sistema sensorial y neuromuscular que hace posible que
durante la ventilacion laVAS permanezca abierta, mientras que para la deglucion y la fonacion
se estrecha y se cierra.



La VAS esta constituida por las fosas nasales, la faringe y la laringe (Figura 3). La faringe es un
tubo dinamico, formado por tejidos blandos. Su luz viene determinada en primer lugar por el
delicado equilibrio entre las presiones inspiratoria, espiratoria y la presion atmosférica y en
segundo lugar por la tonicidad de la musculatura de laVAS. La faringe se divide en tres regiones:
a) nasofaringe, que va desde los cornetes nasales hasta el paladar duro; b) orofaringe, que
puede a su vez subdividirse en una region retropalatina, que va desde el paladar duro hasta la
region mas caudal del paladar blando y se llama también velofaringe, y otra retrolingual, que va
desde la porcion caudal del paladar blando hasta la base de la epiglotis; y c) hipofaringe, que se
extiende desde la base de la lengua hasta la laringe (Figura 3).

Pty ofinrs)

Lzna mibnncate

Figura 3. Esquema de laVAS

En la orofaringe, las paredes anterior, posterior y lateral estan formadas por las siguientes
estructuras: en la pared anterior se encuentra el paladar blando, la lengua y las amigdalas
linguales; en la pared posterior estan los musculos constrictores superiores, medios e
inferiores, que se extienden también hacia la porcion lateral;y, por Ultimo, en la porcion lateral
se localiza, ademas, el tejido que esta entre el borde lateral de l1aVAS y el borde medial de la
almohadilla grasa parafaringea en la region retropalatina. En la region retrolingual, las paredes
laterales estan constituidas por el tejido situado entre el borde lateral de [aVAS y la mandibula.
En las paredes laterales, junto con las amigdalas palatinas, se sitia una serie de musculos: el
hipogloso, el estilogloso, el estilohioideo, el estilofaringeo, el palatogloso, el palatofaringeo y el
constrictor faringeo. La misién de estos musculos, todos constrictores, es la de facilitar el cierre
de la glotis, permitir la tos y contribuir al estrechamiento espiratorio de la VAS. Por ultimo,
quedan por describir los musculos dilatadores, que son el tensor del paladar, el genihioideo, el
esternohioideo y el geniogloso. Estos mUsculos desempenan una mision fundamental, ya que
pueden modificar el tamano y la configuracion de la faringe, por lo que son los responsables
de mantener la permeabilidad de la luz y el flujo aéreo. Para que se produzcan los movimientos
respiratorios, se requiere una activacion muscular previa. Podriamos decir que existen dos
grandes grupos musculares; los musculos de laVAS: elevadores y constrictores de la faringe, la
musculatura de la lengua y velo del paladar y el musculo del diafragma que genera presion.
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1.2. TRANSTORNOS RESPIRATORIOS DURANTE EL SUENO

La relevancia de los trastornos respiratorios durante el suefio sélo se ha reconocido durante
las tres ultimas décadas, coincidiendo con el redescubrimiento del sindrome de apneas e
hipopneas durante el suefio (SAHS), el cual, junto al insomnio, es el trastorno nocturno mas

comdn. Los trastornos respiratorios durante el suefio se dividen en dos grandes grupos:

1) Trastornos en que el problema acontece en la VAS, a nivel del drea faringea®®. Segun el
grado de colapso de laVAS (Figura 4) se clasifican en:

* Ronquido

¢ Incremento de la resistencia de laVAS

* Apnea/hipoapnea durante el sueiio

Figura 4. Imagen de un sujeto sano, un sujeto con incremento de la resistencia en la VAS y un sujeto con obstruccién en la
VAS.

2) Trastornos en los que el problema estriba en los centros respiratorios o enfermedades de
la caja toracica:

* Apnea central del suefio

1.2.1.RONQUIDO

El ronquido es un fenémeno aclstico complejo, que tiene lugar durante el sueho como
consecuencia de la vibracion de las estructuras orofaringeas’. Expresa la existencia de
una resistencia al flujo aéreo en la VAS. Su prevalencia es elevada en la poblacion general,
estimandose en un 40 % en los varones y en un 20 % en las mujeres, y aumenta con la edad®.
Se asocia con obesidad, tabaquismo, alcoholismo y obstruccion nasal. La importancia del
ronquido tiene una doble vertiente. Por una parte, es un fenémeno social, por las implicaciones
que tiene sobre la pareja, ya que llega a producir situaciones dificilmente compatibles con una



convivencia normal. Por otra parte, es de interés médico, por su asociacion con diversas
enfermedades, tales como la hipertension arterial, la cardiopatia isquémica, los accidentes
cerebrovasculares, la hipersomnia diurna y la alteracion de la calidad de vida™'3. Ademas puede
decirse que es un “detector” del sindrome de apnea durante el suefio. El tratamiento inicial
del ronquido se basa, sobre todo, en la eliminacion de los factores de riesgo asociados. En los
Ultimos anos se han desarrollado diversos procedimientos, sobre todo quirurgicos, como la
uvulopalatofaringoplastia, la uvulopalatoplastia asistida por laser, la somnoplastia o ablacion del
paladar blando por radiofrecuencia, la cirugia del paladar y los tratamientos protésicos cuya
eficacia solo acontece cuando se seleccionan adecuadamente los pacientes.

1.2.2. SINDROME DEL INCREMENTO DE LA RESISTENCIA DE LA VIA AEREA SUPERIOR

En 1993 la expresion sindrome del incremento de la resistencia de la VAS (SRVAS) fue usada
por Guilleminault y col. para describir a un subgrupo de pacientes que hasta entonces eran
diagnosticados, en su mayor parte, de hipersomnia idiopatica'*. Este término se aplicaba para
describir somnolencia diurna excesiva sin una causa aparentemente definida en el estudio de
PSG.

Estos pacientes con un SRVAS presentan incrementos repetitivos de la resistencia en la
VAS definidos por incrementos en la presion esofagica negativa inspiratoria, que ocurre
concomitantemente con la disminucion del flujo oronasal, en ausencia de desaturacion de
oxigeno y presencia de apneas o hiponeas. Estos periodos de breve aumento de la resistencia
finalizan con un microdespertar transitorio (definido como un aumento de actividad EMG
y desviacion a fase | en el EEG) seguido de una disminucién de la resistencia en la VAS. La
mayoria de los datos publicados hasta el momento actual sefialan que los microdespertares
transitorios son la causa de los sintomas en el SRVAS, especialmente por la ausencia de

desaturacion de oxigeno'®'é.

El diagnéstico clinico del SRVAS' es confuso por la falta de estandarizaciéon en la
nomenclatura, asi como por los criterios y las técnicas empleadas para su medicion. Los datos

de Guilleminault y col. indican que los pacientes con SRVAS suelen ser jovenes y delgados'*.

La clave diagnéstica en el SRVAS es el incremento en la resistencia de la VAS y se caracteriza
clinicamente por la roncopatia y la hipersomnia diurna y por la PSG caracterizada por la
ausencia de desaturacion patologica de oxigeno, reduccion significativa de la fase NREM y
sobre todo por periodos cortos de limitacion al flujo aéreo que requiere tecnologia no
habitual para su diagnostico. En muchos casos la medicién del flujo mediante una sonda nasal
permite su diagnostico.

1.2.3. SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

La apnea/hipopnea durante el suefo se caracteriza por la interrupcion o disminucion del
flujo aéreo oronasal durante el suefio debido a la obstruccion completa (apnea) o parcial
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(hipopnea) de la VAS, a pesar de los esfuerzos respiratorios repetidos. Cuando los episodios
de apneas e hipopneas repetidos durante el suefho, que provocan constantes desaturaciones
de la oxihemoglobina y microdespertares transitorios que conllevan a un suefio no
reparador, se acompafan de un cuadro de somnolencia, trastornos neuropsiquiatricos,
cardiorrespiratorios, inflamatorios y metabdlicos secundarios a una alteraciéon de la VAS,
dan lugar al SAHS'®. Habitualmente se trata de pacientes obesos con cuello ancho y corto,
roncadores, con antecedentes de hipertension arterial y que aquejan de somnolencia diurna,
en los casos graves ésta les dificulta su actividad social y laboral. Con menor incidencia, el
SAHS puede presentarse también en sujetos no obesos, especialmente cuando existen
anomalias en el drea faringea o craneofaciales como la retrognatia. Ademas, el SAHS también
afecta a la poblacién infantil, sobre todo cuando tienen amigdalas hipertroficas. En la Tabla |
se muestran los factores predisponentes para el desarrollo del SAHS.

Tabla I. Factores predisponentes para desarrollar SAHS.

I. Malformaciones maxilofaciales:
*  Micrognatia
*  Retrognatia
*  Sindrome de Prader Willi
2. Transtornos médicos generales:
*  Obesidad
*  Hipotiroidismo
*  Cifoescoliosis
*  Acromegalia
3. Obstruccion de las vias aéreas superiores:
*  Cavidad nasal:
*  Dismorfias y luxaciones septales
*  Hipertrofia de cornetes. Rinitis.
*  Pdlipos.Tumores.
*  Nasofaringe:Adenoides.
*  Orofaringe:
*  Amigdalas y/o uvulas hipertroficas.
*  Hipofaringe: base de la lengua hipertrofica.
*  Laringe: edema de las cuerdas vocales.

1.2.4. SINDROME DE APNEA CENTRAL DURANTE EL SUENO

La prevalencia real del sindrome de apnea central durante el suefio (SACS) aunque no se
conoce con exactitud es muy baja. Se sabe que aproximadamente el 10 % de los pacientes
con SAHS presentan también apneas centrales.

La apnea central se produce por la falta de actividad de los musculos respiratorios. Se han
descrito varios mecanismos relacionados con el control ventilatorio, como probables causas
de esta falta de contraccion de la musculatura respiratoria'®. El SACS da origen a un amplio



espectro de manifestaciones clinicas, ya que pueden ser desde completamente asintomaticas
hasta muy sintomaticas y producir importantes manifestaciones clinicas. Cada episodio
apneico finaliza con un despertar transitorio, que altera la estructura del sueno. Por ello, el
insomnio puede ser el sintoma mas frecuente, junto con la sensacién de muerte inminente
olvido” de respirar. Los pacientes no suelen ser obesos. Las repercusiones del SACS
sobre el organismo son menos graves que las que producen el SAHS. Las apneas centrales

|u

por e

son de menor duracion que las obstructivas, acontecen a volimenes pulmonares mayores y
mientras duran no existe consumo de oxigeno por parte de los musculos respiratorios, por
lo que la desaturacion arterial de la oxihemoglobina es menor.

Por definicion, en las apneas centrales no existen movimientos toraco-abdominales. Una
forma especial de apneas centrales durante el suefo es la respiracion de Cheyne-Stokes.
Se producen apneas centrales seguidas de un periodo de in crescendo-decrescendo de
la ventilacion. Se producen en pacientes con cardiopatias graves y van asociadas a un mal
pronéstico de la cardiopatia. Su etiologia hay que buscarla en el retraso de la sangre en llegar
a los centros respiratorios.A pesar de que muchas de las alteraciones que ocurren en el SACS
son de menor magnitud que las que ocurren en el SAHS, en las primeras se han observado
trastornos del ritmo cardiaco, principalmente bradicardias y pausas sinusales. Estas arritmias
se deben a la hipoxemia y al estimulo vagal producido por la propia apnea o hipopnea. El
diagnéstico del SACS se establece mediante la PSG.

I.3. SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

El SAHS es una patologia crénica caracterizada por episodios repetidos de apnea/hipopnea
durante el suefo®. Cada apnea se caracteriza por la suspension del flujo de aire durante un
tiempo minimo de 10 s y termina con una brusca reanudacién de la ventilacion. Las apneas
se clasifican como obstructivas si hay evidencia de un esfuerzo continuado de la respiracion,
como un movimiento paraddjico de la pared del térax y el abdomen. Cada ciclo de apnea y
reanudacion de la ventilacién esta acompafiado por la desaturacion y restauracion arterial
de la oxihemoglobina. Mientras que la hipopnea se define como una reduccién discernible
del flujo de aire durante 10 s o mas, asociado con despertares transitorios y/o un 3 % de
decrecimiento en la saturacion de oxigeno (Sa0,). Estos ciclos de apnea/hipopnea exponen
a los pacientes a una hipoxia intermitente durante la noche. Se piensa que el desarrollo de la
hipoxia intermitente y las respuestas fisiologicas son los responsables de las manifestaciones
clinicas subsiguientes de dafio vascular?'.

El SAHS se presenta clinicamente con complicaciones de exceso de sueno diurno, fatiga,
irritabilidad, déficit en la atencion y en la memoria, y con sintomas nocturnos los cuales
pueden incluir una historia de ronquidos, apnea, obstrucciones y despertares frecuentes?.
Hay un criterio estandarizado para medir la gravedad de las apneas e hipopneas, es el indice
de apnea/hipopnea (IAH)%. El IAH se denomina como el nimero total de episodios de apneas
e hipopneas por hora de sueno. El SAHS se define clasicamente como un IAH de 5 o mas por
hora con sintomas asociados? y su gravedad se clasifica segin se muestra en la tabla 2%:
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Tabla 2. indice Apnea/Hipopnea.

Severidad del SAHS IAH Desaturacién O,
Leve 5-15 85 -90 %
Moderado 15-30 75 -84 %
Severo > 30 <75 %

1.3.1. EPIDEMIOLOGIA DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

El SAHS es una enfermedad muy prevalente que afecta entre el 4 % y el 6 % de hombres y
entre el 2 % y el 4 % de las mujeres en la poblacion general adulta de edades medias, y entre
el | %y el 3% de la poblacion infantil**2. Esta prevalencia del SAHS aumenta con la edad.
Por otra parte, se ha mostrado que el SAHS esta asociado con el deterioro de la calidad de
vida, la presencia de hipertension arterial, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares y esta relacionado con la aparicion de accidentes de trafico y siniestralidad
laboral. Asi mismo, se acepta una mayor incidencia de mortalidad asociado al SAHS que en la
poblacién normal. Por ello, sabiendo que disponemos de tratamientos eficaces, se considera
que esta enfermedad es un problema de salud publica de primera magnitud. Ademas, se ha
demostrado que no diagnosticar y, por lo tanto, no tratar a los pacientes con SAHS supone
un consumo de recursos sanitarios entre 2 y 3 veces mayor que los consumidos una vez que
el SAHS es tratado eficazmente. A pesar de todos estos datos sobre la relevancia del SAHS,
los estudios realizados en los diferentes sectores de edad, evidencian que en Espana existen
entre | 200 000 y 2 150 000 sujetos con SAHS relevante y, por tanto, sujetos a ser tratados.
No obstante, actualmente tan solo se han diagnosticado y tratado entre el 5 % y el 9 % de la
poblacién afectada.

En cuanto a los factores de riesgo asociados al SAHS son:

1) Género masculino. Se ha demostrado que el SAHS es entre 2 y 3 veces mas frecuente en
hombres que en mujeres, aunque después de la menopausia la prevalencia tiende a igualarse
a la de los varones?. Ademas, las mujeres que acuden a las consultas especializadas suelen ser
mas obesas, con mas comorbilidad y en situaciones mas graves. Por ello, aunque las mujeres
parecen estar mas protegidas que los hombres frente a las consecuencias cardiovasculares del
SAHS, esta ventaja se ve enmascarada por el hecho de que se presentan en una situacion mas
grave.

2) Obesidad. Un porcentaje relevante de pacientes con SAHS son obesos y la reduccion de
peso en estos pacientes se traduce en una mejoria del SAHS que puede llegar a remitirla.

3) Alcohol. Su consumo agrava un SAHS existente por depresiéon de la actividad de la
musculatura dilatadora faringea, favoreciendo un desequilibrio entre las fuerzas dilatadoras
y las constrictoras de la VAS. Ademas, el alcohol condiciona que las apneas sean de mayor
duracion y las desaturaciones mas severas.



4) Tabaco. Se ha observado que los fumadores tienen mayor riesgo de desarrollar un SAHS.
Posiblemente por la relacion con fenémenos de irritacion e inflamacion de la VAS, lo que
tiende a incrementar su resistencia.

5) Farmacos. Las benzodiacepinas disminuyen la respuesta ventilatoria a la hipoxia y a la
hipercapnia durante el suefio y también durante la vigilia lo que podria favorecer la aparicién
de un SAHS.

6) Posicion corporal. Algunos pacientes solo presentan un SAHS al adoptar la posicion de
decubito supino y todos los SAHS se agravan en esa posicion por lo que es mejor evitarla. Se
define un SAHS posicional cuando el IAH en decubito supino dobla al obtenido con el resto
de posiciones.

En la literatura médica existe una gran controversia en cuanto a la asociacion causal de
esta enfermedad con procesos tan frecuentes y tan relacionados con la comorbilidad en
las sociedades occidentales, sin embargo, la relacion de causalidad es hoy en dia el objetivo
fundamental de los trabajos de investigacion que se centran en este tema.

1.3.2. ETIOPATOGENIA DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO
Factores responsables del inicio de las apneas:

Para entender la etiopatogenia del SAHS es necesario recordar que el control de la ventilacién
se realiza por dos vias, la voluntaria y la automatica. La via automatica es la Unica que actla
durante el suefio y regula la ventilacion segun las necesidades del organismo a través de una
serie de receptores (quimiorreceptores y mecanoreceptores). Para ello, desde los centros
respiratorios se emiten una serie de estimulos dirigidos a dos grupos musculares: a) los
ventilatorios, responsables de la mayor o menor ventilacion pulmonar, y b) los que mantienen
abierta la luz de la VAS, con el objeto de mantenerla permeable durante la contraccion de los
musculos ventilatorios. Ambos grupos musculares deben estar adecuadamente coordinados
para que la ventilacion pulmonar sea eficaz. Durante la inspiracién, la contraccion de los
musculos ventilatorios provoca una presion pleural subatmosférica (negativa) que se
transmite a la faringe y permite la entrada de aire en los pulmones. En la region faringea, la
presion negativa intraluminal tiende a colapsar su luz. Sin embargo, la accion de los musculos
de la VAS que siempre es previa a la accion de los musculos ventilatorios, evita el colapso
(Figura 5). La génesis de las apneas obstructivas durante el suefio se debe a la conjuncion de
dos factores. Por una parte, factores anatémicos tales como la obesidad con cuello corto,
anomalias craneofaciales o hipertrofia amigdalar provocan una reduccion de la luz de laVAS y
la hacen mucho mas colapsable, hasta llegar a ocasionar el cierre completo®!. Por otra parte,
un factor funcional, debido a la alteracion de los mecanismos responsables de mantener la
VAS abierta. Un defecto en los mismos, producira apneas obstructivas, puesto que la presion
subatmosférica resultante de la contraccion de los musculos ventilatorios, colapsa la faringe
al no actuar adecuadamente los mecanismos que la mantienen abierta durante el suefio®
(Figura 5). Como consecuencia de la obstruccion faringea, se generan esfuerzos inspiratorios
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progresivamente mas acusados, que no hacen mas que mantener el cierre de la VAS, hasta
que se produce un microdespertar transitorio, se activan de nuevo los musculos de la
VAS y se produce el final de la apnea (Figura 6). En ocasiones, los factores anatémicos son
totalmente responsables de la presencia de apneas obstructivas y constituyen una indicacion
de tratamiento quirurgico. La distincion entre las apneas y las hipopneas, aunque tiene interés
epidemioldgico, carece de trascendencia clinica y ambos eventos tienen los efectos deletéreos
similares para el organismo y por ello se suman y se presentan juntas como el |IAH ya
mencionado. Sin embargo, desde el punto de vista etiopatoldgico existen diferencias marcadas
entre las apneas e hipopneas. Las apneas o cierre total de la VAS se debe fundamentalmente
a un colapso inducido por el tejido que rodea a la faringe junto a un déficit marcado de la
musculatura de la VAS. Es una obstruccion estatica. Las hipopneas en cambio, acontecen en
sujetos en los que la musculatura de la VAS es parcialmente deficiente y se cierra sélo en
parte, como consecuencia del propio esfuerzo inspiratorio que tiene tendencia a reducir la
luz faringea, pero no a colapsarla totalmente. Por tanto, cuando el balance entre las fuerzas y
sincronizacion que mantienen abierta la VAS y las que tienden a colapsarla se decanta hacia
estas Ultimas, se producen las apneas obstructivas.

\ \

Figura 5. Imagen de una respiracién normal continua donde los musculos de la VAS estdn relajados, y una respiracién
patoldgica debido a que los musculos de alrededor de la lengua y Gvula se relajan excesivamente bloqueando la VAS.

Factores responsables del final de las apneas

Como consecuencia de la obstruccion faringea, se generan cada vez esfuerzos inspiratorios
mas acusados, que no hacen mas que mantener el cierre de la VAS, hasta que el propio
esfuerzo respiratorio y/o la hiperemia que se produce como consecuencia de la apnea
provoca un microdespertar transitorio que es el responsable del final de la apnea. Este
microdespertar transitorio tiene un efecto dispar; por una parte es beneficioso, ya que induce
el final de la apnea, y por otra parte, deletéreo porque fragmenta el suefo, con lo cual deja de
ser reparador y en consecuencia produce un conjunto de sintomas diurnos, especialmente la
somnolencia y el cansancio.

Consecuencias fisiopatologicas
La secuencia de fendmenos que ocurren durante la noche en los pacientes con SAHS origina

una serie de cambios fisiopatologicos responsables de las principales manifestaciones clinicas
de la enfermedad. En la figura 6 se muestra como de un modo constante se repite siempre el



mismo ciclo: suefio, apnea, cambios gasométricos, microdespertar transitorio y fin de la apnea.
Durante la apnea y como consecuencia de la obstruccion de la VAS, se generan presiones
pleurales cada vez mas negativas, con el fin de vencer la obstruccion existente, lo que provoca
el aumento de la poscarga de ambos ventriculos. Los cambios gasométricos repetidos
producen vasoconstriccion pulmonar y sistémica, causa de hipertension arterial sistémica
y pulmonar que pueden incidir en que estos pacientes sufran de otras enfermedades
cardiovasculares, tales como la cardiopatia coronaria o accidentes vasculares cerebrales.

Figura 6. Secuencia de acontecimientos que se dan lugar en los episodios de apnea/hipopnea.

Las arritmias son frecuentes, especialmente episodios de arritmia completa por fibrilacién
auricular. En los sujetos obesos los cambios gasométricos nocturnos contribuyen de un
modo decisivo a la hipoventilacion diurna crénica. Las evidencias actuales demuestran que
los fendmenos hipoxia/normoxia, secundarios a los fendmenos de apnea/hipopnea, y su
finalizacion, son responsables de la aparicion de estrés oxidativo, la produccion de radicales
libres, la liberacion de mediadores inflamatorios y de fendémenos de apoptosis. Todos
estos mecanismos se traducen en un mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares,
cerebrovasculares y un exceso en la mortalidad que hacen que el SAHS sea considerado
como una enfermedad sistémica. Por otra parte, los microdespertares transitorios repetidos
son los responsables de la fragmentacion del suefio, que determina la mayoria de las
manifestaciones neuropsiquiatricas, como la somnolencia diurna y los trastornos cognitivos.

Asimismo, el descenso en los volimenes pulmonares que se produce durante el suefio,
sobre todo en las personas obesas, cualquier alteracion anatémica como malformaciones
oseas (micrognatia, retrognatia), o de las partes blandas (macroglosia, Gvula larga y flaccida,
paladar blando alargado), o la hipertrofia amigdalar®>* puede reducir el calibre de la luz
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faringea, predisponiéndola al colapso y a la aparicion de apneas®**¥. Ademas, se ha sugerido
que los factores genéticos que regulan los diversos factores de riesgo (obesidad, anomalias
maxilofaciales) podrian ser los responsables en el desarrollo de la patologia del SAHS, asi
como, el control de otros genes que inducen mediadores involucrados en las consecuencias
clinicas (somnolencia, hipertension arterial)®® (Figura 7).

FACTORES COMSECUEMCIAS
RIESGO
Craneofac
Hipertensién s
Obesidad HE Cardiovascular
APNEAS/ __ Somnolencla __ A
5.M.Central ad HIFOPHEAS Trastornos H
cognitivos
Control VA (20%) Otros S
(4%)

GEMES, mediadores
que determinan [a
susceptibilidad

Figura 7. Esquema de los factores implicados en el desarrollo del SAHS.

1.3.3. PROGNOSTICO DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

En estudios realizados en pacientes con SAHS, la tasa de mortalidad es mayor que en la
poblacién general, principalmente debido a eventos de origen cardiovascular®. Se observé
que un 55 % de estas muertes ocurrieron durante el periodo del suefio®. En estudios
observacionales se ha establecido una asociacion causal entre SAHS e hipertension arterial,
y una mayor asociacion en proporcion a la gravedad del SAHS*'. Ademas, el SAHS también
se asocia a un aumento del riesgo, entre 3 y 7 veces, de padecer accidentes de trafico y
laborales®®.

1.3.4. SINTOMATOLOGIA DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

Los sintomas mas frecuentes de las apneas obstructivas son tres: la somnolencia diurna, los
ronquidos nocturnos Y las apneas observadas por el companero/a de cama. Habitualmente, en
algunos casos se asocian trastornos cognitivos. Con frecuencia, estos pacientes han sufrido
accidentes de trafico, tienen antecedentes de hipertension arterial y cardiopatia coronaria
asi como despertares con sensacion de obstrucciéon de la VAS (asfixia) que suelen ser mas



percibidos por el compafero/a de cama. La sintomatologia nocturna y diurna se resume en la
tabla 3. Debe tenerse en cuenta que la excesiva somnolencia diurna es dificil de medir, tanto
objetiva como subjetivamente, y constituye un sintoma muy prevalente que afecta en torno al
20 % de la poblacion general, por lo que su evaluacion debe ser realizada con cuidado. El test
mas utilizado para valorar la somonolencia es el test de EPWORTH*,

Tabla 3. Sintomatologia asociada al SAHS.

. Sintomas Diurnos:
. Somnolencia diurna
. Incoordinacion motora y fatigabilidad matutina
. Cefalea matutina
. Irritabilidad
. Sequedad orofaringea
. Pérdida de memoria
. Sintomas Nocturnos:
. Apneas o pausas respiratorias
. Ronquidos y jadeos
. Somniloquia
. Interrupcién del suefio, suefio agitado

La exploracion fisica puede mostrar obesidad, cuello corto y, en algunos casos, retrognatia
(posicion del maxilar inferior por detras de la linea de la frente). La exploracion
otorrinolaringolégica puede revelar una faringe edematosa y pequefia y, en ocasiones,
amigdalas hipertroficas y también obstruccion nasal. A veces la Gvula es grande y presenta
petequias secundarias al traumatismo fisico del ronquido que se producen durante la noche.

1.3.5. DIAGNOSTICO DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

El SAHS puede ocurrir a cualquier edad (incluso en nifios a causa de amigdalas hipertroficas)
o en pacientes no obesos. En ocasiones el IAH puede ser muy elevado y los sintomas minimos.
El diagnostico definitivo se establece por la noche mediante la PSG, la cual implica grabaciones
continuas del suefio y de la respiracion. Las fases del suefio son determinadas mediante
el EEG, el EOG y el EMG. La respiracion se controla midiendo el esfuerzo respiratorio
(clasicamente por monitorizacion del movimiento del torax y del abdomen por pletismografia
de inductancia), el flujo de aire nasal y la SaO,. La monitorizacion adicional incluye ronquidos,
posicion corporal y ECG. Como ya se ha mencionado previamente la severidad del SAHS se
define por el IAH y por los sintomas asociados a la somnolencia diurna.

Actualmente, existen para el diagndstico sistemas de poligrafia simplificados que Unicamente
analizan variables respiratorias (poligrafias respiratorias) que pueden utilizarse tanto en
el domicilio como en el laboratorio del suefo, siendo muy Utiles para el diagnéstico en
muchos casos, especialmente para descartar SAHS en los casos de baja probabilidad y para
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confirmarlo en los de alta probabilidad. La PSG convencional tiende a reservarse para los
casos complejos o cuando la sintomatologia no concuerda con los resultados de la poligrafia
respiratoria. La oximetria es una técnica con la que se analiza la SaO, de modo continuo y
que permite priorizar a los pacientes. Se considera que un sujeto padece un SAHS cuando
junto a un IAH elevado se asocia una sintomatologia clinica compatible y/o complicaciones
asociadas a la enfermedad.

Las entidades con las que se plantea el diagnéstico diferencial aparecen en la Tabla 4.

Tabla 4. Diagnéstico diferencial del SAHS.

1. Disnea nocturna
* Insuficiencia cardiaca
* Asma bronquial
* Reflujo gastroesofagico
2. Hipersomnia y/o fatigabilidad excesiva diurna
» Sindrome de hipoventilacién alveolar
* Sindrome de apnea central del suefio
* Problemas neuroldgicos
*  Narcolepsia
*  Mioclonias nocturnas
* Mala higiene del suefio
3. Actividad motora nocturna excesiva

1.3.6. TRATAMIENTO DEL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL SUENO

El sintoma predominante del SAHS es la excesiva somnolencia durante el dia y es también el
motivo fundamental para iniciar tratamiento en la mayoria de casos, junto con la presencia de
comorbilidad y/o enfermedad cardiovascular.

Las alternativas terapéuticas disponibles en la actualidad para tratar el SAHS'® estan
encaminadas a:

1) Eliminar la obstruccion respiratoria completa o parcial (apneas o hipopnea) y la caida en la
SaO, en cualquier posicion corporal o fase del suefio.

2) Lograr que el paciente duerma bien, mejorando su calidad del suefio y disminuyendo
o eliminando los microdespertares transitorios, principales responsables de los sintomas
neurologicos.

Los dos pilares basicos del tratamiento son las medidas higiénico-dietéticas del suefio y la
presion positiva continua (CPAP) en la VAS. La cirugia maxilo-facial y la otorrinolaringologica
son Utiles en casos con anomalias especificas.



Las opciones terapéuticas de que se dispone en la actualidad son las siguientes:

1) Medidas higiénico-dietéticas*'“é: Permiten mejorar la sintomatologia, dormir suficientes
horas con un horario regular, abstinencia alcohdlica (fundamentalmente vespertina) y
tabaquica, pérdida de peso en sujetos obesos, tratamiento de la obstruccion nasal, evitar el
decubito supino durante el sueno, y la supresion de farmacos depresores del sistema nervioso
central (benzodiazepinas, narcéticos o barbituricos).

2) Dispositivos intraorales”: Estos producen un desplazamiento de la mandibula hacia
adelante, con lo que aumenta el espacio retrofaringeo y se evita la caida de la mandibula
y lengua hacia atras. Estan especialmente indicados en los sujetos sin obesidad moérbida y
que no padezcan apneas, fundamentalmente en supino. Su principal indicacion es el SAHS
leve-moderado y pacientes con SAHS grave que no toleran o rechazan la CPAP. Su mayor
inconveniente es que su aplicacion requiere, ademas de una unidad de suefio, la colaboracién
de un odontologo especializado. Su eficacia es superior al 50% en el SAHS, y entre el 70 % y
el 80 % en la roncopatia croénica.

3) Tratamientos quirdrgicos: Consisten en la cirugia otorrinolaringologica, fundamentalmente
la uvulopalatofaringoplastia o reseccion parcial del paladar. Ambas técnicas obtienen resultados
positivos en torno al 50 % de los casos, por lo que su utilidad practica es muy limitada. La
cirugia de adelantamiento maximo-mandibular obtiene mejores resultados pero, dada su
agresividad, no tiene mucha aceptacion. La cirugia maximo-facial en presencia de alteraciones
anatomicas en dichas areas debe ser considerada. La traqueotomia es de utilizacion muy
excepcional.

4) CPAP nasal: El desarrollo y evolucién de esta técnica ha permitido que el empleo de
CPAP por via nasal durante el suefio sea, actualmente, el tratamiento de eleccion del
SAHS*®4, obteniendo rapidamente mejorias objetivas y subjetivas en la calidad del suefio, en
las funciones cognitivas, en el nivel de atencion y en las mediciones de la calidad de vida, al
normalizar la arquitectura del suefo. La CPAP es mejor tolerada por los pacientes que los
dispositivos intraorales.

El beneficio de la CPAP se produce especialmente en pacientes con sintomas importantes y
un IAH >30 (Tabla 5). Cuanto mas grave es el SAHS, mas se benefician los pacientes de este
tratamiento®.

Tabla 5. Indicaciones de la CPAP.

IAH > 30 sin sintomas (individualizar)

IAH < 30 sintomatico no debido a otras entidades: CPAP y valorar respuesta

IAH > 30 con sintomas: CPAP

La CPAP no es un tratamiento curativo, lo que obliga a que su aplicacion tenga que ser
continuada. La aceptacion del tratamiento y su seguimiento es superior al 70 %, con un
cumplimiento medio superior a las 5 h por noche cuando se realiza un seguimiento intensivo®'.
Se considera buen cumplimiento cuando un paciente utiliza la CPAP mas de 4 h diarias.
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El objetivo del tratamiento con CPAP, es mejorar los sintomas del paciente, pero también
corregir todas las alteraciones fisiopatologicas. Cada paciente requiere una presion
determinada que obliga a un nuevo estudio conocido como titulacion de CPAP. Se aumenta
la presion hasta que desaparecen todos los eventos respiratorios. Aunque existen diferentes
equipos de CPAP, todos constan de un generador de presion, las tubuladuras, la mascarilla
nasal con valvula espiratoria y los arneses para la sujecion de la mascara (Figura 8).

Figura 8.Tratamiento con la méscara de CPAPR

Algunos pacientes que no toleran la CPAP debido a un aumento en la resistencia en la VAS
durante la espiracion, se benefician de aparatos de segunda generacion tales como la presion
positiva continua a dos niveles (BiPAP) en la VAS, la cual permite ajustes independientes
de las presiones inspiratorias y espiratorias. La presion positiva inspiratoria (IPAP) en la
VAS se inicia en respuesta a un bajo nivel de flujo inspiratorio generado por el paciente
(aprox. 40 ml/s). La presion cicla hasta el nivel de presion positiva espiratoria (EPAP) en la
VAS cuando el flujo inspiratorio cae por debajo del nivel umbral. Estos aparatos BiPAP se
ajustan para liberar EPAP hasta un nivel suficiente que prevenga el colapso de la VAS durante
la espiracion.Al iniciar el esfuerzo inspiratorio, un minimo flujo inspiratorio es suficiente para
suscitar la liberacion de un nivel predeterminado de IPAP, para prevenir el colapso de la VAS
asociado con la inspiracion. Un aumento del IPAP puede aumentar la permeabilidad de la VAS,
eliminando la hipopnea y la caida en la Sa0O,.

La modalidad de BiPAP puede utilizarse efectivamente en pacientes con SAHS, pero debido
al alto coste de los equipos, sélo se reserva para pacientes que no toleran o han tenido
complicaciones con la CPAP. Con este método, las presion media en la mascara es mas baja
que con CPAP por lo que el escape de aire alrededor de la misma es menos pronunciado.
Ademas esta menor presion tiende a minimizar el malestar toracico observado en algunos
pacientes con CPAP por el aumento de la resistencia en laVAS durante la espiracion.

Actualmente se han disefiado aparatos de CPAP que tienen la capacidad de auto-titulacion
(CPAP automaticas), es decir, que responden dinamicamente a los cambios en la resistencia
de la VAS del paciente, incrementando o disminuyendo la presion en respuesta a cambios en



la presion, flujo o incluso en las oscilaciones del ronquido, respondiendo asi a las variaciones
fisiologicas dadas por la posicion. Mediante la CPAP automatica se pretende disminuir los
niveles de presion requeridos durante el suefio y asi mejorar la comodidad del paciente.
A pesar de estas ventajas teoricas, el papel de la CPAP automatica alin no esta claramente
definido para el SAHS.

5) Otras estrategias terapéuticas: cirugia de derivacion gastrica de reduccién de peso en
pacientes con obesidad moérbida.

El inicio del tratamiento con cualquiera de las opciones terapéuticas mencionadas debera
siempre ir precedida de la aplicacion de medidas higiénicas del suefio y pérdida de peso si
procede.

El recientemente publicado Documento Nacional de Consenso sobre el SAHS que agrupa
multiples sociedades cientificas, junto con otros documentos publicados por la Sociedad
Espanola de Neumologia permiten resumir el tratamiento con CPAP del modo siguiente:

) En pacientes con un IAH > 30 que presenten sintomas relacionados con el SAHS,
comorbilidad grave o enfermedad cardiovascular, se deberan tratar con medidas higiénico-
dietéticas y CPAP. En caso que presenten alteraciones anatémicas manifiestas se considerara
la opcidon quirdrgica.

2) En pacientes con IAH entre 5 y 30, sin clinica acusada se aplicaran las medidas higiénico-
dietéticas del suefio y control de la evolucion.

3) En pacientes con sintomas secundarios al SAHS con IAH entre 5 y 30, una vez excluidas
otras enfermedades responsables de los sintomas se aplicaran las medidas generales antes
mencionadas y se considerara la prueba terapéutica con CPAP, comprobandose su eficacia
tras tres meses de tratamiento. En este grupo podran incluirse los pacientes con SRVAS, en
los que la prescripcion de tratamiento con CPAP dependera de la sintomatologia relevante.

4) En pacientes con un IAH > 30 sin sintomas referidos por el paciente o sus familiares o sin
enfermedad vascular asociada y/o comorbilidad, la eficacia de la terapia con CPAP no esta
plenamente demostrada en la actualidad, aunque las evidencias sugieren de manera creciente
que este tipo de pacientes estan sometidos a un elevado riesgo cardiovascular. Por ello, la
decision en estos casos debera ser individualizada y de acuerdo con el paciente. No obstante,
estos pacientes deberan seguir un control en una consulta especializada.

En la gran mayoria de los casos graves es prioritario iniciar el tratamiento con CPAP que
impide el colapso de la VAS (Figura 8). La mayoria de los pacientes la tolera perfectamente,
con una mejoria espectacular de su sintomatologia clinica y un aceptable cumplimiento del
mismo. Sin embargo, los datos disponibles evidencian que en Espana hay instaladas unas
288 CPAP/100 000 habitantes. Esta cifra implica que a pesar de los innegables avances de
los dltimos afos, ni siquiera se ha llegado a tratar al 10 % de los pacientes con SAHS en sus
formas mas graves.
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| 4. PATOLOGIAS ASOCIADAS AL SINDROME DE APNEA/HIPOPNEA DURANTE EL
SUENO

Durante el SAHS los cambios patologicos que se producen, tanto en el sistema respiratorio
como en el cardiocirculatorio, pueden tener importantes consecuencias sobre la evolucion
de los pacientes. Los cambios en la presion intratoracica, la hipoxia/normoxia y los
microdespertares transitorios son los principales factores responsables de los incrementos
de presion arterial que se producen hacia el final de cada apnea obstructiva, que finalmente
pueden dar lugar a la aparicion de efectos cardiovasculares agudos y cronicos (Tabla 6).

A medio plazo, el SAHS se asocia a una hiperactividad del sistema nervioso simpatico,
mediada por quimiorreceptores, y a una depresion del sistema parasimpatico, mediada por
barorreceptores, asi como a alteraciones endoteliales y de la coagulacion®. A largo plazo,
el SAHS se ha asociado a la hipertension arterial, la hipertension pulmonar, la cardiopatia
isquémica, las arritmias cardiacas, la disfuncion ventricular izquierda, la enfermedad
cerebrovascular y la aterosclerosis. La asociacion de los trastornos respiratorios durante
el suefio con las enfermedades cardiovasculares tiene gran importancia clinica, puesto que
condicionan el pronéstico y la evolucién de estas ultimas®.

Tabla 6. Posibles efectos fisiopatologicos del SAHS sobre el sistema cardiovascular®.

EFECTOS AGUDOS

Disminucién del aporte de oxigeno al miocardio

Hipoxia intermitente

Disminucion del gasto cardiaco

Incremento de la demanda de oxigeno del miocardio

Despertares transitorios

Activacion del sistema nervioso simpatico

Incremento postcarga del ventriculo izquierdo

Negativizacion de la presion intratoracica

Elevacion de la presion sanguinea

Aumento de la frecuencia cardiaca

Isquemia miocardica nocturna

Edema pulmonar nocturno

Arritmias cardiacas

EFECTOS CRONICOS

Alteraciones del sistema nervioso autbnomo

Activacion del sistema nervioso simpatico

Disminucion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca

Deterioro del control mediante barorreflejos de la frecuencia cardiaca

Hipertension arterial sistémica: nocturna y diurna

Efectos miocardicos

Hipertrofia ventricular izquierda

Disfuncion e insuficiencia ventricular izquierda

Disfuncion diastdlica ventricular derecha

Aumento de la agregabilidad plaquetaria y de la coagulabilidad

Incremento del riesgo de accidentes cardiacos y cerebrovasculares embdlicos y tromboticos




De esta forma, los trastornos respiratorios durante el suefio se sitlan como un nuevo factor
de riesgo cardiovascular (Tabla 6), con la trascendencia derivada de la elevada comorbilidad
de origen cardiaco y cerebrovascular propia de los paises desarrollados. Sin embargo, es
necesario considerar que entre el corazon y el pulmén existe una relacion reciproca durante
el suefio. Asi, mientras que los trastornos durante el suefo producen diversas alteraciones de
la funcion cardiaca, también a la inversa, las enfermedades cardiacas también pueden originar
importantes trastornos respiratorios durante el suefio.

Tanto el desarrollo de modelos animales para el estudio de la hipoxia intermitente aguda y
croénica, como las recientes iniciativas en investigacion clinica en pacientes con SAHS, han
permitido evaluar con mayor exactitud los mecanismos desencadenantes entre el SAHS vy el
dano vascular (Figura 9).

Clinica

APNEA/HIPOPMNEA,

4, Hipertension
De-oxigenacién Falle corenarie
Presiones Arritmias cardiacas
intratordcicas negativas Muerte sibita
Despertares Dafic cerebrovascular
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Desregulacion autondmica Obesidad
Estrés oxidativo Género masculing
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Sindrome metabolico
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Figura 9. Esquema de los factores implicados que correlacionan el SAHS en el desarrollo de enfermedades vasculares.

La caracteristica principal del SAHS es la oscilacion repetida en la SaO, durante el suefio,
lo que produce una exposicién crénica a la hipoxia intermitente. Esta condicion de hipoxia
intermitente a lo largo de todo el periodo del suefio se cree que es la responsable de las
consecuencias clinicas derivadas del SAHS*>*". Sin embargo, los mecanismos por los cuales la
hipoxia intermitente da lugar a un dano vascular en el SAHS son desconocidos.

Se han propuesto un gran numero de mecanismos por los que el SAHS produce efectos
cardiovasculares agudos y cronicos (Figura 9). Uno de los principales mecanismos
desencadenantes se cree que es de origen neurogénico (Figura 10). Se ha descrito que el
cese de flujo de aire que resulta en hipoxemia e hipercapnia, conduce como consecuencia
a la activaciéon de quimiorreceptores®. Esto a su vez provoca un aumento en la actividad
simpatica vascular, asi como en el nivel de catecolaminas circulantes, con el consiguiente
aumento de la resistencia vascular periférica. La vasoconstriccion generada en la vasculatura
periférica y el aumento del gasto cardiaco producido por los cambios en las presiones
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intratoracicas al final de la apnea, produce aumentos repentinos en la presion arterial®®. Estos
efectos hemodinamicos agudos del SAHS también son evidentes en la circulacidén cerebral®™
¢!, Otros posibles mecanismos descritos en pacientes con SAHS que también provocan la
hipertension crénica, incluyen alteraciones en los barorreceptores®, la disfuncion endotelial®?,
el aumento de la endotelina®® y la disminucion de 6xido nitrico (NO)®¢’. Ademas el SAHS
puede desencadenar aterosclerosis ya que se ha observado una elevada prevalencia de SAHS
en pacientes con enfermedad en la arteria coronaria, y porque los pacientes con SAHS
también muestran un aumento de marcadores de aterosclerosis sistémica®®¢’. Es probable que
existan multiples mecanismos que aumenten el riesgo de aterosclerosis en el SAHS, como el
estrés oxidativo®, la activacion simpatica y la disfuncion endotelial. Por otro lado, es de gran
interés la asociacion entre el SAHS y la inflamacion. Los procesos inflamatorios desempefan
un papel fundamental en el inicio y la progresion de los procesos aterogénicos. Algunos
mediadores inflamatorios, como la proteina C reactiva (PCR), participan directamente en
el dafio endotelial y en la aterogénesis. Diferentes estudios sugieren que el SAHS induce un
estado inflamatorio que se acompafa de aumento de la PCR?!|y de diferentes moléculas de
adhesion, asi como el aumento de la expresion de las moléculas de adhesion en los leucocitos
y su mayor adhesion a las células endoteliales’”*. Por lo tanto, la inflamacién sistémica
podria explicar, en parte, la asociacion epidemioldgica entre el SAHS y el desarrollo de la
aterosclerosis.

Algunos datos epidemiologicos sugieren que el SAHS esta relacionado de forma
independiente con un aumento de probabilidades de sufrir infarto de miocardio’, arritmias
cardiacas’, hipertension pulmonar'77778, asi como tromboembolismo venoso’®. Muchos
de estos resultados son aun controvertidos, de manera que su etiologia, fisiopatologia y
significacion clinica tendran que ser confirmados en futuros estudios.
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Figura 10. Principales mecanismos desencadenantes en el SAHS.



En este sentido, Lavie® propuso estudiar 4 mecanismos potencialmente candidatos a inducir
lesion vascular: a) estrés oxidativo y radicales libres; b) inflamacién; c) disfuncion endotelial; y
d) valoracion de la angiogénesis. Tal como muestra la figura 10, la hipdtesis global se basaba
en el siguiente razonamiento: las apneas/hipopneas, a través de los esfuerzos musculares
realizados o como consecuencia de los episodios de hipoxia/normoxia, dan lugar a un
aumento de oxidasas y a una disfuncion mitocondrial que impulsan un marcado incremento
de radicales libres y otros mediadores. Estos, dan lugar a una activacién de los factores de
transcripcion redox sensibles, como el factor inducible de hipoxia (HIF-1), el factor nuclear
kappa B (NF-xB) y la proteina de activacion | (AP-1), que a su vez inducen la expresion génica
de mediadores inflamatorios, responsables de un proceso inflamatorio. Se activan las células
endoteliales, contribuyendo al aumento de adhesion entre éstas y los leucocitos, aumenta
la angiogénesis y como consecuencia final dan lugar a la lesion vascular y al desarrollo de la
patologia cardiovascular. El conocimiento de los mecanismos implicados en la patogénia del
SAHS permitira abrir la posibilidad a nuevas opciones terapéuticas.

|.4.1.ACTIVACION SIMPATICA

Como se ha comentado anteriormente, se piensa que la hipoxia intermitente estimula la
actividad quimioreceptora, incrementando la actividad del sistema nervioso simpatico, el cual
lleva a la vasoconstriccion y, potencialmente, a la hipertension sistémica. La figura || muestra
un diagrama esquematico tedrico que resume las vias por las cuales la hipoxia intermitente
puede llevar a hipertension. Como la actividad del sistema nervioso simpatico permanece
elevada después de la eliminacién de la hipoxia®, se piensa que la hipoxia intermitente
desnivela la actividad simpatica e incrementa la respuesta a las subsiguientes hipoxias®'#.
La elevada actividad del sistema nervioso simpatico resulta en la activacion del musculo liso
vascular, dando lugar a vasoconstriccion y a un aumento de la presion sanguinea sistémica®.
Ademas, la elevada actividad del sistema nervioso simpatico se cree que regula la produccion
de angiotensina Il por estimulacion de la produccion de renina en el rifidn®. La angiotensina Il
es un potente vasoconstrictor, importante en la regulacion de la presion sanguinea sistémica.
Existen otros mecanismos que podrian dar lugar a la alteracion de la funcion vasoconstrictora
y a la hipertension sistémica, tales como la alteracién barorefleja®® y el aumento en la
produccién del vasoconstrictor Endotelina- |44,

El sistema renina-angiotensina esta altamente involucrado en el control de la presion
sanguinea sistemica. La renina que se produce en los rifiones convierte al angiotensindgeno
en angiotensina |, la cual a su vez es convertida en angiotensina Il por la enzima convertidora
de angiotensina, que es el mediador vasoactivo®. La angiotensina Il circulante tiene dos
efectos: a) causa vasoconstriccion y b) estimula el cortex adrenal para secretar aldosterona®.
La aldosterona disminuye la secrecion de sodio causando retenciéon de agua, fendémeno
importante en el control del volumen sanguineo y de la presion sanguinea®. En este sentido,
se ha demostrado que la angiotensina Il esta aumentada en pacientes con SAHS, dando lugar
a una respuesta vasoconstrictora que probablemente contribuya a la hipertension secundaria
observada en aproximadamente en el 50 % de pacientes con SAHS®”# (Figura | 1).
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Figura | I. Diagrama esquemético de las vias de hipdtesis por las cuales la hipoxia da lugar a hipertension.

Moller y col. observaron que pacientes con SAHS mostraban valores altos en la presion
sanguinea, tanto diurnos, como nocturnos, y elevados niveles en plasma de angiotensina Il y
aldosterona®. La terapia con CPAP redujo la presion sanguinea y se asocid a una disminucién
de la actividad del sistema renina-angiotensina. Por otro lado, se ha descrito que pacientes
con SAHS muestran mas sensibilidad al vasoconstrictor angiotensina I1¥7.

Otro posible mecanismo que da lugar a la alteracion de la funcion vasoconstrictora incluye
la Endotelina-1 (ET-1), un neuropéptido vasoconstrictor el cual se produce por la enzima
convertidora de la endotelina desde el péptido precursor, la ET-1 grande® (Figura 11).La ET-1
se produce en las células del endotelio vascular en respuesta a la hipoxia y reduce la viabilidad
del NO, esto puede ser responsable de un aumento en la produccién de la ET-1. Diferentes
estudios han demostrado que en pacientes con SAHS la ET-1 no esta elevada en plasma, pero
sila ET-1 grande, y que la terapia con CPAP reduce los niveles plasmaticos de ET-1 grande®'*2.

Por otro lado, los pacientes con SAHS presentan una elevada actividad del nervio del misculo
simpético®®®, un aumento en los niveles plasmaiticos de catecolaminas™ y tienen reducida
la respuesta vascular a- y B-adrenérgica®, lo que sugiere una regulacion funcional de los
receptores simpatoadrenérgicos vasculares.

Los modelos animales han sido utilizados para demostrar que la hipoxia intermitente altera
la respuesta adrenérgica vascular®. Fletcher y col. estudiaron intensamente en un modelo de
rata los efectos de la hipoxia intermitente en el desarrollo de la hipertension y el papel del
sistema nervioso simpatico, quimioreceptores periféricos y el sistema renina-angiotensina
en esta respuesta®” . Primero determinaron que la hipoxia intermitente da lugar a un
incremento de 13 mmHg en el valor de la presion arterial sanguinea'®. Ademas, demostraron
que el bloqueo del receptor angiotensina-1 con losartan prevenia el aumento de la presion
arterial que tiene lugar después de la hipoxia intermitente® y que la supresion del sistema
renina-angiotensina prevenia el incremento en la presion arterial sanguinea®. Este trabajo
generd la sospecha de que la hipertension producida en el SAHS podia ser el resultado de la
sobreactividad del sistema adrenérgico y del sistema renina-angiotensina.



1.4.2. ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR RADICALES LIBRES

Desde un punto de vista quimico, los radicales libres son moléculas, iones o atomos que
contienen uno o mas electrones desapareados. Debido a este electron desapareado, los
radicales libres pueden captar o ceder electrones muy facilmente, lo que les confiere una gran
capacidad reactiva. Cuando estos radicales libres contienen oxigeno se denominan radicales
libres de oxigeno (RLO). La toxicidad de los RLO esta asociada con su alta reactividad con un
no-radical, dando lugar a metabolitos mas o menos reactivos que el original. Existen tres RLO
principales: el ion superdxido (O,), el peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo
(OH"). El H,0, no es estrictamente un RLO ya que no tiene un electrdn libre, pero se
considera junto con los RLO por su capacidad de formar radicales hidroxilo.

El estrés oxidativo puede producirse como consecuencia de un incremento de la exposicion a
oxidantes o del descenso de la proteccion contra estos oxidantes; ambos problemas pueden
ocurrir simultineamente'®'. De hecho, se define el estrés oxidativo como un desequilibrio
entre la produccién de RLO y la proteccion antioxidante'®'%. El estrés oxidativo, provocado
por cualquiera de estas causas, puede causar dafio a proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos
nucleicos. De este modo, enzimas y proteinas estructurales, membranas, glicidos simples y
compuestos,ADN y ARN, son todos ellos susceptibles de sufrir dafio oxidativo'®"1%1%4,

Los sistemas biologicos poseen varios mecanismos productores de estas especies reactivas.
Dentro de los sistemas endogenos, uno de los mecanismos mas importantes de produccién
de radicales libres es la cadena de transporte de electrones mitocondrial, concretamente la
denominada reduccion monovalente o incompleta del O, " -que representa entre un 3 % y un
5 % del total- en la que el O, va captando electrones de forma secuencial, y va generando
especies reactivas. Ademas de este mecanismo existen otros muchos, de origen endogeno,
que forman radicales libres, como son fundamentalmente los mecanismos de accion
bactericida de los leucocitos y los macrofagos, el metabolismo peroxisomal de los acidos
grasos y las reacciones del citocromo P450'%.

Las apneas recurrentes inducen hipoxia y normoxia repetidas durante el suefo, lo que
genera una gran cantidad de RLO®. El estrés oxidativo que acompafa a un proceso de
hipoxia/normoxia es la consecuencia del desequilibrio entre el aumento de la produccién
de RLO por parte de los sistemas generadores de RLO y la falta de eficacia de los sistemas
antioxidantes para neutralizarlos. Los RLO dan lugar al desarrollo del estrés oxidativo, el cual
regula la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), la pérdida de viabilidad del NO y

r.56

la respuesta inflamatoria vascular’¢, jugando un papel critico en la patogénesis de la disfuncién

endotelial.

Hay muchas evidencias del gran impacto que suponen los RLO en el desarrollo del dafo
endotelial debido a la activacion de las células endoteliales y los neutrofilos, responsables
de la produccién de RLO como consecuencia de la hipoxia/normoxia®®'%'%_ El nimero de
marcadores de estrés oxidativo asi como sus niveles, se relacionan con la severidad del
SAHS!'%®!1% En un estudio realizado en pacientes con SAHS se observaron incrementos en
la oxidacién de LDL y peroxidacién lipidica, comparado con sujetos control'®. Asimismo,
otro estudio clinico demostré un aumento en los niveles de peréxidos lipidicos en sangre en
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pacientes con SAHS'”. Ambos estudios mostraron que el tratamiento con CPAP es efectivo
suprimiendo los cambios en el estado redox asociados con el SAHS'%!%%,

En condiciones basales, las defensas contra el estrés oxidativo son suficientes para
contrarrestar la peroxidacion lipidica que se produce en el organismo, pero cuando el
pulmén es sometido a un proceso de hipoxia/normoxia, la peroxidacion lipidica se ve

" La disminucion

aumentada y puede sobrepasar la capacidad de los sistemas antioxidantes
de fosfolipidos, consecuencia de la peroxidacion lipidica, conduce a una alteracion de la
membrana plasmatica''2. Ademas, ciertos productos producidos en este proceso, como el
malondialdehido, 8-didroxi-2"-deoxiguanosina y 4-hidroxinonenal, pueden influir en el proceso

de acumulacion de neutréfilos e inducir necrosis''>.

Ademas de la formacion de RLO, la hipoxia/normoxia da lugar a la activacion de factores de
trascripcion redox-sensibles implicados en el SAHS como el NF-kB y el HIF-1'%1'4 Este seria
un mecanismo indirecto de induccién de dafo vascular por parte de los RLO.

1.4.3. PROCESO INFLAMATORIO

Desde que se reconocioé que la ateriosclerosis es un proceso inflamatorio croénico, se han
desarrollado numerosos estudios clinico-epidemiolégicos que han intentado identificar
algin marcador plasmatico de inflamacion que pudiera utilizarse, al mismo tiempo, como un
marcador del proceso aterogénico y de sus complicaciones. La mayoria de los estudios se han
centrado en el andlisis de las proteinas reactantes de fase aguda, como son la PCR, algunas
citocinas (TNF, IL-1 y IL-6), algunas moléculas de adhesién solubles (P-selectina, VCAM y
ICAM) y la determinacion de factores de transcripcion (NF-kB, HIF-1)'!5-118,

1.4.3.1. REACTANTES DE FASE AGUDA
Proteina C reactiva

La PCR es una proteina de fase aguda sintetizada principalmente por el higado. En situaciones
de inflamacion o de infeccion aguda aumenta su concentracion plasmatica hasta | 000 veces
por encima de su valor basal. La sintesis hepatica de la PCR esta directamente regulada por
citocinas, fundamentalmente por la IL-6. Los niveles de PCR son un indice mas objetivo
del estado inflamatorio que la determinacion de esta citocina o de otras que también
inducen su sintesis (TNF-a, IL-1), ya que la PCR no experimenta variaciones circadianas.
Numerosas evidencias subrayan el papel de la PCR como un factor independiente de riesgo
cardiovascular en diferentes grupos de poblacion: sujetos sanos, enfermos con una angina
estable y pacientes con una enfermedad coronaria aguda''”!''*'%%, Las concentraciones séricas
de la PCR se relacionan directamente con factores vinculados al riesgo cardiovascular (la
edad, el tabaquismo, el indice de masa corporal, la hipertension arterial, la colesterolemia,
la homocisteinemia)'?'"'2. Asi pues, independientemente de su capacidad proaterogénica



intrinseca, todos estos factores deben tenerse en cuenta al valorar la PCR de cada paciente.
Dos estudios diferentes demostraron que pacientes con SAHS presentaban un aumento
de los niveles de PCR”7'. En el trabajo de Yokoe y col. se observod, ademas, una correlacion
positiva entre las concentraciones plasmaticas de PCR y de IL-6 en los pacientes estudiados’'.
En este mismo sentido, otro estudio clinico detecté que las concentraciones de PCR estaban
significativamente aumentadas respecto a las del grupo control Unicamente en los pacientes
con SAHS que eran obesos'?*. Estos resultados indican que la obesidad podria ser el principal
desencadenante de la respuesta inflamatoria, que a su vez podria verse potenciada por la
repeticion de los episodios de hipoxia/normoxia caracteristicos del SAHS. En resumen,
estas observaciones destacan la importancia de controlar el factor de confusion que tiene
la obesidad en estos estudios, asi como la presencia de otros posibles factores de riesgo
cardiovascular, que pueden dificultar la interpretacion de los resultados hallados para estos
marcadores de inflamacion en los enfermos con SAHS.

1.4.3.2. CITOCINAS

Las citocinas son un grupo de péptidos de bajo peso molecular, no estructurales, solubles,
generalmente glicosiladas, que comparten varias propiedades y funciones:

Son producidas por una amplia variedad de células, en concreto células del sistema
hematopoyético como linfocitos, monocitos y macrofagos, en respuesta a diferentes
estimulos.

* Son sintetizadas durante las fases efectoras de la inmunidad natural y especifica.

* Promueven y regulan la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Intervienen en la
hematopoyesis y en la remodelacion de los tejidos y participan en la regulacion del
metabolismo intermediario y en el balance calérico.

* Su secrecion es breve, autolimitada y no se almacenan como moléculas preformadas.
Su sintesis comienza por una nueva trascripcion genética transitoria.

* Acttan sobre diferentes tipos celulares, propiedad que se conoce como pleiotrofismo
y 2 menudo, tienen efectos diferentes sobre la misma célula diana.

* Son funcionalmente activas a muy bajas concentraciones. Inician su accién al unirse
a receptores especificos de la membrana de la célula diana. Esta puede ser la misma
célula que secreta la citoquina (accion autocrina), una célula proxima (accion paracrina)
o bien una célula distante a la que llega a través de la circulacion (accion endocrina).

* La expresion de los receptores de las citocinas esta regulada por su presencia, ya sea
de la misma citocina o de otra, e intervienen como integrantes de un sistema funcional
con interconexiones en cascada y circuitos de retro-alimentacion positivos o negativos,
ya que generalmente no acttan solas.
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* Diferentes tipos de citocinas pueden ser secretados por una misma célula frente a
un mismo estimulo. Asimismo, inducen la sintesis de otras citocinas sobre la célula en
la que ejercen su efecto y actian modulando positiva o negativamente el niumero y la
afinidad de los receptores de otras citocinas y la expresion de sus propios receptores.
Sus acciones potencian, cooperan o interfieren el efecto de otras citocinas.

Existen diferentes denominaciones y clasificaciones de las citocinas seglin la actividad biologica
y las células que las producen (tabla 7).

Tabla 7. Clasificacion de las citocinas.

Grupo general Ejemplos
Interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-8....
Interferones (IFN) IFN-a, IFN-f...
Factores de necrosis tumoral (TNF) TNF-a, TNF-f...
Factores de estimulacion de colonias (CSF) GM-CSF M-CSF..
Proteinas inflamatorias de macroéfagos (MIP) MIP-1a, MIP-1f...
Factores de crecimiento (GF) Fibroblasto-GF..

En el sistema nervioso central las citocinas actian modulando distintos procesos
potencialmente importantes en el SAHS, como el sueno, el apetito, el control ventilatorio
y la termorregulacion. El sistema nervioso central no sélo responde a los cambios en las
concentraciones periféricas de las citocinas, sino que estas Ultimas también se producen y
acttan en el propio sistema nervioso central.

En un proceso de hipoxia se encuentran implicadas numerosas citocinas, hecho que contribuye
a la gran complejidad de esta patologia; las citocinas que se expresan en este proceso
pueden ser pro- o anti-inflamatorias. Las citocinas proinflamatorias que se encuentran mas
comunmente implicadas en la hipoxia son el TNF-a y la IL-1, ambas tienen potentes acciones
proinflamatorias. Las dos inducen la sintesis de la quimiocina IL-8'* y regulan la expresién de
moléculas de adhesidn, promoviendo interacciones entre leucocitos y células endoteliales'?,

lo que produce una liberacion mayor de citocinas.

El estudio de las citocinas en los pacientes con SAHS tiene interés por varias razones. En
primer lugar, porque actualmente puede considerarse a ciertas citocinas como factores
relacionados con la regulacién fisiolégica del suefio'?'%. En este sentido, existen estudios que
indican que la alteracién en el patrén circadiano normal en la secrecion de algunas citocinas,
con aumento de su produccion durante el dia, podria ser un mecanismo importante en el
desarrollo de la somnolencia diurna y de la fatiga crénica excesiva que presentan los pacientes
con SAHS. En segundo lugar, diversas investigaciones han apreciado una asociacion entre
el indice de masa corporal y los niveles circulantes del TNF-a y de la IL-6. Esta asociacion
también se ha puesto de manifiesto en el SAHS, junto con el posible efecto independiente de
la obesidad sobre la secrecion de dichas citocinas en estos enfermos. Por Gltimo, también se
ha sugerido que las citocinas juegan un papel como marcadores de la respuesta inflamatoria
en la valoracién del riesgo cardiovascular en el SAHS'?. Sin embargo, el factor de confusidn



que significa la obesidad, asi como la presencia de otros factores de riesgo cardiovascular,
dificultan la interpretacion de los resultados. Por tanto, es necesario profundizar en el estudio
de este campo, para poder delimitar la trascendencia bioldgica de estas citocinas como
marcadores de inflamacion y asi, establecer el papel real de las mismas como indicadores de
los diferentes procesos asociados al SAHS.

En los pacientes con SAHS se han detectado trastornos en el perfil circadiano de varias
citocinas, senalandose diversos mecanismos a través de los cudles se podria ver alterado
este ritmo de secrecion: a) la fragmentacion del suefo; b) la hipoxia intermitente; c) el
estrés oxidativo generado por la liberacion de radicales libres secundarios a los episodios de
hipoxia/normoxia; d) la respuesta de “alerta” originada por el despertar que sigue a la apnea.

Interleucina |

Existen 2 tipos de IL-1, la IL-la y la IL-13. Ambos pertenecen a la misma familia, junto a
su antagonista (el IL-1ra), que actia como un inhibidor competitivo de la IL-1. La IL-I es
producida principalmente por los monocitos, los macroéfagos y los linfocitos, aunque también
es sintetizada por las células epiteliales, endoteliales y por los astrocitos en el sistema
nervioso central. La IL-1f es la forma predominante que se detecta en el plasma y en los
liquidos tisulares'®. La IL-1 es una molécula proinflamatoria, que contribuye al crecimiento
celular y a la remodelacion de los tejidos. Promueve la respuesta inmune antigeno-especifica y
actlia de forma sinérgica con otras citocinas, como el TNF-a, compartiendo la capacidad para
producir fiebre e inducir la sintesis hepatica de proteinas plasmaticas de fase aguda'3'.

Los estudios experimentales de Krueger y col.'®,

realizados con conejos, pusieron de
manifiesto diversas observaciones: a) los efectos de la IL-1 sobre el suefio son dosis-
dependientes; b) la IL-] produce un incremento del suefio profundo (estadios Il y IV) y
suprime el suefio REM; c) estos efectos son especificos de esta proteina; d) ademas, son
independientes del efecto pirogénico de esta citocina. Los efectos somatogénicos de la IL-|
también se han detectado en otras especies animales, constatandose un patrén de respuesta
circadiano'®3'%, Por otro lado, también se ha observado que la IL-I participa en la regulacion
fisiolégica del suefo'*”'*® |o que sugiere un papel importante en la respuesta a la deprivacion

y alteracion del mismo!'3%!4!,

Factor de necrosis tumoral
EITNF es una proteina soluble que tiene dos isoformas:

El TNF-a. o caquectina, producido principalmente por los monocitos y los macrofagos, y el
TNF-B o linfotoxina, producido principalmente por los linfocitos. Estudios mas recientes
demostraron que la expresion y la sintesis de esta sustancia puede observarse en células
extrainmunitarias, como las del musculo esquelético y cardiaco, las del tejido adiposo y las
del cerebro'*!®3 | a sintesis del TNF-a se induce principalmente por endotoxinas bacterianas,
antigenos fungicos y virus, lo que subraya la importancia de esta citocina en la infeccion y la
inflamacion. EI TNF-o tiene funciones similares a las de la IL-I. Participa en la estimulacion
de la respuesta inmune, aumenta la expresion de moléculas de adhesion a nivel endotelial
y estimula la sintesis de otras citocinas inflamatorias, como la IL-1, la IL-6 o el IFNYy. In vivo,
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la administracion del TNF-a induce importantes cambios fisioldgicos: produce dano tisular,
cambios metabolicos e incrementa la actividad procoagulante del endotelio, favoreciendo la
coagulacion intravascular y la trombosis capilar. Por otro lado, los mecanismos biologicos y
moleculares a través de los que el TNF-a puede regular el peso corporal son: la induccion de
la resistencia insulinica, la inhibicion de la actividad y la expresion de la lipoproteinlipasa, y la
modulacién de los niveles de leptina. El hecho de que el TNF-a pueda intervenir y modular, de
forma directa o indirecta, estos tres mecanismos confiere una especial relevancia al estudio de
esta citocina en el conocimiento de la fisiopatologia de la obesidad en los seres humanos'*.

En distintas especies animales se ha detectado un aumento del suefo profundo, acompanado
de una reduccién en el sueio REM, tras la administracion del TNF, mientras que el bloqueo
de esta citocina con anticuerpos anti-TNF reduce el suefio profundo. Las interacciones entre
la IL-1 y el TNF-o. parecen importantes en la regulacion del suefio'. Por ejemplo, los efectos
de la IL-1 sobre el suefio se atenlian si previamente se administra un antagonista del TNF
Lo mismo ocurre con la accién del TNF, que puede inhibirse con un antagonista de la IL-1'%.
En los seres humanos, los niveles plasmaticos del TNF-a exhiben un patrén circadiano y las
concentraciones mas elevadas se detectan durante la noche'**!%,

Interleucina 6

La IL-6 es una citocina pleiotropica con numerosas funciones fisiopatoldgicas'*!*, Se sintetiza
principalmente por células inmunitarias, como monocitos o linfocitos, aunque también en
otros tipos celulares como los fibroblastos, las células endoteliales o los adipocitos!''8!47-149,
Es, junto al TNF-au y la IL-1, un mediador clave en la respuesta de fase aguda de los procesos
inflamatorios'*. Probablemente también es el mayor inductor fisioldgico de la sintesis de las
proteinas que forman parte de esta respuesta, como el fibrinogeno y la PCR.Tiene, ademas,
importantes funciones endocrino-metabolicas, como la estimulacion de la liberacion de
corticosteroides durante la inflamacion y la regulacion del metabolismo 6seo, al actuar
sobre el desarrollo y la funcion de los osteoblastos y los osteoclastos. Se considera como
una “hormona de estrés” por su correlacion con los niveles de catecolaminas circulantes
y la posibilidad de inducir su secrecion a través de los receptores f3-adrenérgicos. También
participa en la secrecion de la vasopresina y de la hormona del crecimiento, ademas de
incrementar la temperatura corporal y actuar inhibiendo la funcion tiroidea'#'!.

El papel de esta citocina en la regulacion fisiologica del suefio se ha estudiado menos que
el de las dos citocinas expuestas anteriormente y los resultados no son concluyentes. Sin
embargo, el patrén circadiano que exhiben los niveles plasmaticos de esta citocina, junto a la
deteccion de una mayor elevacion de esos niveles durante el dia, en pacientes con trastornos
que cursan con somnolencia diurna excesiva, sugiere la implicacion, directa o indirecta, de

esta sustancia en tales alteraciones's2'%3,

La alteracion del patrén circadiano normal de ciertas citocinas somnogénicas, con aumento
de su secrecion durante el dia, podria ser un mecanismo implicado en el desarrollo de la
somnolencia diurna excesiva y de la fatiga crénica que presentan los pacientes con SAHS'S*!55,



| 4.3.3. MOLECULAS DE ADHESION

La respuesta inflamatoria se caracteriza, en primer lugar, por una dilatacion de los vasos
para incrementar el flujo sanguineo. A continuacion, se producen una serie de cambios
estructurales en la vasculatura que acaban con la migracién de los leucocitos a través del
endotelio. Los leucocitos circulantes son reclutados hacia las areas de inflamaciéon por un
proceso que requiere la interaccion leucocito-endotelio a través de las llamadas moléculas de
adhesion.

El mecanismo se divide en cuatro etapas: rodamiento o rolling, adherencia, activacion y
extravasacion al interior del tejido (Figura 12). El inicio de la interaccién entre los neutrofilos
circulantes y el endotelio, comporta el desplazamiento de los neutroéfilos de la corriente de
células sanguineas hacia la pared del vaso y el subsiguiente rodamiento de éstas a lo largo del
endotelio.

— Integrinas
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Figura 12. Secuencia de acontecimientos en el proceso de infiltracion de neutrdfilos.

Esta fase inicial esta regulada por las selectinas: familia de receptores de membrana que
comparten un dominio lectina extracelular en el extremo amino-terminal, seguido de un
dominio homologo al factor de crecimiento epidérmico y de 2 a 9 secuencias consenso
repetidas. Se insertan via hidrofébica a un dominio transmembrana y tienen una pequena cola
citoplasmatica'*¢ (Figura 13).

La mas pequena de las selectinas, la L-selectina se expresa en neutréfilos y su ligando sélo
se encuentra en el endotelio activado. La P-selectina se expresa en plaquetas y en células
endoteliales activadas. La E-selectina se expresa en el endotelio (Figura 13). La expresion
de estas moléculas tiene lugar muy rapidamente en respuesta a diferentes estimulos. La
P-selectina es la selectina mas importante implicada en el rodamiento de los neutrofilos,
hasta incluso, en ausencia de la L-selectina puede ejercer su accion. Aunque fue inicialmente
identificada en los llamados granulos o de las plaquetas, también se encuentra de forma
constitutiva almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales. En
respuesta a un estimulo activador, la P-selectina es movilizada hacia la membrana celular,
expresandose en la superficie endotelial pocos minutos después de la activacion del
endotelio. Posteriormente, la P-selectina puede ser otra vez dirigida hacia el interior de la
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célula y reutilizada, o bien puede desprenderse y ser liberada al plasma, dando lugar a la P-
selectina soluble, que puede ser cuantificada. Las células endoteliales, ademas de movilizar
hacia su superficie los depésitos de P-selectina preformada, pueden también sintetizar de
nuevo P-selectina, activando la transcripcion, en respuesta a determinados estimulos como la
endotoxina o ciertas citocinas. Esta sintesis se traduce en un segundo pico de expresion, que
se detecta en la superficie de las células entre 4 h y 5 h después del estimulo. En cambio, la E-
selectina no se encuentra de forma constitutiva en la superficie de las células endoteliales. Al
no existir E-selectina preformada, la sintesis y la expresion de esta molécula esta totalmente
regulada a nivel transcripcional'”, y puede ser detectada en la superficie de las células a las
2 h de un estimulo como la IL-1 o el TNF-a.. A diferencia de las dos anteriores, la L-selectina
es una molécula de adhesion leucocitaria. Las interacciones entre la L-selectina y el endotelio
no requieren la activacion del leucocito, ya que la L-selectina se expresa en su superficie
de manera constitutiva. La L-selectina se ha implicado en los fendmenos de adhesién de
los neutrdfilos a las células endoteliales ya activadas, pero no a las células endoteliales
quiescentes. Este hecho hace suponer que el ligando de la L-selectina no se encuentra en la
superficie endotelial de forma constitutiva y que, en cambio, se expresa como resultado de la
activacion de estas células. Su funcidn esta controlada por la aparicién de sus ligandos'*. Los
receptores de las selectinas son proteinas de tipo mucina, con numerosas cadenas laterales
glucosiladas que sirven de soporte a los tetrasacaridos sialil-Lewis X (sLe) y sialil-Lewis A
(sLe?), con actividad de ligando por el dominio lectina comin de las tres selectinas.
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Figura |3. Estructura de las selectinas.

La adherencia de los neutrofilos a la superficie endotelial esta mediada por la interaccion
entre moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (moléculas de adhesién diferentes
a las selectinas), expresadas en la superficie del endotelio y las integrinas en los neutrfilos.
Las integrinas son proteinas heterodimeras que resultan de la unién no covalente de dos
subunidades o y (. En los neutrdfilos, se expresan Unicamente un tipo determinado de
integrinas: 3, como resultado de la union de una subunidad f (llamada CD 18), con una
de las tres posibles subunidades a, como CDIla, CDIIb y CDIlc. La superfamilia de las
inmunoglobulinas incluye numerosas moléculas, de las cuales 4 se expresan en la superficie
de las células endoteliales y participan en la adhesion de los neutrdfilos, como las moléculas
de adhesion intracelular (ICAM-I y ICAM-2), la molécula de adhesién plaqueta-célula



endotelial (PECAM-1) y la molécula de adhesion célula vascular (VCAM-1).La CDI 1a/CDI18
interacciona con la ICAM-| y la ICAM-2. La CDIIb/CDI8 interacciona unicamente con la
ICAM-1 y el ligando CD11c/CDI18 no esta bien definido'®. La adherencia tiene lugar cuando
las integrinas del neutréfilo (CDI1a/CDI8 o CDIIb/CDI8) se unen a las moléculas de
adhesion de la familia de las inmunoglobulinas expresadas por el endotelio (ICAM-1 o ICAM-
2). La sintesis de la ICAM-| se da en el término de pocas horas después del estimulo, mientras
que la ICAM-2 se expresa constitutivamente'®’. Después de la activacion del neutréfilo, una
gran parte de éstos migran entre las células endoteliales y extravasan el endotelio con la
contribucién de quimiotacticos exogenos'®'. Las moléculas de adhesion implicadas en estas
interacciones incluyen ICAM-1, PECAM-1 por parte del endotelio y PECAM-I e integrina a
nivel del neutrdfilo.

En pacientes con SAHS se ha observado una acumulacién de neutrofilos en la VAS'®? y
unos niveles plasmaticos de P-selectina soluble aumentados'¢*'¢*. Entre los mecanismos de
induccién de P-selectina destacan los relacionados con las citocinas y los RLO'®. Estudios in
vitro en cultivos de células endoteliales demuestran que el TNF es un potente inductor de la
sintesis de P-selectina'®. Dado que los niveles de TNF estin aumentados significativamente

y llegan al maximo pocas horas antes del pico de expresién de la P-selectina'®’

, se podria
sugerir que esta citocina podria ser uno de los agentes inductores de la expresion de esta

molécula de adhesion en las células endoteliales.
Neutrofilos

La acumulacion de neutrdfilos que tiene lugar en el tejido como consecuencia de la
hipoxia/normoxia viene condicionada por una serie de cambios celulares que alteran las
caracteristicas de adherencia de los neutrofilos, asi como una red de interacciones entre
leucocitos, citocinas y quimioatrayentes'®. Entre estos cambios se incluyen la produccién de
citocinas (IL-1, TNF-a)) por parte de las células y el aumento de la expresion de moléculas de
adhesion, a nivel endotelial, como la ICAM-1'¢°,

Células endoteliales.

Diferentes trabajos sefnalan a las células endoteliales como uno de los principales tipos
celulares afectados por un proceso de hipoxia/normoxia®*'”°. Durante la hipoxia, se producen
alteraciones en el intercambio idnico celular, lo que comporta edema en el endotelio. La
separacion de las células endoteliales de su matriz representa un componente critico del daio
por hipoxia. Esta separacion puede venir mediada por diferentes proteasas, concretamente
metaloproteinasas'’'. De todas formas, no es hasta la normoxia cuando las células endoteliales
sufren el dafio debido a la formacién de RLO®¢. Se han propuesto dos mecanismos mediante
los cuales este deterioro de las células endoteliales puede contribuir a la generacion de la
lesion asociada a este proceso. Por un lado, en la fase temprana de la normoxia, las células
endoteliales disminuyen la produccién de NO que es un vasodilatador'’? paralelamente, en
este periodo se produce un aumento en la concentracion de endotelina a nivel endotelial, lo
que provoca la contraccién de las células endoteliales'’®. Estas dos circunstancias conllevan
una reduccion en el flujo sanguineo, contribuyendo al empeoramiento de la circulacion. Por
otro lado, también se ha observado un desequilibrio entre la produccion de NO y del O, a
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nivel de las células endoteliales. En condiciones normales, la producciéon de NO es suficiente
para contrarrestar la produccion de O, lo que permite que el NO actle de secuestrador de
los RLO, prevenga la agregacion plaquetaria y minimice las interacciones de adhesion entre los
neutréfilos y la superficie de las células endoteliales'”. Al producirse una hipoxia y disminuir
los niveles de NO, éste ya no es suficiente para realizar estas funciones, lo que conlleva a un
dafo endotelial7*'75,

1.4.3.4. FACTORES DE TRANSCRIPCION
Factor nuclear kappa B

La induccion de la expresion génica es un mecanismo regulador clave que requiere que
proteinas activadoras de la transcripcion se unan al ADN después de ser expuestas a un
estimulo especifico. De todos los factores de transcripcion conocidos, el NF-xB y la AP-I
parecen ser los mas relevantes en la regulacion de los genes implicados en la respuesta
inflamatoria. El NF-kB es un factor de transcripcion que regula la expresion de diferentes
genes, incluyendo citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion y
algunas proteinas'’®. El NF-kB juega un papel muy importante en las respuestas celulares a
diferentes tipos de agresiones, regulando la expresion inducible de genes involucrados en la
respuesta inflamatoria e inmune'”’ (Figura 14).

El NF-kB es un miembro de la familia de proteinas Rel, una familia de factores de
transcripcion que comparten la misma estructura y el lugar de unién al ADN. Clasicamente
la forma activada del NF-kB es un heterodimero que normalmente consiste en dos proteinas
de 65 kDa (p65) también llamada Rel A, y de 50 kDa (p50). Otras subunidades como p105:
un precursor de p50 (NF-kBI), pl00: un precursor de p52 (NF-kB2), c-Rel y Rel B también
pueden estar presentes en diferentes formas del NF-kB. Todas estas subunidades pueden
estar formando homodimeros o heterodimeros, confiriendo diferentes afinidades del NF-xB
por el ADN. En las células no estimuladas, el NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma
inactiva asociado a una proteina que lo inhibe, llamada proteina inhibidora kB (IkB), la cual
impide la translocacion del NF-kB al nucleo cuando no hay senal de activacion. Cuando la
célula recibe una senal de activacion el IkB se fosforila y se degrada rapidamente por enzimas
proteoliticos'’%!78!7%_ La activacién del NF-kB representa el Ultimo eslabén de la via de
senales de transduccion desde la superficie celular hasta el nucleo. Existe una gran variedad
de estimulos extracelulares que pueden disparar la activacion del NF-kB, como los RLO, las

citocinas, los oxidantes y la hipoxia'®.

Los RLO estan reconocidos como importantes inductores de la expresion de genes via la
activacién del NF-kB'”%. Ademas, la hiperoxia, el peréxido de hidrogeno y la peroxidacién
lipidica, también dan lugar a la activacion del NF-kB. Muchas de las citocinas que activan el
NF-kB, también dan lugar a un incremento en la produccién celular de RLO'”. Citocinas
como el TNF-q, activan el NF-kB a través de diferentes familias de receptores de membrana
e interacciones proteicas que inducen la fosforilacién del IkB'®'. Por otra parte, la activacién
del NF-kB puede sufrir una retroalimentacion positiva, a través de mecanismos extracelulares,



que amplifican las sefales inflamatorias. Diferentes sefales activaran el NF-kB, que dara lugar
al aumento de la produccién de citocinas y a su liberacion, lo que amplificara la sefal inicial 2

La activacion del NF-kB es esencial para la sintesis de un gran nimero de citocinas como el
TNF-a y IL-1, quimiocinas, factores de la regulacion de la apoptosis, factores de crecimiento,
factores de la proliferacion celular y moléculas de adhesion, las cuales son mediadores
importantes de las respuestas inflamatorias y los desordenes proliferativos de la vasculatura
incluyendo la aterosclerosis'®. Estudios clinicos muestran que pacientes con SAHS presentan
en plasma niveles elevados de mediadores inflamatorios, incluyendo citocinas (TNF-a, IL-6,
IL-18), quimiocinas (IL-8, MCP-1) y moléculas de adhesion (ICAM-I,VCAM-I, E-selectina, P-
selectina y L-selectina), y un incremento en la expresion de contra-receptores de moléculas de
adhesién como el CDI5y CDI Ic en monocitos’'#!8_E| hecho que el SAHS vaya precedido
o asociado a una respuesta inflamatoria, en la cual muchos de los mediadores regulados por
el NF-kB estan alterados, hace pensar que la activacion de este factor nuclear puede ser uno
de los mecanismos importantes en la patogenia de esta enfermedad. Asimismo, recientemente
se ha observado que pacientes con SAHS presentan el NF-kB activado en monocitos'®, por
lo tanto la activacion del NF-kB tendria un papel importante tanto a nivel de la inflamacion
sistémica como en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares asociadas a SAHS.
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Figura 14. Mecanismo de activacién del NF-xB.
Factor inducible de hipoxia

El HIF-1 es un factor de trascripcion que activa genes de proteinas que median la respuesta
adaptativa a la reduccion en la biodisponibilidad del oxigeno. Participa en el metabolismo de
la glucosa y energético, angiogénesis, reactividad vascular y remodelacion, proliferacion celular,
y en la supervivencia celular. Los productos proteicos identificados de los genes diana del
HIF-1 incluyen entre otros al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el péptido
natriurético atrial, la ET-1, enzimas glicoliticos, la eritropoyetina y la NO sintasa inducible'®'¢7-189,
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El HIF-1 se expresa en todas las células nucleadas en respuesta a la hipoxia. EI HIF-1 esta
compuesto por la subunidad HIF-1§, la cual esta expresada constitutivamente, y una subunidad
HIF-la, la cual esta regulada por las condiciones de hipoxia. Al menos se han identificado
tres isoformas de la subunidad HIF-1c, aunque las que tienen un papel predominante en
la respuesta transcripcional a la hipoxia son HIF-lo. y HIF-2a o proteina de dominio PAS
endotelial (EPAS-1). En condiciones de normoxia, el HIF-1o. y HIF-2a. son degradados por un
mecanismo que induce la hidroxilacion de dos residuos propil, ubiquitinacion y degradacion
proteosomal. Mientras el HIF-1o esta expresado ubiquamente, el HIF-2a fue originalmente
identificado en células endoteliales y en algunos tejidos altamente vascularizados, por eso
recibe el nombre de EPAS-I.Aunque mas tarde también se identifico el HIF-2a en otros tipos
celulares. Las dos subunidades HIF-a inducen la activacion transcripcional via interaccion con
los elementos de respuesta a la hipoxia (Figura 15).

Hasta el momento, el HIF-1 se ha relacionado siempre con la regulacion de la expresion
de genes en respuesta a la falta de oxigeno. El HIF-1 se inactiva con incrementos en la
concentracion intracelular de RLO. Concretamente la hipoxia induce la activacién de la
expresion génica de HIF-1, que se inactiva rapidamente en presencia de oxigeno o RLO. Por
ello, su activacion esta asociada a una respuesta adaptativa a la hipoxia y no a la normoxia.
Lo que haria pensar que HIF-1 juega un papel protector contra el estrés oxidativo'®. No
obstante, recientes investigaciones indican que el HIF-1 puede activarse en respuesta a
estimulos no hipéxicos, ya que se ha observado que los RLO regulan la estabilidad del HIF-1
y su actividad transcripcional en células oxigenadas y también en condiciones hipoxicas. Por
lo tanto, los RLO jugarian un papel importante en las vias de regulacién dependientes de HIF-
I, tanto en condiciones normales, como en condiciones patoldgicas'?. Actualmente ninglin
estudio clinico ha demostrado la activacion directa del HIF-1 en pacientes con SAHS; todas
las investigaciones se han encaminado al estudio de los productos génicos expresados por
HIF-1, para demostrar indirectamente la activacion del HIF-1. En este sentido existen algunos
trabajos que demuestran, que en pacientes con SAHS hay un incremento en los niveles
plasmaticos tanto del VEGF'?', como del péptido natriurético atrial'®?, de la eritropoyetina'®® y
del precursor de la ET-172.

La activacion de HIF-1 en pacientes con SAHS daria lugar a la expresion de genes relacionados
con la adaptacion de las células a la hipoxia. En este sentido, el SAHS seria un buen ejemplo
clinico de precondicionamiento en el desarrollo de respuestas adaptativas a la hipoxia
intermitente. Sin embargo, la expresion de estos genes pueden dar lugar a su vez al desarrollo
de angiogénesis que podria desencadenar finalmente en un dafo vascular.
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Figura 15. Mecanismo de activacién del HIF-1.
1.4.4. DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio es una capa de tejido dinamico que constituye una fuente y/o diana de mdltiples
factores de crecimiento y mediadores vasoactivos que regulan las propiedades fisicas y
bioquimicas de los vasos sistémicos asi como la contractilidad vascular y el crecimiento
celular'®. El endotelio no es un tejido homogéneo, incluye una variabilidad anatéomica en
forma, talla y grosor, ademas de una heterogeneidad funcional, como la magnitud de la
dilatacion NO-dependiente en diferentes partes vasculares. Sin embargo, el control del tono
vascular, el mantenimiento de la homeostasis y la angiogénesis, a parte de la provision de una
barrera permeable selectiva entre la sangre y los tejidos, son las acciones dominantes de la
capa endotelial en la mayoria de las partes'®.

Tal y como se ha descrito anteriormente, uno de los mecanismos por los cuales el SAHS

puede desencadenar en una patologia cardiovascular incluye la disfuncion endotelial'®*'?” a

través de diferentes vias como la hipoxemia, la produccion de RLO y la activacion simpatica.

La disfuncién endotelial puede entonces dar lugar a vasoconstriccion, proliferacion de
musculo liso vascular, hipercoagulabilidad, trombosis y eventualmente, procesos adversos
cardiovasculares'®. Ademds, el SAHS también se asocia a la obesidad, la hipertension, y
la desregulacion metabdlica, lo que a la vez puede contribuir a los efectos adversos en el
endotelio. El dano endotelial se produce por una alteracion de las hormonas endoteliales que
son las responsables del mantenimiento del tono vascular, la homeostasis y la prevencion de
la proliferacion de células anormales, incrementando la coagulacion, alterando el trafico de
leucocitos y la exposicion de estructuras subendoteliales a diversos factores de crecimiento
en la sangre'™. La vasoconstriccion resultante, la proliferacion del musculo liso vascular y la
hipercoagulabilidad puede desencadenar consecuencias cardiovasculares adversas asociadas
con el SAHS, como la hipertension, el dano arteriocoronario y el dafo cerebrovascular
En pacientes con SAHS el tratamiento con CPAP ha mostrado una mejoria en la funcién
endotelial.
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Para el ensayo de la disfuncién endotelial en pacientes con SAHS, se realiza la evaluacion
funcional de las respuestas vasculares, midiendo cambios en el flujo de sangre en respuesta
a vasodilatadores endotelio-dependientes o hipoxemia. La cuantificacion de niveles de
células endoteliales apoptoticas circulantes e indices plasmaticos de diversos biomarcadores
endoteliales, incluyendo un gran numero de mediadores vasoactivos, inflamatorios y
homeostaticos. Ademas, diversos estudios han utilizado la infusion intra-arterial de
vasodilatadores endotelio-dependientes, como la acetilcolina y el nitroprusiato de sodio®%!,
para el ensayo de la funcion endotelial microvascular arterial a nivel basal en pacientes con
SAHS y también como en respuesta a la terapia con CPAP®3!, La deteccion de la disfuncién
endotelial también se puede determinar mediante la medicion de flujo ultrasénico de alta
resolucion mediante la dilatacion de la arteria branquial'***2 Por otro lado, el estudio del
flujo de sangre cerebral en respuesta a la hipoxia también determina la funcion endotelial, ya
que la vasculatura cerebral responde a la hipoxia con vasodilatacion, mediante el incremento
del NO endotelio-dependiene. Un estudio reciente en pacientes con SAHS comparados con
controles ha demostrado que el flujo de sangre cerebrovascular esta alterado en respuesta
a la hipoxia y que se reestablece entre 4 y 6 semanas después de la terapia con CPAP2%3,
Asimismo, la determinacion de los niveles de células endoteliales circulantes proporciona
un marcador directo de dafio endotelial. Se ha observado que tanto en los infartos de
205, Jas células
endoteliales circulantes estan incrementadas. En este sentido, un estudio in vitro realizado con

miocardio®™ como en la enfermedad vascular periférica aterosclerdtica

células endoteliales humanas sugirié que en los sindromes coronarios agudos, la extension
de la apoptosis endotelial se correlaciona con la extension del dafio coronario®. Basados
en los estudios citados, se realizé una investigacion clinica en pacientes con SAHS, donde se
determinaron los niveles circulantes de células endoteliales. Los resultados de este estudio
mostraron en los pacientes con SAHS comparado con los sujetos controles, un incremento
de células endoteliales circulantes, y ademas observaron una correlacion entre el nivel de
células endoteliales circulantes y una vasodilatacion anormal. La terapia con CPAP fue capaz
de atenuar todas estas alteraciones'”.

La obesidad es un importante factor de riesgo para el SAHS*’,y la leptina se ha propuesto
como causa fundamental de la obesidad, ya que en sujetos obesos se han observado niveles
alterados o insensibilidad a la leptina?”’. Asimismo, se ha demostrado que niveles altos de
leptina estan asociados con distensibilidad arterial deteriorada en humanos?®. Los receptores

de leptina estan presentes en las células endoteliales?®

, sugiriendo que el endotelio puede
ser una diana para la leptina. Estos receptores al unirse a la leptina pueden desencadenar
210 y proliferacién del musculo liso vascular?''. Por lo tanto, la

leptina, esta asociada con la disfuncién endotelial y desérdenes cardiovasculares?'??'3, Ademds,

la formacion de angiogenesis

la leptina también induce la produccién del RLO en las células endoteliales humanas?'?,
las cuales pueden tener un papel importante en el desarrollo de la aterogenesis. En este
sentido, se ha descrito que en pacientes con SAHS los niveles de leptina estan aumentados y
disminuyen mediante la terapia con CPAP?'52'¢,

El endotelio es una fuente de mediadores vasoactivos. Un balance entre estos mediadores,
incluyendo factores vasoconstrictores como el sistema renina-angiotensina-aldosterona, ET-
| 'y tromboxano A, (TxA,), y factores vasodilatadores como el NO y prostaciclina (PGL,),
median el tono vascular normal, la homeostasis, y la reparacion y el crecimiento del dafio



vascular?”. Una alteracion en este balance puede cambiar el entorno vascular y la arquitectura
y propiedades tensiles de la vasculatura, promoviendo vasoconstriccion e impidiendo la
vasodilatacion endotelial.

Factores Vasoconstrictores y SAHS

Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina via el receptor de la angiotensina |, causa vasoconstriccion,
dafio endotelial y crecimiento celular. La activacion del sistema renina-angiotensina mediante
la hipoxia recurrente puede contribuir al incremento de la presion sanguinea en pacientes
con SAHS. Fletcher y col. observaron un incremento en los valores de presion arterial en ratas
expuestas a hipoxia crénica recurrente, semejante a lo que se ha observado en pacientes
con SAHS, y la atenuacion de esta respuesta administrando el inhibidor del receptor de la
angiotensina |®. En pacientes con SAHS, se han detectado niveles plasmaticos mas altos de
aldosterona y angiotensina Il, comparado con sujetos controles®.

Endotelina-|

La ET-I es un péptido potente vasoconstrictor con propiedades mitogénicas que es
ubiquitinizado en células endoteliales vasculares humanas?'®. Un estudio en ratas expuestas
a hipoxia/hipercapnia intermitente mostré un incremento, tanto en ET-l1 en plasma, como
en la presion sanguinea?"’. Los estudios realizados en pacientes con SAHS, en relacion a los
niveles de ET-1 en plasma, han dado resultados contradictorios. Por un lado, algunos estudios
demostraron un incremento en los niveles sistémicos de ET-1 comparado con sus homélogos
sanos®*®*220 estos niveles descendieron mediante la terapia con CPAP®. Un estudio reciente
encontré niveles elevados de ET-1 solo en pacientes con SAHS moderado o severo, pero no
ligero®'. En este sentido, en otro estudio se observaron niveles elevados del precursor de la
ET-1 en plasma, en pacientes con SAHS no tratados, los cuales se restablecieron mediante
la terapia con CPAP®2 Por otro lado, otros estudios han fracasado al no encontrar ninguna
asociacion entre SAHS y el aumento de ET-1%%°'. Es importante destacar que en el primer
estudio, la mayoria de los pacientes controles tenian una historia clinica de hipertension y
desordenes cardiovasculares, sugiriendo la posibilidad de disfuncion endotelial en ambos
grupos, por lo cual es posible que no se obtuvieran diferencias significativas en los niveles
de ET-1 entre los pacientes con SAHS y sujetos control’'. Actualmente, todavia no se ha
demostrado que un incremento en los niveles de este péptido pueda jugar un papel en la
génesis de la hipertension en pacientes con SAHS.

Tromboxano

EITxA, es un potente agente vasoconstrictor y trombogénico. Su vida media en medio acuoso
es de unos treinta segundos, transformandose de forma no enzimatica, en el metabolito
tromboxano B, (TxB,). Inicialmente se describié como producto del metabolismo del acido
araquidénico por las plaquetas, aunque actualmente se sabe que las plaquetas no son la tnica
fuente de este metabolito, ya que se ha demostrado que también es producido por las células
endoteliales.
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El TxB, ademéds de tratarse de una potente sustancia vasoconstrictora, también es un
mitogeno de las células del musculo liso y un inductor de la agregacion plaquetaria. En
pacientes con SAHS se observaron un aumento en los niveles de TxB,, y estos niveles se
restablecieron mediante el tratamiento con CPAP. Ademas, se demostré que esta sustancia
vasoactiva puede jugar un papel importante en el desarrollo de la hipertension y otras
enfermedades cardiovasculares asociadas al SAHS?2 En un estudio realizado en pacientes
con hipertension pulmonar se mostré que la inhibicion del tromboxano causaba una ligera
mejoria en la hemodinamica pulmonar?®,

Factores Vasodilatadores y SAHS

Oxido nitrico

El flujo mediado por la dilatacion de arterias periféricas dependientes del incremento del
NO de las células endoteliales, es un marcador ampliamente aceptado de funcion endotelial
vascular, incluyendo esto en arterias coronarias??*?2. Existe una asociacion entre la reactividad
branquial y la hipoxemia, sugiriendo que el estrés hipoxémico puede ser un factor crucial
que contribuye a la disfuncion endotelial'”. Una evidencia de esta hipotesis se ha observado
en un estudio reciente en pacientes con SAHS, donde se ha mostrado una mejoria en el
flujo sanguineo debido a la dilatacion provocada después de la administracion intravenosa de
Vitamina C (antioxidante y captador de radicales libres)*2. Es importante remarcar que la
vasodilatacion dependiente del endotelio es dafina en estos pacientes incluso en la ausencia
de hipertension u otras enfermedades, incluyendo el dafo cardiovascular patente, lo que
sugiere que el SAHS es un factor de riesgo de disfuncion endotelial®®. Ademas, los niveles de
NO, determinados a partir de los nitritos y nitratos en suero, estan disminuidos en sujetos
con SAHS, comparados con controles, los cuales se revierten a niveles basales mediante la
terapia con CPAP¢¢7,

Prostaciclina

La PGI, tiene una potente actividad vasodilatadora, antiagregante plaquetaria y relajante de
la musculatura lisa?””. Su vida media es muy corta, 3 min en medio acuoso, transformandose
rapidamente en 6-keto-Prostaglandina F, (6kPGF, ), el metabolito estable. Es sintetizada a
través de la ciclooxigenasa por la via del acido araquidonico en el endotelio vascular. Aunque
la PG, no puede contribuir a la vasodilatacion basal, protege contra la vasoconstriccion y
remodelacion tisular en respuesta a diversos estimulos. En un estudio en ratones sometidos
a hipoxia croénica recurrente, se observé que la administracion de PGI, protegia de la lesion

%,y que ratones deficientes de los receptores de la PGI,
227

endotelial asociada a la hipoxia
desarrollan hipertension pulmonar severa en respuesta a la hipoxia intermitente cronica
Por otro lado, se ha observado una disminucion en la expresion de la PGl -sintasa en las
arterias pulmonares de pacientes con hipertension pulmonar arterial idiopatica grave e

hipertension portopulmonar?®

y una disminucion en los niveles urinarios de los metabolitos
de la PGI, en pacientes con hipertension pulmonar®?. Por todo ello, la disminucién de los
niveles de la PGI, podria explicar la vasoconstriccion pulmonar, la proliferacion de las células

del musculo liso, y una mayor coagulacion asociada al SAHS*.



|.4.5. ANGIOGENESISY ATEROGENESIS

El SAHS y la angiogénesis tienen en comun el estrés oxidativo y la inflamacion implicados en la
disfuncion endotelial®®' que finalmente podria desembocar en enfermedades cardiovasculares.

La aterosclerosis es un dano progresivo caracterizado por la acumulacion de lipidos y
elementos fibrosos en las arterias largas. Debido a las diferencias en el flujo dindamico de
la sangre, hay areas de la vasculatura mas propensas a la formacion de la lesion como las
ramificaciones o zonas de bifurcacién®2 Los procesos que caracterizan la formacién de la
aterosclerosis son principalmente tres:

1) Proliferacion de células del musculo liso, macrofagos y linfocitos T.

2) Formacion por parte de las de células del musculo liso del tejido conectivo en la matriz,
que comprende fibras elasticas, colageno y proteoglicanos.

3) Acumulacion de lipidos y colesterol libre y esterificado en la matriz y células asociadas.

En la aterosclerosis la inflamacion participa desde el inicio de la lesion hasta las complicaciones
trombéticas, participando también en la progresion de la placa?®*?*. Una vez los monocitos
estan adheridos al endotelio vascular, penetran la linea endotelial y entran a la capa intima de
la pared del vaso por diapédesis entre las células endoteliales. Este proceso requiere de un
gradiente quimioatrayente como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) o las
LDL modificadas. En la iniciacion de la aterosclerosis tanto el NF-kB como el HIF-1 juegan
un papel importante. El NF-kB regula tanto la transcripcion de enzimas que modificaran las
LDL, como la expresion de la MCP-1. Ademas, las LDL modificadas activaran al factor de
transcripcion HIF-12%¢, En la capa intima de los vasos, los monocitos maduran a macréfagos,
los cuales aumentan la expresion de receptores y fagocitan lipoproteinas modificadas. Los
ésteres de colesterol acumulados en el citoplasma activan a los macréfagos dando lugar
a las células espumosas. Estas células son caracteristicas de los estadios tempranos de la
aterosclerosis. Los macrofagos producen factores de crecimiento y citocinas que amplifican la
sefal proinflamatoria. Los linfocitos T también migran a la capa intima produciendo citocinas
proinflamatorias que amplifican la actividad inflamatoria colaborando en la formacion de
la placa de ateroma. La placa de ateroma desarrolla canales microvasculares con funcién
nutritiva, como resultado de la neoangiogénesis promoviendo el crecimiento de la placa.
En la progresion del ateroma la placa aumenta de tamafno proyectandose al lumen arterial
impidiendo el flujo de sangre?’.

Los mecanismos involucrados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares asociados
al SAHS, podrian ser debidos a la activacion de estos factores de transcripcion (NF-
kB , HIF-1) que promoveran la acumulacion leucocitaria y la alteracion de mediadores
vasoactivos que pueden perjudicar la funcion de la célula endotelial y promover el proceso
aterosclerético”82% (Figura 16).
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Figura |6. Proceso aterosclerdtico.

|.5.MODELOS EXPERIMENTALES

Los modelos experimentales de hipoxia intermitente se han desarrollado para caracterizar
los mecanismos involucrados en el desarrollo del SAHS y las patologias asociadas, los
cuales intentan mimetizar el patréon de hipoxemia que se observa en pacientes con SAHS.
Los pacientes con SAHS tienen apneas repetidas durante la noche. Cada apnea tiene una
duracion minima de 10 s, sin embargo, la duracion media de la apnea en los pacientes es
aproximadamente de 20 s*!. El grado de hipoxia asociada varia considerablemente entre
pacientes, pero cada apnea esta asociada con desaturaciones de la oxihemoglobina arterial
de al menos 4 % seguida por la restauracion a niveles normales®. Los diferentes modelos de
hipoxia crénica recurrente que han sido desarrollados en animales y estudiados en humanos
se muestran ampliamente en la Tabla 8.

Estudios en animales

En los modelos animales de hipoxia intermitente, generalmente, es inducida alternando el
gas inspirado desde cortos periodos de hipoxia (20-60 s) a periodos de normoxia (45-90
5)’%*#228 Durante los periodos de hipoxia, la fraccion de oxigeno inspirado (F,) oscila
desde 3 % al 10%. La hipoxia intermitente de corto periodo dura desde unas pocas horas,
mientras que la hipoxia intermitente cronica continta desde 5 a 8 horas por dia hasta entre
14y 35 dias.



Estudios en humanos

Los estudios que se realizan en humanos incluyen periodos de hipoxia intermitente agudos
o cronicos. Para producir hipoxias intermitentes de periodos cortos generalmente se utilizan
30 s de hipoxia o apneas voluntarias intercaladas con normoxia durante 20-60 min?*2, Para
el estudio de la hipoxia intermitente crénica se realizan exposiciones individuales de una hora
diaria de hipoxia intermitente (5 min de hipoxia alternada con 5 min de normoxia) durante 2
semanas®?.

Comparacion de los estudios en animales y en humanos de hipoxia intermitente

Los modelos animales de hipoxia intermitente generalmente mimetizan el SAHS mejor
que los modelos humanos por varias razones. Puesto que los animales estudiados son mas
pequefios que los humanos, cambios en la SaO, son mas répidos y de mayor magnitud. En los
humanos sanos se requieren periodos mas largos de hipoxia para inducir una desaturacion
en la oxihemoglobina por lo que se requiere un mayor tiempo de estudio. A pesar de que
los modelos experimentales de hipoxia intermitente sirven para demostrar las respuestas
fisiopatologicas que se observan en los pacientes con SAHS, estos modelos estan limitados
por el hecho que algunos no incorporan la monitorizacion del suefio, no estan acompafados
por apneas o fragmentacion del suefio, y no incluyen la exposicion a la hipercapnia. La
exposicion a hipercapnia durante la hipoxia intermitente puede no ser critica, porque el
efecto de la hipoxia intermitente en la presion sanguinea diurna en ratas es similar a pesar de
que el nivel de CO, esté incrementado o no lo esté**. Sin embargo, la hipoxia hipercapnica
conduce a una mayor activacion simpatica que la hipoxia hipocapnica?”. A pesar de estas
limitaciones, los modelos de hipoxia intermitente son una herramienta util para el estudio de
los mecanismos implicados en el SAHS y sus patologias asociadas.

Los modelos animales desarrollados hasta la actualidad que demuestran una relacion entre
el SAHS y la hipertension arterial corresponden fundamentalmente a los realizados por
Phillipson y Fletcher. Phillipson y col. desarrollaron un modelo experimental en perros a los
que provocaban apneas obstructivas. Al medir los cambios de presion arterial nocturnos
y diurnos en el animal, observaron que estos eventos respiratorios inducian hipertension
arterial diurna sostenida, lo cual sugeria causalidad®®. Sin embargo, en este trabajo no se
abordaron los mecanismos que asocian el SAHS a hipertension arterial y fue realizado en
un ndmero escaso de animales. Los estudios realizados por Fletcher y col. en un modelo de
ratas, se basaban en la hipdtesis de que los episodios repetidos de hipoxia/normoxia eran la
causa por la cual los pacientes con SAHS, mostraban cifras elevadas de tension arterial®'. En
este sentido, concluyeron que las hipoxias/normoxias incrementan la tension arterial, debido

a una actividad aumentada del eje renina-angiotensina-aldosterona y del sistema simpatico.

De todas maneras, en ninguno de estos estudios se simularon todos los aspectos que
acontecen durante las apneas tales como presiones pleurales negativas y no se estudiaron los
mecanismos desencadenantes del aumento en la presion arterial.
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En consecuencia, es de gran interés cientifico el desarrollo de un modelo animal donde
las diversas variables puedan ser estrechamente controladas no soélo para analizar las
consecuencias cardiovasculares finales del SAHS (hipertension arterial, cardiopatia) sino
también para estudiar los mecanismos celulares, moleculares e histoldgicos. Esto permitiria
conocer realmente la entidad patolégica y avanzar en su tratamiento etiopatogénico e incluso
farmacologico.



Tabla 8. Modelos experimentales.

SUETOS

METODOLOGIA

INTENSIDAD HIPOXICA

DURACION HIPOXIA

A) HIPOXIA INTERMITENTE AGUDA

Modelos animales

Altay y col. (2004)

Ratdn Swiss-Webster ND4

Periodos de 12 x 30 s de
apnea cada 5 min; PCO, no
controlada

PO, = 40 mmHg

Modelos humanos

Xie y col. (2000)

Hombres sanos

Periodos | x 20 s de hipoxia-
hipercapnia por minuto; N, y
CQ, afadido para produclr un

a0, = 80 %y PCO, = +3a
+5 mmHg

Sa0, nadir 80 %

20 min

Cutler y col. ( 2004a,b)

Hombres y mujeres sanos

I % 30 s apnea voluntaria por
minuto; PCO, no controlada

$a0, nadir 80-85 %

20 min.

Leuenberger y col. (2005)

Hombres y mujeres sanos

| x 20 s apnea voluntaria end-
expiratoria por minuto; PCO,
no controlada

Sa0, nadir 83.1 + 1.2 %

30 min.

Tamisier y col. (2005)

Hombres y mujeres sanos

6-10 respiraciones de 100

% N, separado por 3-4
resplraclones de aire ambiente,
produciendo 30-40 bajadas

en Sa0, por hora; PCO7 no
controlada.

Sa0, nadir ~ 85 %

2h

B) HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA

Modelos animales

Allahdadi y col. ( 2005)

Ratas Sprague-Dawley

20 ciclos de 5% O2 -5 %
CQO, por hora separado por
21%0,-0%CO,

Sa0, nadir = ~ 70 %

7 hidia; 14 dias

Brooks y col. (1997)

Perros

IAH variable. Entre 10-30
periodos de hipoxia por hora
de suefio entre las noches |-7
y de 50-60 acontecimientos
después de 14 noches

Intensidad hipoxia no
controlada

7 h/dia; 14 dias

Chen y col. (2005)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos | x 60 s de hipoxia
cada 2 min; PCO, no
controlada

Nadir 4 — 6 % O2

8 h/dia; 5 dias/ semana durante
5 semanas

Dunleavy y col. (2005)

Ratas Wistar

Periodos 2 x 15 s de hipoxia
—hipercapnia por minuto; N2
afiadido para producir nadir 6-
8% O, y pico 10-14 % CO.

Nadir PO, = 55-65 mmHg y
pico PCO = 64 mmHg

8 h/dia; 21 dias

Fletcher y col. (1992ab.c,1995
,1999,2002) Bao y col. (1997),
Fletcher (2000)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos de 2 x 12's de
hipoxia por minuto; N,

anadido para producwr nadir 3-
5% O,; PCO, no controlada

e nad\r =~ 70 % (rango
60-80 %)

8 hidia; 35 dias

Greenberg y col. (1999)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos | x 60 s de hipoxia
cada 2 min.; N, afiadida para
producir nadir'6,5-7 % O,
PCO, no controlada

Intensidad hipoxia no
controlada

8 h/dia; 30 dias

Julien y col. (2003)

Ratones C57BL/6)

Periodos 2 x 6-7 s de hipoxia
por minuto; N, afiadido para
producir nadir’3-5 % O, PCO,
no controlada

Sa0, nadir 62-79 %

8 hidia; 14 dias

Kanagy y col. 2001)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos 90 s de hipoxia-
hipercapnia cada 90 s;N, y
CO, afadido para pmduc\r
nadir 5 % O y pico 5 % CO.

Intensidad hipoxia no indicada

8 h/dia; | | dias

Lai y col. (2006)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos de | x 30 s de
hipoxia cada 45 s; N, afadido
para producir nadir 2-6 % O,
PCO, no controlada

Intensidad hipoxia no indicada

6 hidfa; 30 dias

Lefebwre y col. (2006)

Ratas Wistar

Periodos | x 40 s de hipoxia
por minuto; aire-N, mezclado
usado para alcanzar 5 % O,
PCO, no controlado

Intensidad hipoxia no indicada

8 hidia; 35 dias

Peng & Prabhakar (2004)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos | x |5 s de hipoxia
cada 5 min.; N, afiadido para
producir nadir’5 % O,; PCO,
no controlada

Intensidad hipoxia no indicada

8 hidfa; 10 dias

Phillips y col. (2004,2005)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos | x 60 s de hipoxia
cada 4 min; N, afadido para
producir nadir'10 % =2; PCO2
no controlada

Intensidad hipoxia no indicada

12 h/dfa; 14 dias

Tahawi y col. (2001)

Ratas Sprague-Dawley

Periodos 2 x 12 s de hipoxia
por minuto; N, afiadido para
producir nadir 2-3 % O,; PCO,
no controlada

Intensidad hipoxia no indicada

6-8 hidia; 35 dias

Modelos humanos

Foster y col. (2005)

Hombres sanos

Periodos | x 5 min. de
hipoxia cada 10 min; aire-N,
mezclado usado para alcanzar
12.% O,; PCO, mantenido a
niveles ée reposo

520, = ~90%

| h/dia; 12 dias
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis son los siguientes:
* Objetivo |: Desarrollar un modelo animal que permita reproducir los fenémenos que
acontecen durante las apneas obstructivas recurrentes, lo que permitira estudiar los
mecanismos implicados en el SAHS.

* Objetivo 2: Determinar si el SAHS desencadena un proceso inflamatorio sistémico.

* Objetivo 3: Evaluar el papel de la hipoxia/normoxia y/o el esfuerzo respiratorio en el
desencadenamiento del proceso inflamatorio y en la disfuncion endotelial.

& | Objetivos
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2.1.ESTUDIO I.
Recurrent obstructive apneas trigger early systemic inflammation in a rat model of sleep apnea.
Nacher M, Serrano-Mollar A, Farré R, Panés |, Segui ], Montserrat JM.

Respir Physiol Neurobiol 2007;155:93-6.

En pacientes con SAHS la comorbilidad asociada, como puede ser la obesidad, no permite
estudiar adecuadamente los diversos factores implicados en la patologia. En la actualidad los
modelos animales mas usados son los modelos de hipoxia/normoxia, los cuales no tienen en
cuenta todos los factores que intervienen en la enfermedad. EI SAHS esta principalmente
caracterizado por desaturaciones en la oxihemoglobina y esfuerzos respiratorios.

Teniendo en cuenta ambos factores, desarrollamos un modelo agudo de SAHS en rata que
permitiese: |) Reproducir fielmente los eventos respiratorios obstructivos con sus fenémenos
fisilogos asociados y 2) Analizar marcadores bioldgicos y cambios histologicos secundarios.
Este modelo se basa en una valvula con un segmento colapsable aplicable en la VAS de las
ratas, controlado por el ordenador, capaz de imitar las obstrucciones acontecidas en el
SAHS. El segmento de la VAS nos permitié inducir hipopneas y apneas obstructivas con flujo
y formas de onda de esfuerzo inspiratorio similares a los observados en pacientes con SAHS.
Nuestros estudios preliminares demostraron que el modelo animal disefiado reproducia la
mayorfa de eventos respiratorios que acontecen en humanos.

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue: determinar si los episodios
repetidos de apneas recurrentes en un modelo de rata producen la activacion de las células
endoteliales y el reclutamiento de leucocitos en la microcirculacion sistémica.



2.2.ESTUDIO 2.

Role of oxygen desaturation and respiratory effort in an acute animal model of Obstructive
Sleep Apnea.

Maria Nacher, Ramon Farré, Josep M. Montserrat, Daniel Navajas, Oriol Bulbena, Anna
Serrano-Mollar.

% | Objetivos

Thorax, en revision.

Se ha descrito que tanto la hipoxemia como el esfuerzo respiratorio juegan un papel
fundamental en el desencadenamiento de un proceso inflamatorio en pacientes con SAHS.

Asimismo, nuestro modelo agudo experimental permite aislar los diferentes factores que
intervienen, pues al administrar oxigeno se anula la hipoxemia y queda como unico elemento
deletéreo la presion pleural negativa.

Sobre estas bases, los objetivos planteados en este trabajo fueron evaluar, en el modelo
animal agudo, el papel diferencial que juegan las desaturaciones de oxigeno y los esfuerzos
inspiratorios en el inicio de la inflamacion sistémica y de la disfuncién endotelial.
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2.3.ESTUDIO 3.
Rat model of chronic recurrent airway obstructions to study the sleep apnea syndrome.
Farré R, Nacher M, Serrano-Mollar A, Galdiz B, Alvarez F), Navajas D, Montserrat JM.

Sleep 2007;30:930-3.

Nuestro modelo agudo animal de SAHS es realista en cuanto a que reproduce los eventos
que ocurren en humanos, sin embargo encierra un problema fundamental: el SAHS es
una enfermedad cronica y en consecuencia nuestro modelo no nos permite extrapolar
completamente todos los hallazgos. Ademas, para abordar los cambios histologicos que se
producen en los diferentes 6rganos diana se hace evidente la necesidad de disponer de un
modelo croénico que permita: a) reproducir exactamente los eventos respiratorios; b) que sea
no invasivo; c) que el animal lo pueda tolerar 6 h/dia durante semanas; d) que permita que el
animal duerma y controlar su sueno; e) que permita obtener diversas variables fisiologicas
(presion arterial, etc.) f) que se pueda obtener plasma para el estudio de diversos mediadores
biologicos durante las diferentes fases del estudio; y finalmente g) que permita efectuar
estudios histologicos amplios, al final del estudio.

Teniendo en cuenta estos datos, el objetivo del presente estudio fue desarrollar un modelo
croénico en ratas, con el fin de evaluar posibles mediadores implicados en el SAHS, a nivel de
disfuncion endotelial.



soAnalqo _ $ | -sopeoidwi sowsiuedaw :ouans |9 sueanp eaudodiy/esude sp swo.puis [9p olpmss |9 eJed sajeauswiiadxs sojspoly







3. MATERIALY METODOS

3.1.ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales de experimentacion utilizados fueron ratas macho (Rattus norvegicus) de
la cepa Sprague-Dawley (IFFA-CREDO, L'Abresle, France) de 200-250 g de peso al inicio
del experimento. Los animales se estabularon en condiciones ambientales constantes de
temperatura 21-22 °C, humedad relativa del 70 % y con ciclos de luz oscuridad de 12 h. Los
animales se alimentaron con una dieta estandar de pienso AO4 (Panlab, Barcelona) y agua de
la red de Barcelona ad libitum. Todos los estudios se realizaron de acuerdo con las normas
reguladoras de la Unién Europea para modelos de experimentacion animal (Directiva 86/609/
ECC).

3.2. DESCRIPCION DEL SEGMENTO COLAPSABLE DE LA VAS

El segmento colapsable de 1aVAS se ide6 para inducir eventos obstructivos en ratas. Consistio
en dos camaras cilindricas idénticas (1,8 mm de alto y I3 mm de didmetro; dimensiones
internas) separadas por una membrana flexible circular (132 mm?). El grosor de la pared de
la camara cilindrica fue de 1,5 mm. La membrana se corté de un guante de latex de examen
convencional (E300-M Safeskin-LPE, Kimberly-Clark, Zaventem, Bélgica). La base de una de las
camaras (a la izquierda en la figura 17) tiene un tubo de 9,5 mm de largo (I) con un diametro
interno (DI) de 1,3 mm para conectar a una fuente de presion externa (P_ ). Un tubo (I =
12 mm, DI = [,3mm) en el centro de la base de la otra camara (a la derecha en la figura 17)
permite la conexion del segmento colapsable en la traquea del animal. Otro tubo idéntico
en esta pared de la camara esta abierto a la atmdsfera y actla como pneumotacégrafo. El
didmetro exterior de estos tubos es de 2,5 mm. Un puerto de presion conectado a este
tubo permite la medicion del flujo de la respiracion (V’). Para medir la presion traqueal (P )
se conecta un puerto de presion en el tubo que conecta el segmento colapsable a la traquea
(Figura 17).
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Figura 17. Diagrama del segmento colapsable de laVAS.V'y P indican los puertos de presién que miden el flujo respiratorio

y la presioén traqueal.

La magnitud de la obstruccion dinamica impuesta por el segmento colapsable se controla
aplicando una P__al segmento colapsable mediante una fuente generadora de presion
controlada por ordenador (Figura 18). Una pequefia bomba de aire doméstica (8 x 4 x 4 cm’®)
(Nathura MK-701, 2,5 W; ECIS, Bressanvido, Italia) genera un flujo pulsante con una amplitud
que es controlada por medio de un microordenador y personalizada por circuitos eléctricos.
La salida de la bomba se conecta al segmento colapsable de la VAS mediante un tubo flexible
(=100 cm, DI = 2 mm), lo que permite que la bomba se sitlie a una distancia conveniente del
segmento colapsable. La salida de la bomba esta conectada a un tubo (I = 100 cm, DI = | mm)
que esta abierto a la atmésfera (Figura 18). Este dispositivo permite la aplicacion controlada

de cualquier valor de P__entre 0 y 80 cm de H,O.

Las presiones en los puertos del segmento colapsable (V" y P_en la figura 16) se midieron
con transductores piezoresistentes (PC 176, Honeywell, Freeport, IL, EE.UU.) conectados a los
correspondientes puertos de presion (Figura 17) por cortos y estrechos tubos (I = 25 cm, DI
= | mm). Estas senales se filtran analégicamente (Butterworth, ocho postes, 8 Hz), la muestra
se obtiene a 100 Hz y se almacena en el mismo control del microordenador controlando la
P_.ejercida al segmento colapsable (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama del sistema controlado por ordenador para aplicar una presién externa en el segmento colapsable de
laVAS.

3.2.1. CARACTERIZACION DEL SEGMENTO COLAPSABLE DE LAVAS

La estimacion del flujo real V' desde la presion registrada en el puerto correspondiente del
segmento colapsable requiere una caracterizacion y calibracion previa de la presion-flujo en
relacion con el tubo que actlia como pneumotacégrafo. Con este fin, una fuente de flujo de
aire se utiliza para aplicar diferentes valores de flujo constante inspiratorio y espiratorio a
través del puerto traqueal del segmento colapsable (P, = 0). El flujo actual fue medido por
valores de un pneumotacografo de referencia (Fleisch-000, Metabo, Epalinges, Suiza) situado
en series entre la fuente de flujo y el puerto traqueal del segmento colapsable. La caida de
presion en el pneumotacégrafo se midid con un transductor diferencial (Validyne MP-45,
Northbrook, CA, EE.UU.). La relacion entre el flujo y la presion en el puerto del segmento
colapsable se caracterizé adecuando una ecuacion de modelo parabdlico a los datos. La
calibracién de las ecuaciones correspondientes a la inspiracion y espiracion se usaron
posteriormente para calcular V' de la presion registrada en el puerto correspondiente del
segmento colapsable.

Las propiedades mecanicas del segmento colapsable de la VAS se caracterizd en un banco
de pruebas. Una fuente de presion negativa controlada conectada al puerto traqueal del
segmento colapsable se utilizd para imponer diferentes niveles de P_ negativa constante.
La relacion entre Py V’ se evalu6 para valores de P_ que van desde 0 a - 60 cm de H,O y
para valores de P_ hasta 50 cm de H,O. La capacidad del segmento colapsable de inducir
obstrucciones estaticas y dinamicas similares a las que se encuentran en los pacientes con
SAHS también se llevo a cabo en el banco. El puerto traqueal del segmento colapsable se
conectd a un sistema simulando la bomba muscular respiratoria de una rata. Este sistema
se basé en un ventilador mecanico de roedores (tipo 683, Harvard Apparatus, Marlborough,
MA, EE.UU.). La via de entrada de aire del ventilador y de su salida al animal fueron ambas
conectadas al puerto traqueal del segmento colapsable. El ventilador se fijé a valores tipicos
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de volumen tidal de la rata (I ml) y frecuencia respiratoria (100 respiraciones/seg)*2. EIV" y la
P durante los ciclos ventilatorios fueron registrados para valores de la P que van desde 0 a
50 cm de H,O. Dado que el segmento colapsable fue realizado en el laboratorio, se investigd
la variabilidad al realizar seis segmentos colapsables diferentes hechos en el laboratorio.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL
3.3.1.MODELO AGUDO
3.3.1.1. DISENO EXPERIMENTAL

El animal fue anestesiado con la administracion intraperitoneal de Uretano al 10 % con una
dosis de Iml/100 g de peso corporal. Se le realizé una traqueotomia y se le insertd en la
traquea una canula (2 mm DI) (Figura 19). Después de |5 min de respiracion basal, el puerto
traqueal del segmento colapsable de la VAS (P, = 0) se conectd a la canula traqueal de la

rata. El animal fue sometido a una serie de eventos obstructivos controlados inducidos por
patrones de P__con amplitud, duracion y periodicidad determinados.

Figura 9. Modelo agudo. A)Traqueotomia, tubo endotraqueal insertado a la trdquea y conectado al segmento colapsable.B)
Sistema.

3.3.2.MODELO CRONICO
3.3.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El modelo crénico (Figura 20) consiste en: |) una caja transparente cilindrica de una longitud
de 20 cm por un DI de 10 cm (A), 2) En la parte posterior (G y H) existe un embolo que
permite reducir el habitaculo para que la rata quede inmovilizada (F). 3) En la parte anterior
(C), existe un cono, comunicado con el segmento colapsable (D). En la base del cono existe
una membrana (B) que permite la introduccion de la cabeza de la rata sin fugas de aire dado



que esta membrana cife suavemente el cuello de la rata y ademas el embolo de la parte

posterior (F) evita su retroceso, 4) El segmento colapsable esta conectado a una valvula®?

que
a su vez esta conectada a un sistema con capacidad de generar obstrucciones inspiratorias
a la frecuencia y duracion bajo control. 5) Los sensores (E) nos informan de los cambios de
presion y CO, al final de la espiracion. La posibilidad del animal de reinhalar su propio CO,
espirado, se resuelve con un sistema que permite el paso de un flujo continuo de aire por el

cono sincronizado eléctricamente con la valvula.

Figura 20. Modelo crénico. A) Disefio del modelo. B) Sistema.

3.4. GRUPOS EXPERIMENTALES
3.4.1.ESTUDIO |

Experimento |.1

Para el estudio de las interacciones leucocito-célula endotelial se utilizé la técnica de
microscopia intravital.

Se realizaron los siguientes grupos experimentales:

|. Grupo Naive (n=8): Animales control, solamente fueron manipulados para llevar a cabo
la microscopia intravital.

2. Grupo Sham (n=8): Los animales fueron anestesiados, traqueotomizados, conectados al
segmento colapsable y a las 3 h de experimento se manipularon como el grupo Naive.

3. Grupo Apnea (n=8): Igual que el grupo 2, pero fue sometido a obstrucciones
recurrentes de 5 s/min durante 3 h.

A las 3 h de experimento, los animales fueron sometidos a anestesia, laparotomia transversal,
con exteriorizacion del segmento de colon a estudiar. Para el marcaje de los leucocitos se
inyectd por via subcutaneo el fluorocromo Rodamina 6G. Una vez realizado el registro se
sacrificaron.
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Experimento 1.2

La evaluacion de la inflamacion se realizé mediante la determinacion de la expresion de P-
selectina en el endotelio vascular mediante la técnica de inmunohistoquimica.

Se realizaron los siguientes grupos experimentales:
4. Grupo Naive (n=8): Animales control.

5. Grupo Sham (n=8): Los animales fueron anestesiados, traqueotomizados, conectados al
segmento colapsable durante 3 h.

6. Grupo Apnea (n=8): Igual que el grupo 2, pero fue sometido a obstrucciones
recurrentes de 5 s/min durante 3 h.

A las 3 h de experimento se recogieron muestras de plasma y tejido (diafragma, pulmoén,
corazoén, colon, ileo, mesenterio, higado) que parte se guardé a - 80 °C y parte se fijé con
formaldehido al 4 % para el posterior estudio histologico.

3.42.ESTUDIO 2

Para la consecucion de los objetivos del estudio 2 se llevaron a cabo los siguientes grupos
experimentales:

I. Grupo Sham (n=8): Los animales fueron sometidos a anestesia, traqueotomia y se les
conecto al segmento colapsable pero sin obstrucciones recurrentes.

2. Grupo Apnea (n=8): Los animales fueron manipulados igual que el grupo Sham pero
sometidos a obstrucciones de 15 s/min durante 3 h.

3. Grupo Apnea + O, (n=8): Igual que en el grupo 2, pero el animal no sufrié
desaturaciones de oxigeno ya que se le aplico una atmosfera rica en O,.

4. Grupo Hipoxia/Normoxia (n=8): Igual que en el grupo |, sometido a hipoxia
intermitente sin esfuerzo respiratorio. Periodos de 15 s de aire al 5 % de O, + periodos
de 45 s de aire al 21 % de O,/min durante 3 h.

El tiempo de exposicion de los animales a la obstruccion fue 3 h. Una vez finalizado este
periodo, se recogieron muestras de los diferentes grupos: plasma y tejido (diafragma, pulmoén,
corazén, aorta y musculo) . La respuesta inflamatoria se determiné mediante los niveles
plasmaticos de TNF-o. e IL-If, y la expresion en la activacion del NF-kB. La disfuncion
endotelial se evalu6 mediante la determinacién plasmatica de TxB, y de 6kPGF, .



3.4.3.ESTUDIO 3

Para la consecucion de los objetivos del estudio 3 se llevaron a cabo los siguientes grupos
experimentales:

I. Grupo Naive (n=8): Animales no manipulados.

2. Grupo Sham (n=8): Animales manipulados pero no fueron sometidos a obstrucciones
recurrentes.

3. Grupo Apnea (n=8): Igual que el grupo 2, pero con obstrucciones de 5 s/min, é6h/dia, 5
dias/semana, durante 4 semanas.

Este estudio preliminar se dividié en dos partes: |) analisis mecanico del modelo en si mismo
y 2) el andlisis del modelo con la rata sometida a los diversos eventos respiratorios. Respecto
al primero, se observo: el buen funcionamiento del sistema para permitir las oclusiones, el
adecuado funcionamiento de los diversos sensores de presion, flujo y CO,, y el adecuado
funcionamiento de las diversas conexiones y del embolo. Respecto al segundo, mediante la
valoracion del modelo animal se comprobo que: la rata se instalaba perfectamente bien en el
modelo quedando inmovilizada.

Tanto el grupo Sham como el grupo Apnea tuvieron una primera semana de adaptacion al
sistema previa al experimento. La adaptacion consistié en ir aumentando | h/dia el tiempo
de exposicion del animal al sistema. Tras 4 semanas de experimento se recogieron muestras
de plasma y tejido (diafragma, pulmén, corazén, colon, ileo, mesenterio, higado). Se evalud el
modelo mediante la variacion del peso corporal de los animales y los niveles plasmaticos de
corticosterona. La disfuncion endotelial se estimé mediante la determinacion de los niveles
deTxB, y de 6kPGF, en plasma.

3.5.RECOGIDAY PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En todos los grupos experimentales, con el animal anestesiado, se recogieron muestras de
sangre y tejidos. Las muestras de sangre se recogieron con heparina y se mantuvieron a 4 °C
hasta que fueron centrifugadas a 3000 rpm para obtener el plasma que se mantuvo congelado
a - 80 °C hasta su procesamiento posterior. Parte del tejido se congelé inmediatamente
después de su obtencién con nieve carbonica y se mantuvo a - 80 °C hasta su procesamiento
posterior. Ademas, otra parte del tejido se fijo en formaldehido tamponado al 4 % para
realizar el estudio histologico.
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3.6. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS
3.6.1.MEDIADORES INFLAMATORIOS
3.6.1.1. CITOCINAS

3.6.1.1.1.FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA, INTERLEUQUINA-I BETA E
INTERLEUQUINA-6

Tanto el TNF-a. como la IL-1f y IL-6 son citocinas implicadas en el proceso inflamatorio.

La cantidad total de TNF-o, IL-1B y IL-6 se midi® mediante Quantikine ELISA kits (R&D
Biosystems, Abingdon, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6.1.2. FACTOR NUCLEAR KAPPA B

El factor nuclear NF-kB regula la expresion de un gran nimero de genes implicados en la
inflamacion. Su determinacion se basa en la deteccién de la subunidad p50-p65 en el nicleo
celular.

Para medir la activacion del NF-xB se hizo una extraccion de las proteinas nucleares del
tejido mediante un kit de extracciéon de proteinas nucleares (Active Motif, Rixensart, Belgium).
Los niveles de concentracion nuclear p65 se determinaron por quimioluminiscencia mediante
el kit TransAM™ NF-kB p65 (Active Motif, Rixensart, Belgium), siguiendo el protocolo del
fabricante para ambos kits.

3.6.2. PROTEINAS

Las proteinas se determinaron mediante el método colorimétrico de Bradford®*, con un
reactivo comercial de BioRad (Richmon, CA, USA). Este ensayo se basa en la reaccién de una
solucion acida del colorante azul de Coomassie en respuesta a diferentes concentraciones
de proteinas. La concentracion de proteinas en la muestra es directamente proporcional a
la absorbancia observada a una longitud de onda A=595 nm. Como recta patrén se utilizé
una solucién de albimina cuyo punto mas concentrado era de 4.75 mg/ml, a partir de esta
concentracion se realizaron 6 diluciones mitad.

3.6.3. CORTICOSTERONA

La determinacion de la respuesta adrenocortical al estrés se midi6 mediante la hormona
corticosterona. Los niveles de corticosterona circulante se determinaron mediante ELISA en
muestras de sangre colectadas a lo largo del experimento (Cayman Chemical, Tallinn, Estonia).



3.6.4. MEDIADORES DISFUNCION ENDOTELIAL
3.6.4.1. TROMBOXANO B,

La cantidad total de TxB,, se midi6 mediante un ensayo inmunoenzimético de competicion
(EIA) de Cayman (Cayman Chemical, Tallinn, Estonia).

3.6.4.2. 6-KETO-PROSTAGLANDINA F |

Se midieron en plasma los valores de 6kPGF, mediante un kit de ELISA (Cayman Chemical,
Tallinn, Estonia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.7.MICROSCOPIA INTRAVITAL: ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES
LEUCOCITO-ENDOTELIO

Para estudiar las interacciones leucocito-endotelio que se producen in vivo (fundamentalmente
los fendmenos de rodamiento y de adhesion leucocitaria) en la microcirculacion célica de los
animales recurrimos a la microscopia intravital de fluorescencia.

Las técnicas de microscopia intravital permiten el estudio de las interacciones que los
leucocitos establecen con el endotelio en un segmento venular (Figura 21). Los leucocitos
que interaccionan con la superficie endotelial pueden visualizarse directamente, ya que ven
reducida su velocidad de forma marcada, con relacién a la velocidad media del flujo sanguineo
en la vénula. Para realizar un estudio preciso de las interacciones leucocito-endotelio, primero
efectuamos un registro de la vénula durante un minuto mediante una videocamara y, en un
segundo tiempo, efectuamos el andlisis detallado. Los parametros de mayor interés son el
numero de leucocitos adheridos al endotelio (niUmero de leucocitos inmoviles durante mas
de 30 s, en una porcion de 100 pm de vénula), el flujo de leucocitos con interacciones de
rodamiento (nimero de leucocitos que exhiben fenébmenos de rodamiento, atravesando
un punto determinado de la vénula, por minuto), la velocidad venular media y el shear rate
(o fuerzas de dispersion, concepto que indica la oposicion que efectta el flujo sanguineo a
las interacciones leucocito-endotelio, y que esta relacionado con el diametro del vaso y la
velocidad venular).

Las técnicas de microscopia intravital fueron desarrolladas, en un primer momento, para
el estudio del mesenterio, ya que la microcirculacion de este tejido puede ser visualizada
facilmente mediante transiluminacién®>*¢ Asi, para el estudio del mesenterio se utiliza
un microscopio convencional, no siendo necesaria la tincion de los leucocitos con un
fluorocromo, ya que los leucocitos adheridos, en rodamiento o migrados al intersticio pueden
ser facilmente identificados. De igual forma, esta técnica permite también el estudio de la
permeabilidad vascular, administrando a un animal albimina marcada con fluoresceina por via
intravenosa. Ademas del mesenterio, las técnicas de microscopia intravital han sido también
aplicadas al estudio de la microcirculacién de otros érganos, como el cerebro?’, higado®®,
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29 piel*?, estobmago®® y placas de Peyer del intestino delgado®'*2 No obstante,

la microcirculacion célica no ha sido estudiada hasta hace pocos afos, utilizando modelos
animales de rata®3?*, Para adaptar las técnicas de microscopia intravital al estudio de la

musculo

microcirculacion cdlica se tuvieron que realizar algunas modificaciones. Dado que el grosor de
la pared del colon no permite el estudio de la microcirculacién célica por transiluminacion, se
utilizé un microscopio invertido de fluorescencia y se marcaron los leucocitos administrando
el fluorocromo rodamina 6G por via subcutanea. A pesar de ello, la microscopia intravital
del colon no permite visualizar los leucocitos que han emigrado al intersticio. Ademas, la
exteriorizacion in vivo del colon debe de hacerse con mucho cuidado por el peligro de
provocar una traccion excesiva del mesocolon y colapsar la microcirculacion. Hay que
conseguir la estabilidad de la preparacion, intentando que la transmisiéon de los movimientos
respiratorios no afecte al registro de las imagenes.

Figura 21. Evaluacién de las interacciones leucocito-endotelio con microscopia intravital de fluorescencia. A) fotografia que
muestra el microscopio invertido de fluorescencia, la cdmara y el monitor: B) imagen que muestra la luz de una vénula
postcapilar de la pared del colon con leucocitos en rodamiento y adheridos (puntos blancos).

3.8.ESTUDIO HISTOLOGICO

Las muestras se procesaron segln procedimientos estandar para su estudio mediante
microscopia optica. Inmediatamente después de la extraccion las muestras se fijaron
durante un minimo de 24 h en formaldehido tamponado al 4 %.Tras la inclusion en parafina,
las muestras se cortaron con un microtomo en secciones de 4-5 pm. Se hicieron técnicas
inmunohistoquimicas, para el posterior analisis al microscopio.

3.8.1 TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Se valoré la inmunoexpresion de P-selectina, como primera molécula de expresion que
se secreta a la membrana del endotelio vascular en el inicio de un proceso inflamatorio
mediante la técnica de inmunohistoquimica.

Se realizé sobre cortes de 4 pm de colon incluidos en parafina. Las secciones de tejido de
colon fueron incubadas con un anticuerpo policlonal de rata anti P-selectina (Pharmingen, San



Diego, CA, EE.UU.), en una dilucion 1:50,a 4 °C durante toda la noche. El segundo anticuerpo
de conejo biotinilado anti IgG (Vector Laboratorios, Burlingame, CA, EE.UU.), diluido 1:200,
fue incubado durante | h a temperatura ambiente. Las uniones inespecificas se bloquearon
con una solucion de PBS al 10 % de suero de cabra durante | h a temperatura ambiente. La
reaccion se revel6 mediante el sistema estreptoavidina-peroxidasa (Vectastain ABC reagent,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) utilizando una solucién de cromogeno al 0.05
% de 3,3’-diaminobenzidina de Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EE.UU.) con un 0.03 %
de H,O, durante 8 min. Las muestras se contratifiieron con una tincion de hematoxilina de
Harris. Se definié como tincion positiva el marcaje marrén en el endotelio vascular.

3.9.ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio estadistico se realizé mediante un analisis de la varianza (ANOVA) y seguidamente
se determiné el nivel de significacion estadistica con un test T de Student, p<0.05. Los datos
estan expresados con valor de la media * error estandar de la media (SEM).
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4. RESULTADOSY ARTICULOS

4.1.ESTUDIO 1.
Recurrent obstructive apneas trigger early systemic inflammation in a rat model of sleep apnea.
Nacher M, Serrano-Mollar A, Farré R, Panés ], Segui |, Montserrat JM.

Respir Physiol Neurobiol 2007;155:93-6.

Este estudio investiga el posible proceso inflamatorio sistémico desencadenado tras
apneas recurrentes. La evaluacién de la inflamacion sistémica se realizé mediante la técnica
de microscopia intravital. Esta técnica nos permite el estudio in vivo de las interacciones
leucocito-célula endotelial. Para corroborar los resultados obtenidos mediante la microscopia
intravital se determiné la expresion de la molécula de adhesion P-selectina en el endotelio
vascular mediante la técnica de inmunohistoquimica. Ambos estudios se realizaron en el colon
como organo distal.

Las obstrucciones recurrentes provocaron un incremento significativo en el flujo y nimero
de leucocitos en fase de rodamiento y en el nimero de leucocitos adheridos. La expresion de
P-selectina solo fue regulada en condiciones de obstrucciones recurrentes. La aplicacion de
obstrucciones recurrentes desencadeno un proceso inflamatorio sistémico. Esta observacion
se asocio con el aumento en la expresion de P-selectina en el endotelio vascular.

Este modelo experimental de obstrucciones recurrentes demuestra una activacion rapida de
la célula endotelial, sugiriendo el comienzo de una respuesta inflamatoria.
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Abstract

Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with vascular disorders possibly due to systemic inflammation. To determine whether repeated
episodes of OSA in a rat model lead to endothelial cell activation and systemic leukocyte recruitment in the microcirculation. Three experimental
groups (apnea, sham and naive) were studied. The apnea group was instrumented and subjected to repeated obstruction for 3 h (rate 60/h, length 5 s)
using a special device. The sham group was only instrumented and the naive group was used as a control. Leukocyte—endothelial cell interactions
(intravital microscopy) and expression of P-selectin (immunohistochemistry) were determined in colonic venules. The apnea group induced a
significant increase in the flux of leukocytes rolling, number of rolling leukocytes and number of adherent leukocytes when compared with the
sham or naive groups. P-selectin was up-regulated only in the apnea group. This experimental model of recurrent obstruction demonstrates rapid

endothelial cell activation, suggesting the onset of an inflammatory response.

© 2006 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Obstructive apnea; Inflammation; Leukocyte—endothelial cell interaction; Animal model

1. Introduction

Patients with obstructive sleep apnea (OSA) suffer repeated
episodes of increased upper airway resistance with partial or
complete collapse that leads to profound disturbances in arte-
rial blood gases and sleep architecture. Repeated inspiratory
efforts occur during obstructive events until arousal ensues and
airway patency is restored. OSA is a prevalent disorder whose
clinical manifestation is sleepiness with an increase in the risk
of accidents and deterioration in the quality of life (Caples et
al., 2005). Moreover, OSA is considered to be a significant
risk factor in vascular diseases, although the exact mechanisms
involved have not been established. It has been suggested that the
up-regulation of inflammatory mediators induced by recurrent
obstructive apneas may lead to cardiovascular disease (Lavie,
2003).

* Corresponding author. Tel.: +34 93 2275746; fax: +34 93 2275746.
E-mail address: jmmontserrat@ub.edu (J.M. Montserrat).
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Data obtained from patients with OSA suggest that this syn-
drome may induce an inflammatory response (Fletcher, 2000).
However, confounders such as obesity make it difficult to under-
take an in-depth study of the general mechanisms and of the
various factors that impinge on the course of OSA. Therefore,
an animal model mimicking the recurrent upper airway obstruc-
tions that characterize OSA would be useful in shedding some
light on the mechanisms involved in the pathophysiology of this
syndrome.

In this work, our aim was to ascertain whether recurrent
upper airway obstructions in a rat model promote the following
leukocyte—endothelial cell interactions, namely, leukocyte
rolling, firm adhesion, and the subsequent transmigration of
leukocytes through the vascular endothelium, resulting in
systemic inflammation. To this end, the inflammatory effect of
recurrent obstructive apneas was investigated using intravital
microscopy to examine the interaction between the leukocytes
and the vascular endothelium in the colon microcirculation.
An immunohistochemical study of the colon vascular bed was
also carried out to characterize the P-selectin expression as
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a potential mediator of the primary interaction between the
leukocytes and the endothelium.

2. Materials and methods
2.1. Population and study design

Experiments were performed on 24 male Sprague—Dawley
rats (250-275g). The study was approved by the Animal
Research Ethical Committee of the University of Barcelona.
Experimental animals were randomly distributed into three
groups (n=238): apnea, sham and naive group. The apnea group
was anesthetized (urethane 1.2 g/kg), a tracheotomy was per-
formed and a cannula (2 mm i.d.) was inserted into the trachea.
The inlet of the cannula was connected to an upper airway
collapsible segment (Farré et al., 2003) and the animal was
subjected to 60 obstructive apneas per hour with a duration of
5s each for a period of 3 h. The sham group was instrumented
in the same way as the apnea group but no obstruction was
applied by the upper airway collapsible segment. The rats of
the naive group (control) were simply anesthetized. At the end
of this experimental procedure, n=4 were used for intravital
microscopy studies and n =4 were sacrificed and colonic tissue
samples were obtained and processed for immunohistochemical
studies.

2.2. Model of recurrent obstructive apneas

Recurrent obstructive apneas in rats were applied by means
of a previously described computer-controlled collapsible seg-
ment based on a Starling resistor placed at the upper airway of
the animal (Farré et al., 2003). Briefly, the collapsible segment
consisted of two identical cylindrical chambers separated by a
circular flexible membrane. The base of one of the chambers had
a tube for connection to a computer-driven source of external
pressure which produced controlled obstruction of the segment.
A tube at the center of the base of the other chamber allowed
connection of the collapsible segment to the rat trachea. Another
tube in this chamber wall was open to the atmosphere and acted
as a pneumotachograph to monitor breathing flow. A pressure
port in the tube connecting the collapsible segment to the tra-
chea enabled us to measure tracheal pressure. Arterial oxygen
saturation in the rat leg was monitored by pulse oximetry (504
Inc. Wauseda, WI, USA).

2.3. Fluorescence intravital microscopy study

Leukocyte—endothelial cell interactions in colonic sub-
mucosal and lamina propria venules were characterized by
using intravital microscopic techniques, as previously described
(Segui et al., 2004). The rat abdomen was opened via a midline
incision, and a segment of the distal colon was chosen for micro-
scopic examination. Rats were then placed on an adjustable
microscope stage, and the colon was extended over a nonaut-
ofluorescent coverslip that allowed observationof a2 cm x 2 cm
segment of tissue. An inverted microscope (Diaphot 300, Nikon,
Tokyo, Japan) with a CF Fluor 40x objective lens (Nikon)

was used. A charge-coupled device (CCD) camera (model XC-
77, Hamamatsu Photonics, Japan) with a C2400 CCD camera
control unit and a C2400-68 intensifier head mounted on the
microscope projected the image onto a monitor (Trinitron KX-
14CP1, Sony, Tokyo, Japan). The images were recorded using a
videocassette recorder (SR-S368E, JVC, Tokyo, Japan). Leuko-
cytes were in vivo-labeled by s.c. injection of Rhodamine 6G
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) which fluores-
cence was visualized by epi-illumination at 510-560 nm, using a
590-nm emission filter. Venules ranging between 15 and 50 pm
in diameter (D) were studied. The flux of rolling leukocytes,
number of rolling leukocytes, and number of adherent leuko-
cytes in 100 wm venule were determined off-line after playback
of videotapes. Venular blood flow (Vbf) was calculated from
the product of mean white blood cell velocity (free-flowing
leukocytes (ffv)) and microvascular cross-sectional area, assum-
ing cylindrical geometry, using the empirical relationship of
Vbf=1tv/1.6. Venular wall shear rate (y) was calculated based
on the Newtonian definition, y =8 (Vbf/D). In each animal, 3-6
venules were examined, and the values of rolling and adherent
leukocytes, leukocyte rolling velocity and venular wall shear
rate were calculated as the mean of each parameter in all venules
examined (House and Lipowsky, 1987).

2.4. Immunohistochemistry study

Immunohistochemistry was used to examine the expression
of P-selectin. Colon tissue sections were incubated with primary
rabbit polyclonal antibody against rat P-selectin (Pharmingen,
San Diego, CA, USA), working dilution 1-50, at 4 °C overnight.
The secondary biotinylated goat anti-rabbit IgG antibody (Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA, USA), diluted 1-200, was
incubated for 1h at room temperature. Reaction was devel-
oped with the immunoperoxidase technique (Vectastain ABC
reagent, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) using as
chromogen a 0.05% solution of 3-39 diaminobenzidine (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MI, USA) with 0.03% H;0O,. Sec-
tions were counterstained with Harris hematoxylin. Positive
staining was defined as a venule displaying a brown reaction
product.

2.5. Statistics

Data are expressed as mean (S.E.) values. Statistical analysis
was carried out by ANOVA. When differences were significant,
an appropriate post hoc test including the Newman—Keuls test
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) was performed.
A p-value of <0.05 was considered significant.

3. Results

Fig. 1 shows the signals recorded during a typical obstructive
apnea. During the event, flow was nil, tracheal pressure swings
increased progressively and an associated marked fall in SaO;
ensued.

Fig. 2A shows representative intravital microscopy pictures
of colon vessels of the apnea, sham and naive groups. The apnea
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Fig. 1. Typical obstructive apnea event. During the apnea, flow (arbitrary units;
positive during inspiration) is nil and inspiratory pressure swings increase. Arte-
rial oxygen saturation falls and recovers as a consequence of the obstructive
apnea.
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group showed increased leukocyte—endothelial cell interactions
compared to the naive or sham groups. Fig. 2B shows the leuko-
cyte rolling flux (57.1+£15.9, 6.1 £2.5, 1.0 £ 0.2 cells/min) of
the apnea, sham and naive groups, respectively; the number of
rolling leukocytes (1.2 +0.4, 0.0 £ 0.0, 0.0 & 0.0 cells/100 pwm)
and the number of adherent leukocytes (1.2+£0.4, 0.1 +0.1,
0.0 £ 0.0 cells/100 wm). All the three parameters were signif-
icantly increased (p <0.05) in the apnea group when compared
with the sham or naive groups. No differences in venular wall
shear rate and venular blood flow were observed among groups.
Fig. 2C shows examples of the immunohistochemistry images
of P-selectin expression, which could only be observed in the
obstructive apnea group.

4. Discussion

The present study shows that 3h of exposure to recurrent
obstructive apneas in rats induces an early leukocyte—endothelial
cell interaction with firm adhesion in the venular endothelium.
These findings provide evidence of a causal link between repet-
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Fig. 2. (A) Shows an increase in the number of rolling and adherent leucocytes on the apnea group with respect to the sham or the naive groups. (B) Shows the
main result of the intravital microscopy. In the colon, the apnea group showed significant differences compared to sham and naive groups with respect to: leukocytes
rolling flux, number of rolling leukocytes and number of adherent leucocytes. Data are means + S.E.M. of four animals per group (*p <0.05 vs. sham and “p <0.05
vs. naive). (C) Shows the immunohistochemistry of P-selectin expression on the endothelium in the three groups of rats. Observable expression only occurs in the

obstructive group.
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itive apneas and the onset of leukocyte adhesion, triggering a
primary interaction between the leukocytes and the endothe-
lium. The systemic inflammation could play a significant role
in the etiology of vascular diseases such as atherosclerosis and
hypertension (Hernandez-Presa et al., 1997).

Other animal models have been used to study the patho-
physiology of OSA. Subjecting rodents to intermittent hypoxia
by modifying the composition of the breathing gas has been
the most commonly used model to assess the consequences
of periodic oxygen desaturation in OSA (Fletcher, 2000). With
the above approach, changes in systemic arterial pressure were
detected despite the fact that the mechanisms of inflammatory
processes due to obstructive events were not considered. In con-
trast, our model of recurrent obstructive apnea is more suitable
for mimicking the events experienced by patients with OSA,
who undergo intermittent hypoxia/hypercapnia events together
with intense inspiratory efforts.

In the sequential adhesive cascade that mediates the traf-
ficking of leukocytes from the blood to the inflammation sites,
leukocyte activation precedes firm adhesion and is mediated
by earlier interactions of leukocytes with selectins and chemo-
attractants. Data in the literature suggest that the inflammation
detected could be attributed to the two main stimuli involved:
hypoxia-reoxygenation and the strenuous inspiratory efforts
(Vassilakopoulos et al., 2002; Prabhakar, 2001). Our model
could be used to quantitatively correlate the conventional indices
that characterize OSA severity (e.g., apnea’hypopnea index)
with its corresponding biological effects.

In conclusion, we demonstrated that repetitive obstruc-
tive apneas akin to the ones in OSA induce a leukocyte—
endothelial cell interaction, triggering a systemic inflammatory
response.
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4.2.ESTUDIO 2.

Role of oxygen desaturation and respiratory effort in an acute animal model of Obstructive Sleep
Apnea.

Maria Nacher, Ramon Farré, Josep M. Montserrat, Daniel Navajas, Oriol Bulbena, Anna
Serrano-Mollar.

Thorax, en revision.

Este estudio evalGa el papel diferencial que las desaturaciones de oxigeno y los esfuerzos
inspiratorios juegan en la induccion de una inflamacion sistémica y una disfuncion endotelial
en un modelo animal agudo.

El proceso inflamatorio se determiné midiendo los niveles plasmaticos de las citocinas pro-
inflamatorias TNF-at y IL-1f al final del experimento. Ademas se determind la activacion
del NF-kB como mediador inflamatorio. La disfuncion endotelial se evalué mediante la
cuantificacién de TxB, y 6kPGF, en plasma.

Se observé un aumento significativo en los niveles plasmaticos de TNF-au y IL-1f3 en cada uno
de los grupos experimentales comparado con el grupo control. La activacion del NF-xB en

el pulmon se incremento tras obstrucciones recurrentes y en condicion de hipoxia/normoxia.

En el tejido de diafragma, la activacion del NF-kB sélo fue significativa en condiciones
de obstrucciones recurrentes. Se encontré un aumento significativo en la relacién TxB,/
6kPGF,  en condiciones de obstrucciones recurrentes y de hipoxia/normoxia, lo que sugiere
un accién vasoconstrictora dominante.
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ABSTRACT

Background: Obstructive sleep apnea (OSA) is a common disorder that is a risk factor for
cardiovascular disease. To avoid the common confounders found in such cases, an animal
model mimicking the recurrent upper airway obstructions characterizing OSA is a useful way
to investigate the mechanisms involved in the consequences of this syndrome. Aim: To assess
the differential role that oxygen desaturations and inspiratory efforts play in the potential
induction of systemic inflammation and endothelial dysfunction in an acute animal model.
Methods: A computer-controlled collapsible segment was placed in the upper airway of an
anaesthetized rat to induce recurrent airway obstructions. Four experimental groups were
studied (n=8 each): I) Sham: instrumented with no obstructions; 2) Apnea group: subjected to
repetitive obstructions (15 s each, 60/h, for 3 h); 3) Apnea+O, group: subjected to the same
obstructions and breathing an oxygen-enriched air to avoid periodic desaturations; and 4)
Hypoxia/Normoxia group: subjected to intermittent hypoxia by modifying the composition
of their breathing. Inflammatory, endothelial mediators were measured as outcomes, along
with NF-kB in the lung and diaphragm. Results: Tumor necrosis factor-a and Interleukin-1§
significantly increased in each of the groups compared with the Sham group. NF-kB binding
activity in the lung was increased in the Apnea and Hypoxia/Normoxia groups, compared
to the Sham animals, but not in the Apnea+O, group. In diaphragm tissue, NF-kB activation
was only significant in the Apnea group compared to the Sham group.A significant difference
was found in the ratio Thromboxane-B /6-keto-Prostaglandin-F, between the Apnea and
Hypoxia/Normoxia groups compared to the Sham group, while this was not the case with
the Apnea+O, group. Conclusions: Although respiratory effort contributes to inflammation,
oxygen desaturations play a major role in the induction of systemic inflammation and,
particularly, of endothelial dysfunction in OSA.
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is the most common condition of sleep-disordered breathing,
affecting between 5-15% of the population (I). It is characterized by intermittent episodes
of partial or complete obstruction of the upper airway during sleep, causing disruption to
normal ventilation and sleep architecture. It is typically associated with excessive daytime
sleepiness, snoring and witnessed apneas. OSA is considered a cardiovascular risk factor
(2). One of the most convincing cardiovascular consequences on records is the association
between OSA and hypertension (3;4).

Inflammation and endothelial dysfunction (1) have been considered as possible mechanisms
(5). Current evidence suggests that OSA is associated with a group of pro-inflammatory (6;7)
and pro-thrombic factors (8) that have been identified as being important in the development
of cardiovascular disorders. However, the exact origin of these biological mediators is not
clear. Associated comorbidity constitutes one of the most important limitations, although
this can be avoided, at least partially, by working on an animal model (as we have previously
described (9)) that mimics the recurrent upper airway obstructions characterizing OSA and
makes it possible to study various factors that appear during OSA, such as heavy intrathoracic
pressure (8) and/or intermittent hypoxemia.

It has been reported that OSA increases plasma cytokines such as tumor necrosis factor-
o (TNF-a) and interleukin-1f (IL-1B) (10). In the vascular endothelium, TNF-o. presents
pro-coagulant activity and activates endothelial cells in order to produce IL-1§; it can also
stimulate the secretion of adhesion molecules that take part in the adherence of leukocytes
and platelets to the surface of the endothelium. Another pleitropic effect of TNF-a is the
synthesis of vasoconstriction and vasodilatation mediators such as thromboxane-A, (TxA,)
and prostacyclin (PGl,) (11). These eicosanoids are mediators of inflammation and are
produced by several inflammatory cells. The TxA, is a powerful starting agent of platelet
aggregation, and it has been identified in the synthesis of platelets and other tissues. On
the other hand, it is a potent vasoconstrictive and consequently reduces blood flow. PGl,
has vasodilatadory effects and acts naturally against platelet aggregation. An imbalance
of vasoconstrictor and vasodilator mediators has been implicated in the pathogenesis of
hypertension.

Recent studies exploring the link between OSA and vascular disease have focused on the
role of the transcription factor nuclear kappa B (NF-kB). In addition, it has been reported
that circulating blood monocytes produce the inflammatory response in OSA patients, with
NF-kB activation triggered by chronic intermittent hypoxia (12;13). The pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-a. and IL-13 (14), constitute one of the signalling pathways that
regulate NF-kB activity; they activate the NF-kB, which in turn produces TNF-a and IL-1f3,
forming a short-looped positive feedback system. In order to know the source of these
pro-inflammatory cytokines, we measured the NF-«kB in both the target tissues involved in
recurrent obstructive apneas: the lung and the diaphragm.

However, the role of the individual factors those appear during OSA, such as oxygen
desaturation and inspiratory effort, have not been elucidated. In the current investigation, we



have assessed the different roles that oxygen desaturation and inspiratory effort play in the
potential induction of inflammatory response and triggering of endothelial dysfunction in an
acute animal model of OSA.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Pathogen-free, 32 male Sprague-Dawley rats, weighing 350-375 g, were obtained from
Charles River Laboratories (Saint Germain sur I'Arbresle, France). The rats were housed
in a controlled environment and fed rodent chow (A04; Panlab, Barcelona, Spain) and tap
water ad libitum. This study conformed to European Community (Directive 86/609/EEC) and
Spanish guidelines for the use of experimental animals and it was approved by the institutional
committees of animal care and research.

2.2 Model of recurrent obstructive apneas

Recurrent obstructive apneas were applied to rats by means of a previously described
computer-controlled collapsible segment, based on a Starling resistor placed in the animal’s
upper airway (15). Briefly, the collapsible segment consisted of two identical cylindrical
chambers separated by a circular flexible membrane. The base of one of the chambers had a
tube connected to a computer-driven source of external pressure that produced controlled
obstruction of the segment.A tube at the center of the base of the other chamber connected
the collapsible segment to the rat trachea.Another tube in this chamber wall was open to the
atmosphere and acted as a pneumotachograph to measure breathing flow.A pressure port in
the tube connecting the collapsible segment to the trachea enabled us to measure tracheal
pressure.Arterial oxygen saturation in the rat’s leg was monitored by pulse oximetry (504 Inc
Wauseda, WI, USA).

2.3 Experimental groups

Experimental animals were randomly divided into four groups (n=8 for each group): Sham,
Apnea, Apnea+O, and Hypoxia/Normoxia groups. The animals were anesthetized (Urethane
1.2 g/kg, intraperitoneal), a tracheotomy was performed, a cannula (2 mm ID) was inserted
into the trachea, and the inlet of the cannula was connected to an upper airway collapsible
segment (9). In the Sham group, no obstructions were applied via the upper airway collapsible
segment (Figure la). In the Apnea group, the animals were subjected to 60 obstructive apneas
per hour, with a duration of |5 s/min for a period of 3 h; the respiratory effort produced was
at least three times greater than the basal pressure (Figure Ib). The Apnea+O, group was
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treated in the same way as the Apnea group, but a rich atmosphere of oxygen was applied, to
avoid oxygen desaturations (Figure |c).The Hypoxia/Normoxia group was instrumented by a
special device, using a head cylinder, which induces hypoxia and normoxia periods at a rate of
60 per hour, the same rate as the apneas; cycles were applied for a period of 3 h, consisting
of a hypoxic phase (ambient O, concentration of 5%) of |5 s, followed by a rapid return to an
ambient O, of 21 % for 45 s (Figure 1d).At the end of the experiment the animals were killed
by exsanguination from the abdominal aorta.

2.4 Biochemical assays in plasma

Blood was collected from the aorta, samples were put into microcentrifuge tubes containing
ETDA, placed on ice and centrifuged at 3000 rpm for |15 min.The plasma was collected and
frozen at - 80°C until used.

TNF-o and IL-1 concentration was measured by a commercial solid-phase sandwich
enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) from R&D Systems (Minneapolis, MN, U.S.A.),
following the manufacturer’s protocol.

Circulating levels of TxB, and 6kPGF, (stable metabolites of TxA, and PGl,) were measured
with commercially available high-sensitivity ELISA kits (Cayman Chemical, Tallinn, Estonia),
following the manufacturer’s protocol.

2.5 Nuclear protein extraction and determination of NF-kB binding activity.

Samples of lung and diaphragm tissue were obtained and immediately frozen in liquid nitrogen
and kept at - 80 °C for further studies. For the measurement of NF-kB activation, nuclear
fractions were prepared from lung and diaphragm tissue using a Nuclear Extract Kit (Active
Motif, Rixensart, Belgium), following the manufacturer’s protocol.

Levels of nuclear p65 concentrations were determined by TransAM™ NF-kB p65 Chemi kit
(Active Motiff, Rixensart, Belgium), following the manufacturer’s protocol.

2.6 Statistics

Data are expressed as mean * SEM values, with 95% confidence intervals (CI). Statistical
analysis was carried out by ANOVA. When differences were significant, an appropriate post
hoc test, including the Newman-Keuls test (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA), was
performed.A p value of < 0.05 was considered significant.



3.RESULTS

3.1 Inflammatory biochemical markers

The inflammatory response was reflected by an increase in TNF-a and IL-1§. Both markers
showed a significant increase in all the experimental groups, compared to the Sham group
(Figure 2a, 2b). These data indicate that respiratory effort and recurrent hypoxia/normoxia
induce systemic inflammation.

3.2 Nuclear factor-xB binding activity

NF-kB binding activity was increased in nuclear fractions from lungs in both the Apnea and
the Hypoxia/Normoxia group compared to the Sham animals. This enhancement in NF-
KB activity was not observed in the Apnea+O, group (Figure 3a). Figure 3b shows NF-kB
activation in nuclear fractions from diaphragm tissue, and indicates that there was a significant
increase only in the Apnea group, compared to the Sham group.

3.3 Vascular endothelial markers

As an indication of endothelial dysfunction, TxB, and 6kPGF, were measured in plasma
samples. The levels of TxB, showed a significant increase in both the Apnea and Hypoxia/
Normoxia group, compared to the Sham group. However, the TxB, level in the Apnea+O,
group did not show any significant increase compared to the Sham group (Figure 4a).

The levels of 6kPGF, ~showed a significant decrease in both the Apnea and Hypoxia/
Normoxia group, compared to the Sham group. This decrease in the 6kPGF, levels was not
found in the Apnea+O, group, compared to the Sham group (Figure 4b).

An increase in TxB, accompanied by a decrease in the 6kPGF, — which translates into an
increase of the TXBZ/6kPGF|(1 ratio, an index of a vasoconstrictor effect — was observed in the
Apnea and Hypoxia/Normoxia experimental groups, compared to Sham animals. An oxygen-
rich atmosphere reversed these changes.
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4.DISCUSSION

In our study we have distinguished between the different stimuli that contribute to the
pathology of OSA, in order to identify the importance of these stimuli in the induction of
systemic inflammation and endothelial dysfunction. There is a growing body of evidence
in clinical literature that indicates that OSA is associated with increased levels of pro-
inflammatory cytokines and subsequent increased endothelial dysfunction, which could lead
to cardiovascular disease (5;16). However, the mechanism that triggers the inflammatory
process in OSA patients does not differentiate between hypoxia/normoxia and respiratory
effort. Both of these could play an important role in the development of cardiovascular
diseases. On the one hand, it has been reported in experimental models that hypoxia/
normoxia without respiratory effort can trigger a vascular disease (17;18). On the other
hand, the respiratory effort produced by intrathoratic pressure can also trigger a vascular
disease (2).The data from our study show that 3 hours of recurrent obstructive apneas were
associated with an increase in inflammatory mediators, in line with various studies of OSA
patients, where increased levels of circulating TNF-at and IL-1{3 have been identified (19;20).
This increase occurs when the hypoxia/normoxia or respiratory effort occurs individually. It
has also been reported that strenuous resistive breathing increases plasma cytokines such
as TNF-a and IL-13 (10). Furthermore, we have observed that apneas and isolated hypoxia/
normoxia episodes induce endothelial dysfunction, while respiratory effort alone does not do
this. Finally, we have found an activation of NF-«B triggered by recurrent obstructive apneas,
in the lung as well as in the diaphragm, where hypoxia/normoxia and respiratory effort occur
in conjunction. Isolated hypoxia/normoxia in lung tissue also contributes to NF-kB activation;
however, respiratory effort does not activate the NF-kB in any of these tissues.

Inflammatory mediators such as TNF-a and IL-If are regulated by NF-kB, but they are
also activators of the NF-kB pathway. Thus, the activation of NF-kB may be a molecular
mechanism in OSA pathology. It has been observed that subjects with OSA have a selective
activation of NF-kB in monocytes, compared with control subjects (7;12;21;22). However, the
studies related to OSA patients cannot determine the importance of different stimuli in the
target organs involved in the inflammatory response. In OSA patients, the lung is the organ
that experiences the most oxygen desaturation and intrathoracic pressure, and the diaphragm
is also a target tissue, because of its involvement in the respiratory effort. Our experimental
model allowed us to determine the importance of the different stimuli in the various organs.
It is important to take into account that the respiratory effort in this experimental model
has a normal oxygen concentration, whereas experimental models of resistive breathing are
always linked with tissue hypoxia. These data suggest that oxygen desaturation plays the major
role in the activation of NF-kB in the lung, whereas in the diaphragm the activation of NF-
kB depends on both stimuli being present simultaneously. These results could be explained
by the sensitivity of the lung to changes in oxygen concentration, as it is the first organ to
be exposed to hypoxia/normoxia, which induces oxidative stress, triggering the activation of
the NF-kB pathway (23-25). In contrast, 3 h of hypoxia/normoxia in the diaphragm would
not be sufficient to trigger NF-kB activation. Therefore, it seems reasonable to assume that
the activation of inflammatory pathways in the diaphragm is due to the joint presence of



the factors of hypoxia/normoxia and respiratory effort. Moreover, exaggerated swings in
intrathoracic pressure damage the lung through the mechanical effects of an increase in
respiratory effort, leading to large decreases in inspiratory intrathoracic pressure; these
events, together with oxygen desaturation, also activate the NF-kB inflammatory pathway.
Oxidative stress may be considered the major stimulus for NF-kB activation, which is caused
by resistive breathing (26). Our results showed an absence of NF-kB activation in the lung
and diaphragm, because oxidative stress does not occur during respiratory effort. Therefore,
the increased levels observed in TNF-o and IL-1f3 as a result of respiratory effort alone would
have no relation with NF-kB activation in the lung or diaphragm. In this case, the source of
this cytokine production is not clear. It has been reported that respiratory muscles exhibit
a low level of constitutive expression of various cytokines (such as TNF-a and IL-18), which
could be upregulated during resistive breathing induced by inspiratory resistive loading (27).

Additionally, OSA patients show an increase in vascular endothelial dysfunction (28;29)
and injury markers (30). Dysfunctional endothelium is characterized by an imbalance in
the production of vasoactive hormones, increased adherence of inflammatory mediators
to endothelial cells and hypercoagulability, and it is a known risk factor for cardiovascular
events (31). Given the frequent and unexplained association between systemic hypertension
and OSA, the secretion of prostanoids during sleep has been investigated (32). PGI, has
vasodilatadory effects, whereas TxA, results in vasoconstriction. The ratio TxB,/6kPGF
is used as an index of vasoconstriction. Measurements of the circulating concentrations
of the stable metabolites of TxB, and 6kPGF, tested the hypothesis that changes in the
venous plasma TxB,/6kPGF, ratio would correlate with changes in blood pressure. A higher
TxB,/6kPGF,  ratio in subjects with OSA, compared with controls, reflects a predominance
of vasoconstrictor activity in these patients as the cause of pulmonary hypertension (32).
Our results show an increase in the TxB,/6kPGF,  ratio induced by recurrent obstructive
apneas and hypoxia/normoxia. These findings suggest a vasoconstrictor effect in apnea and the
hypoxia/normoxia condition.

In summary, it is demonstrated that, although respiratory effort contribute to inflammation,

oxygen desaturations play a major role in the induction of an inflammatory process and the
triggering of an endothelial dysfunction.
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Figure |

Examples of the signals recorded during the experiment. Figure la shows sham conditions;
flow, pressure and the rat’s arterial oxygen saturation (SaO,) exhibited normal values. Figure
Ib shows that flow was nil during the apnea, owing to valve closure; pressure swings in the
trachea were markedly increased as a result of breathing effort and the SaO, exhibited a
transient decrease. Figure lc shows that flow was nil during the apnea+O,, owing to valve
closure; pressure swings in the trachea were markedly increased as a result of breathing
effort but the SaO, showed no change. Figure 1d shows that during the hypoxia, there were
no pressure swings in the trachea as there was no breathing effort, while the SaO, exhibited
a transient decrease.
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Figure 2a Figure 2b
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Figure 2

(a) Plasma levels of TNF-o. after 3 h of apnea, hypoxia/normoxia and apnea+O,. TNF-a, levels
were increased significantly in all the groups compared to the Sham group. (b) Plasma levels
of IL-1f after 3 h of apnea, hypoxia/normoxia and apnea+O,. IL-I1{} levels were increased
significantly all the groups compared to the Sham group. Data are means + SEM of 8 animals
per group (*p<0.05 vs Sham group).

Figure 3a Figure 3b

NF-xB lung NF-xB diaphragm

NF-xB diaphragm
(RLU)

Figure 3

(2) NF-kB activation in nuclear fractions in lung tissue. There was a significant increase in
both the Apnea and the Hypoxia/Normoxia group, compared to the Sham group. (b) NF-
KB activation in nuclear fractions in diaphragm tissue. The only significant increase was that
between the Apnea group and the Sham group. Data are means + SEM of 8 animals per group
(*p<0.05 vs Sham group).



Figure 4a Figure 4b
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TxB; (pg/iml)

Figure 4

(a) Plasma levels of TxB, after 3 h of apnea, hypoxia/normoxia and apnea+O, Levels of TxB,
increased significantly in the Apnea and Hypoxia/Normoxia groups, compared to the Sham
group. (b) Plasma levels of 6kPGF, after 3 h of apnea, hypoxia/normoxia and apnea+O, Levels
of 6kPGF, decreased significantly in the Apnea and Hypoxia/Normoxia groups, compared to
the Sham group. Data are means * SEM of 8 animals per group (*p<0.05 vs Sham group).
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4.3.ESTUDIO 3.
Rat model of chronic recurrent airway obstructions to study the sleep apnea syndrome.
Farré R, Nacher M, Serrano-Mollar A, Galdiz B, Alvarez FJ, Navajas D, Montserrat JM.

Sleep 2007;30:930-3.

En este trabajo se evalué un modelo crénico de rata de obstrucciones recurrentes en la VAS
para estudiar el SAHS.

El flujo respiratorio, la presion, la concentracion de CO, en aire mostraron que el modelo
mimetizaba los eventos respiratorios (apneas obstructivas, esfuerzos respiratorios
aumentados y caidas en la saturacion de oxigeno). El estrés del animal generado por el
sistema, fue evaluado mediante el peso corporal y los niveles de corticosterona en plasma a
lo largo de todo el experimento. Los valores no fueron significativos entre el grupo Apnea y
grupo Sham. Esto apoya el concepto que este nuevo modelo no introduce una carga de estrés
significativa en el animal después de la aclimatacion al sistema.

En lo que se refiere a mediadores de disfuncion endotelial, hubieron diferencias significativas
en condiciones de obstrucciones recurrentes en la relacion Tsz/6kPGFm en plasma, lo
que determina una accién dominante vasoconstrictora en condiciones de obstrucciones
recurrentes.
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RAT MODEL OF SLEEP APNEA SYNDROME

Rat Model of Chronic Recurrent Airway Obstructions to Study the Sleep Apnea

Syndrome

Ramon Farré PhD'5; Maria Nacher BSc? Anna Serrano-Mollar PhD?; Juan B Géldiz MD*; Francisco J Alvarez PhD* Daniel Navajas PhD'%; Josep M. Montserrat MD?

'Unitat de Biofisica i Bioenginyeria, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona-IDIBAPS, Barcelona, Spain, *Sleep Laboratory, Servei de
Pneumologia i Al*lérgia Respiratoria, Hospital Clinic-IDIBAPS, Barcelona, Spain; *Department of Experimental Pathology, IIBB-CSIC-IDIBAPS,
Barcelona, Spain; *Unidad de Investigacién, Hospital de Cruces, Bilbao, Spain; *Institut de Bioenginyeria de Catalunya, Barcelona, Spain

Study Objectives: To implement a chronic rat model of recurrent airway
obstructions to study the obstructive sleep apnea (OSA) syndrome.
Design: Prospective controlled animal study.

Setting: University laboratory.

Patients or Participants: 24 male Sprague-Dawley rats (250-300 g).
Interventions: The rats were placed in a setup consisting of a body
chamber and a head chamber separated by a neck collar specially de-
signed to apply recurrent airway obstructions with OSA patterns. Rats in
the Obstruction group (n=8) were subjected to 5-s obstructions at a rate of
60 per hour, 6 h/day during 4 weeks. Sham rats (n=8) were placed in the
setup but no obstructions were applied. Naive rats (n=8) were subjected
to no intervention.

Measurements and Results: Breathing flow, pressure, CO, air concen-
tration, and SpO, showed that the model mimicked OSA respiratory events
(obstructive apneas, increased respiratory efforts, and oxygen saturation

dips). Animal stress, assessed by body weight and plasma corticosterone,
was not significantly different across Obstruction and Sham groups. This
supports the concept that this novel model does not introduce a significant
burden of stress in the rat after acclimatization to the chamber. Throm-
boxane-B2/6-keto-Prostaglandin-F1a ratio in plasma, which is an index
of vasoconstriction, was significantly increased in the rats subjected to
obstructions.

Conclusions: The designed animal model of chronic recurrent airway
obstructions is feasible and potentially useful to study the mechanisms
involved in the cardiovascular consequences of OSA.

Keywords: Obstructive sleep apnea, animal model, airway obstruction.
Citation: Farré R; Nacher M; Serrano-Mollar A et al. Rat model of chronic
recurrent airway obstructions to study the sleep apnea syndrome. SLEEP
2007;30(7):930-933.

INTRODUCTION

THE OBSTRUCTIVE SLEEP APNEA (OSA) SYNDROME IS A
VERY PREVALENT RESPIRATORY SLEEP DISTURBANCE
THAT INDUCES EXCESSIVE SLEEPINESS LEADING TO
an increased risk of accidents and deterioration in quality of life.
OSA is also an important risk factor for cardiovascular diseases,'
although the exact mechanisms involved are not well known de-
spite the considerable effort made in recent years. Given the con-
currence of a number of confounding variables, such as those char-
acterizing the metabolic syndrome, it is difficult to draw precise
and definitive conclusions from patient studies. Patient data also
make it difficult to investigate the detailed mechanisms causing
the consequences of OSA. Specifically, the relative roles played
in the pathophysiology of sleep apnea by fluctuations in oxygen,
carbon dioxide, behavioral state, respiratory drive, ventilatory ef-
fort, and upper airway intraluminal pressures are not known. To
advance our understanding of which patients with sleep apnea are
at greater risk for morbidities and to target treatment to relevant
perturbances, it is essential that we understand the interactions of
physiological variables.
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Accordingly, animal models, which avoid comorbidities and
allow invasive measurements under well-controlled experimental
conditions, are a useful tool to investigate the pathophysiological
mechanisms determining the consequences of OSA. Although a
number of animal models have been proposed to this end,>* no
model has been so far described to noninvasively apply a chronic
pattern of controlled airway obstructions mimicking the ones ex-
perienced by OSA patients. The aim of this work was, therefore,
to develop and test the feasibility of such a model for OSA re-
search.

METHODS
Experimental Setup

The rat model proposed to apply recurrent airway obstructions
is based on a setup consisting of 2 chambers separated by a latex
neck collar (Figure 1, top). The body chamber was a transparent
plastic cylinder (6.5 cm in diameter) with a dense distribution
of holes (1 c¢cm in diameter) in the walls to allow air circulation
and maintenance of temperature and humidity. The position of
the rear base of the cylinder (which incorporates a hole for the rat
tail) was adjustable to restrain the rat movement. The neck col-
lar was selected to almost eliminate air leaks between the body
and head chambers while ensuring that no excessive pressure was
applied on the neck. The transparent head chamber was conical
(Figure 1, top), with dimensions designed to reduce its air volume
when the rat was in place.

The rat breathed room air through an orifice at the vertex of
the conical head chamber. A valve to allow closure of the orifice
was placed at the entrance of the head chamber (Figure 1, top).
The valve, which was described in detail elsewhere,* allowed the

Chronic Animal Model of Obstructive Apneas—Farré et al
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Figure 1—Top: Diagram of the experimental setup to noninvasively
apply recurrent airway obstructions in the rat. See text for expla-
nation. Bottom: Example of the signals recorded during one of the
recurrent obstructions. During the obstruction, flow (V’) was nil
owing to valve closure, pressure swings in the head chamber (P)
were markedly increased as a result of the breathing efforts, partial
pressure of carbon dioxide in the air of the head chamber (CO,) in-
creased and the rat’s arterial oxygen saturation (SpO,) exhibited a
transient decrease.

application of a controlled pattern of obstruction and incorporated
a built-in pneumotachograph to monitor breathing flow. A bias
airflow source electronically synchronized with the valve was
connected to the head chamber to rinse it with room air. A flow of
2 ml/s entered the rear part of the head chamber during the time
that the valve was open. When the valve was closed the bias flow
was interrupted, keeping the head chamber closed and imposing a
virtual airway obstruction to the rat breathing.

A transducer (Honeywell 176 PC; Microswitch, Boston, MA,
USA) measuring pressure in the head chamber was used to as-
sess breathing effort. The CO, concentration in the air of the head
chamber was intermittently monitored (Tonometrics, Datex Eng-
strom, Helsinki, Finland). The arterial oxygen saturation (SpO,)
was periodically measured by pulse oximetry at the rat tail (504;

SLEEP, Vol. 30, No. 7, 2007

Criticare Systems, Inc, Waukesha, WI). Signals were sampled at
100 Hz and stored in a conventional computer-based data acquisi-
tion system.

Model Evaluation

The study, which was approved by the Animal Research Ethi-
cal Committee of the University of Barcelona, was carried out
on 24 Sprague-Dawley male rats (250-300 g). The animals were
randomized into 3 groups (n=8 each): Obstruction, Sham, and
Naive.

Rats in the Obstruction and Sham groups were progressively
adapted to the experimental setting during the week prior to the
start of the experiment. To this end, the time that rats were placed
in the experimental device (without airway obstructions) was in-
creased each day up to 6 h on the last day. At the end of the ad-
aptation period, the rats in the Obstruction group were subjected
to 5-s obstructions at a rate of 60 per hour, 6 h/day for 4 weeks.
A 5-s duration of obstructions was chosen because these resulted
in transient SpO, reductions to 85%+1% (10-s and 15-s obstruc-
tions transiently decreased SpO, to 83%+2% and 75%+2%, re-
spectively). Sham rats were subjected to the same experimental
procedure, but no airway obstructions were applied. Naive rats
were subjected to no intervention.

To assess the level of stress induced in the animals, the body
weight and the plasma concentration of corticosterone, which is
a conventional index of stress,’ were measured every 3 days for
the 4 weeks of the study in all the rats. Plasma corticosterone
was measured by ELISA (Cayman Chemical Company, Ann Ar-
bor, MI, USA) from 200 pl of blood obtained from the saphena.
At the end of the study, and before the animal was sacrificed, a
blood sample was obtained from the aorta to measure the plasma
levels of Thromboxane-B, (TxB,) and 6-keto-Prostaglandin-F
(6kPGF | ) by ELISA (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA). The ratio TxB,/6kPGF, was used as an index of va-
soconstriction.®

Data were expressed as mean+SEM. Statistical analysis was
carried out by ANOVA. Two-way ANOVA tests were used to
ascertain whether body weight and plasma corticosterone varied
with time and/or group (Obstruction, Sham, and Naive). When
the differences were significant, a Bonferroni post-test (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA) was performed. A one-way
ANOVA test was employed to assess the differences between
groups in TxB,/6kPGF, . When the differences were significant,
a Newman-Keuls post-test was performed. The differences were
considered significant when P <0.05.

RESULTS

Figure 1, bottom, shows an example of the signals recorded
during one of the airway obstructions applied to the rats. Dur-
ing the 5-s period of obstruction, flow through the valve was nil
owing to its closure. As a result of the breathing efforts of the
rat against the closed valve, the swings in air pressure markedly
increased in the head chamber. The CO, concentration of the air
in the head chamber consistently increased as a result of the oc-
clusion. As expected, after some delay from the start of the occlu-
sion, SpO, exhibited a transient dip.

Along the 4 weeks of the study, Naive rats showed significant-
ly greater weight gain (46%+5%) than rats in the Obstruction and

Chronic Animal Model of Obstructive Apneas—Farré et al



Sham groups (27%+3% and 28%+4%, respectively); there was no
significant difference between Obstructive and Sham rats. Plasma
corticosterone was significantly higher in the Obstructive and
Sham rats than in the Naive group, but there was no significant
difference between the Obstruction and the Sham groups. In these
2 groups of instrumented rats, corticosterone levels recovered the
baseline values at the end of the 4-week period: 29.7+8.1 pg/ml
at day 1 and 30.2+8.5 pg/ml at day 28 for the Obstruction group,
and 35.4+8.9 pg/ml at day 1 and 32.7+7.2 ug/ml at day 28 for the
Sham group. TxB, was found to increase and 6kPGF | remained
unchanged in the instrumented rats. The ratio TxB,/6kPGF, was
significantly greater in the Obstruction group (3.13+0.42) than in
the Sham (1.16+0.39) and Naive (0.42+0.07) groups; the differ-
ence between the Sham and Naive groups was not significant.

DISCUSSION

The novel model designed in this work allows the rat to be
chronically subjected to a pattern of respiratory events realisti-
cally mimicking the ones that characterize OSA. Indeed, the ani-
mal experienced intermittent airway obstructions resulting in in-
creased breathing efforts and oxygen desaturations.

A number of animal models have been employed to date to
investigate the mid- and long-term effects of OSA. A dog model
based on the implant of an obstruction valve at the tracheal level
was used to study systemic hypertension and breathing control
in OSA.> However, the relatively low availability of gene ex-
pression assays for this species in comparison with rodents have
enhanced the interest in murine models. The most widely used
model to investigate the effects of the respiratory disturbances in
OSA consists in subjecting rodents to a hypoxia/normoxia pattern
by breathing air with variable O, concentration.® This approach
has been successfully employed to study the changes in systemic
arterial pressure and rat behavior and the presence of metabolic
abnormalities and cardiovascular consequences.”® Nevertheless,
the model based on changing the air concentration does not al-
low us to study the potential consequences of strenuous breathing
against an obstructed airway. This mechanical stimulus actually
experienced by OSA patients acts as an immune challenge’ result-
ing in inflammatory and metabolic responses that could play a
significant role in determining the consequences of OSA. How-
ever, the only study that investigated the systemic effects of re-
current airway obstructions mimicking OSA in rats required an
invasive setting, with the result that only short term effects could
be studied.”®

To avoid manipulation of the airway of the animal, i.e., to ap-
ply a noninvasive procedure, the described model imposes air-
way obstruction indirectly. Virtual airway occlusion is achieved
by occluding the head chamber, which was designed to reduce
air volume and to provide air sealing at the neck collar. Because
the airway of the animal is not actually occluded, the rat is able to
breathe the very small airflow associated with the pressure chang-
es induced by muscle effort exerted on the low compliance of the
gas in the chamber. This low amplitude breathing flow accounts
for the increase in CO, concentration in the head chamber dur-
ing valve obstruction (Figure 1, top). The restriction of movement
imposed on the rat during the occlusions is a potential source of
stress.’ Although the rats were familiarized with the setting be-
fore the application of the obstructive challenge, some stress re-
mained as evidenced by the differences observed in weight gain
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and plasma corticosterone. Nevertheless, the fact that the level of
corticosterone at the end of the experiment resembled that of the
baseline and the observation that the animals exhibited no dis-
comfort in the setting, suggest that the stress induced by restraint
was moderate.

The use of a Sham group, which takes into account the re-
straining effect as well as the whole experimental procedure, al-
lows us to analyze the effects induced by the airway obstructions
exclusively. The fact that the ratio TxB,/6kPGF, was significant-
ly greater in the Obstruction than in both the Sham and Naive
rats, together with the absence of significance in the difference
between Obstruction and Sham suggests that the vasoconstric-
tion response observed was specifically triggered by the stimulus
of recurrent airway obstructions. This result should not be in-
terpreted simply on the basis of a vasoconstriction/vasodilation
imbalance. The fact that TxB, is mainly produced by platelets
suggests that, in addition to the vasoconstriction pattern, there is
an involvement of platelet activation that could be related to com-
mon cardiovascular complications in patients with OSA.

The chronic model described can be readily applied to the in-
vestigation of the consequences of the respiratory events in OSA.
Indeed, dose-response studies can be carried out by modifying
the frequency and/or the duration of the obstructions, the number
of hours of challenge per day and the total duration of the study.
Implementation of this novel research tool in a series of animal
studies is expected to provide new data regarding the interactions
of each physiological variable across obstructive apneic events.
For example, this system would allow the independent study
of the modification of one physiological perturbance within or
across an apnea and its resolution without significantly altering
the other physiological parameters. In conclusion, the described
animal model provides a useful tool for investigating the mecha-
nisms involved in the mid- and long-term consequences of OSA.
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5. DISCUSION

El SAHS es el trastorno respiratorio del suefio mas comun. Se caracteriza por un colapso
recurrente de la VAS que da lugar al cese total (apnea) o parcial (hipopnea) de la ventilacion
nasobucal. Estos episodios recurrentes provocan la fragmentacion del suefio, desaturaciones en
la oxihemoglobina, y excesiva somnolencia diurna. EI SAHS induce severos efectos mecanicos
intratordcicos con presiones negativas que pueden llegar a - 60 cm de H,O o mas durante los
eventos respiratorios. Ademas, también da lugar a periodos de hipoxia/normoxia intermitente
secundarios a las apneas/hipopneas. Estos cambios gasométricos pueden ocasionar estrés
oxidativo, incremento en la activacion simpatica, inflamacion y disfuncion endotelial. Algunas
de estas anormalidades fisiologicas o bioquimicas estan implicadas en la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares.

Datos epidemioldgicos implican al SAHS en el desarrollo de varias enfermedades cardiovasculares,
especialmente la hipertension sistémica. Se ha observado que la terapia con CPAP aminora las
desaturaciones de oxigeno y el esfuerzo respiratorio, disminuyendo la morbilidad y mortalidad
cardiovascular?®¢, Sin embargo, no son bien conocidos los mecanismos implicados. Un mejor
entendimiento de la respuesta celular a la hipoxia/normoxia intermitente y a las grandes
presiones negativas intratoracicas, factores fundamentales que acontecen durante las apneas, nos
puede llevar a comprender mejor las vias fisiopatolégicas del SAHS especialmente en relacion a
los trastornos cardiovasculares.

Debido a la comorbilidad asociada al SAHS, especialmente la obesidad, la diabetes y el tabaco®”’,
no se han podido clarificar en los pacientes los elementos precisos implicados en la patologia.
En consecuencia, tiene un gran interés cientifico el desarrollo de modelos experimentales, donde
las diversas variables implicadas pueden estar controladas. Hasta el momento, un gran nimero de
modelos animales han sido empleados para investigar los efectos a medio y largo plazo del SAHS.
El modelo mas cominmente usado para investigar los efectos de los trastornos respiratorios
en el SAHS consiste en un modelo de rata de hipoxia/normoxia, modificando la concentracion
de O, en el aire”'. Este tipo de modelo ha sido empleado para evaluar las consecuencias de
las desaturaciones de oxigeno periédicas en el SAHS como también el comportamiento del
animal, los cambios de la presion arterial sistémica, la presencia de anormalidades metabdlicas
y las consecuencias cardiovasculares®'. Sin embargo, el modelo descrito no permite estudiar las
consecuencias potenciales de una respiracion vigorosa contra una VAS obstruida. En este sentido,
algunos estudios sugieren que el esfuerzo respiratorio experimentado en los pacientes con SAHS
podria también jugar un papel significativo en el desarrollo de las consecuencias del SAHS*E,

Los estudios que integran esta tesis doctoral han estado dirigidos a sentar las bases para
evaluar las consecuencias de las apneas recurrentes. Por tanto, en la presente tesis, se
propuso desarrollar un modelo experimental donde confluyeran o se pudiesen separar
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ambos estimulos, la hipoxia/normoxia y el esfuerzo respiratorio, con el fin de determinar
la implicacion de cada uno de ellos por separado, o juntos. Por ello, gran parte del trabajo
realizado en esta tesis se centré en la puesta a punto de dos modelos de SAHS en rata:
un modelo agudo y otro modelo crénico, de forma que simularan los diferentes factores
que acontecen durante las apneas en humanos. En primer lugar, se desarroll6 un modelo
animal agudo (3 h) de eventos respiratorios (5 s/min o |5 s/min durante 3h) en el que se
evaluaron las diferentes variables implicadas, concretamente los cambios gasométricos y
los esfuerzos respiratorios. Se registrd el flujo ventilatorio y las presiones intratraqueales.
En condiciones de obstruccion, la presion intratraqueal se triplico, de forma que el animal
realizaba un esfuerzo respiratorio muy notorio mientras se producia una caida en la SaO,
en sangre arterial. Todos los valores se normalizaban al finalizar la obstruccion. Se analizé el
posible proceso inflamatorio sistémico asi como la disfunciéon endotelial desencadenada tras
los eventos recurrentes. En segundo lugar, se desarrollé un modelo experimental crénico de
mayor duracion (5 semanas) de apneas recurrentes (5 s/min durante 6 h/dia) para conocer
si los posibles cambios agudos persistirian a lo largo de las semanas o habria un proceso de
adaptacion. Esta hipotesis se basa en el hecho de que el SAHS es una entidad crénica y de ahi
la posible adaptacion a los cambios iniciales.Y que esta posible adaptacion tendria un efecto
protector.

En el primer trabajo realizado, llevado a cabo en el modelo agudo, se observé que las apneas
recurrentes inducian un aumento de las interacciones leucocito-endotelio en las vénulas
colicas, reflejado, sobre todo, por el aumento del flujo de leucocitos en rodamiento y en el
numero de leucocitos adheridos al endotelio venular. Este resultado se complementé con
el hallazgo de un incremento de la expresion de P-selectina en las vénulas del colon. Los
resultados de este estudio muestran un inicio de un proceso inflamatorio tras 3 h de apneas
recurrentes. Ademas, estos datos concuerdan con los ya publicados en que los pacientes con
SAHS presentan elevados niveles circulantes de P-selectina soluble's3'¢42¢°270 También se han
descrito niveles circulantes elevados de otros mediadores inflamatorios en pacientes con
SAHS, como la PCR™7!'?! citocinas pro-inflamatorias como el TNF-q, IL-6 y IL-1$%72, y otras
moléculas de adhesidon como la ICAM-I, la VCAM-I y la E-selectina’'®. Nuestro trabajo
aporta el hecho de que la reaccion inflamatoria acontece solo tras 3 h de apneas recurrentes
y ello muestra la magnitud de los efectos deletéreos de las repetidas obstrucciones de la VAS.

Posteriormente, en un segundo estudio, se analizé el papel de la hiopoxia/normoxia y de
los esfuerzos respiratorios, cada uno por separado, y ambos juntos (apneas recurrentes)
en el desarrollo de la inflamacion inducida. Los datos de nuestro estudio mostraron niveles
circulantes elevados de TNF-a y IL-13 después de 3 h de exposicion a desaturaciones de
oxigeno o a esfuerzos respiratorios. Esto vino acompaiado de una activacion del NF-kB
en tejido de pulmén y diafragma en condiciones de apneas recurrentes. Dicha activacion
tuvo lugar también en el pulmén en condiciones de hipoxia/normoxia recurrente. Por el
contrario, no se aprecio activacion en los niveles nucleares de NF-kB en ninguno de los dos
tejidos tras esfuerzos respiratorios, ni en el diafragma en condicion de hipoxia/normoxia
recurrente. Ademas, se observaron niveles plasmaticos aumentados del vasoconstrictor
TxB2 en el grupo Apnea y grupo Hipoxia/Normoxia comparado con el grupo control,
acompafiado de una disminucién en los niveles plasmaticos de 6kPGF, en los mismos
grupos comparado con el grupo control. Nuestros resultados indican que ambos estimulos



son importantes durante las etapas iniciales del SAHS en la liberacion de estas citocinas pro-
inflamatorias. Estas observaciones concuerdan con los primeros estudios realizados en otros
modelos experimentales, en los que los animales sometidos al estimulo de hipoxia/normoxia
intermitente muestran incrementos en marcadores inflamatorios?”?. Como se ha mencionado
en pacientes con SAHS las apneas obstructivas recurrentes también estan asociadas con un
aumento de ambos mediadores inflamatorios®**?*. Sin embargo, los mecanismos por los que se

incrementan los niveles de marcadores inflamatorios en pacientes con SAHS no estan claros.

Estos incrementos podrian ser debidos al estrés oxidativo generado ya que incrementos
en la generacion de RLO por la hipoxia/normoxia recurrente podrian desencadenar la
expresion de multiples genes pro-inflamatorios via la activacion del factor de transcripcion
redox-sensible NF-kB. Algunos estudios en pacientes con SAHS prueban la evidencia de un
aumento de RLO y describen una activacion selectiva de NF-kB en neutréfilos o monocitos
comparado con sujetos control?*'8275277_Sin embargo, los estudios en humanos no pueden
determinar la importancia de estimulos diferentes en los 6rganos diana que estan implicados
en la respuesta inflamatoria. En pacientes con SAHS el pulmén es el 6rgano principal que
sufre la desaturacion de oxigeno y la presion intratoracica mientras que el diafragma es el
tejido muscular mas implicado por su esfuerzo respiratorio. Nuestro modelo experimental
nos permitié determinar en los diferentes érganos la importancia de ambos estimulos. De
este modo, los datos de la presente investigacion mostraron, tanto en el pulmoén, como en
el diafragma, una activacion de NF-kB provocada por las apneas recurrentes, donde ambos
estimulos estaban presentes. En el tejido pulmonar la hipoxia/normoxia también contribuyo
en la activacion del NF-kB. Sin embargo, el esfuerzo respiratorio no activd el NF-kB en
cualquiera de estos tejidos, lo que sugiere que la hipoxia/normoxia juega el papel principal en
la activacion del NF-kB en el pulmén mientras que en el diafragma la activacion del NF-kB
depende de la confluencia de ambos estimulos. Estos resultados podrian ser explicados por
la sensibilidad del pulmén a la variacion en la concentracion de oxigeno ya que es el primer
organo que esta expuesto a la hipoxia/normoxia, la cual induce la respuesta oxidativa que
provoca la activacion del NF-kB*!'“28 Por otro lado, es importante destacar que el grupo
de animales sometidos a esfuerzo respiratorio mantuvieron la SaO, al 98 %, por lo que el
diafragma no sufrié ninguna condicién de hipoxia. Este hecho nunca tiene lugar en pacientes
con SAHS ya que los esfuerzos respiratorios siempre van acompanados de hipoxia tisular. En
estudios en humanos, se ha descrito que el esfuerzo respiratorio acompanado por periodos
de hipoxia/normoxia también provoca activacion de NF-kB en monocitos presentes en
sangre, pero no aclaran la posible fuente generadora de citocinas. Se ha sugerido que los
monocitos son la mayor, pero no la Unica, fuente de mediadores inflamatorios?”’. Otros
estudios muestran que el esfuerzo respiratorio genera estrés oxidativo®® y la induccién de
citocinas en el diafragma®', secundario al aumento de la activacién muscular. La produccion de
citocinas en el diafragma puede estar mediado por el dafo de la fibra muscular diafragmatica
que ocurre por contracciones forzosas, o contribuyendo con el proceso de reparacion
esperado®'. Se cree que en los musculos respiratorios las citocinas estan constitutivamente
expresadas, y son reguladas durante la contracciéon muscular, provocada tras un esfuerzo
respiratorio; esto explicaria el porqué el esfuerzo respiratorio produce un incremento en los
niveles de citocinas pro-inflamatorias y no una activacion del NF-xB.

En cuanto a los mediadores vasoactivos nuestros resultados mostraron un desequilibrio en
la produccion de los prostanoides TxB, y 6kPGF, , generando un aumento en la relacién
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TxB,/6kPGF, ~inducida tras las apneas e hipoxia/normoxia recurrente, sugiriendo un
predominio de la accion vasoconstrictora tanto en condicion de apnea como en hipoxia/
normoxia recurrente. Estos resultados se correlacionan con los datos obtenidos en pacientes
con SAHS'"!”7. Las medidas de las concentraciones circulantes de metabolitos estables de
TxB, y 6kPGF, , probaron que cambios en el plasma venoso en la relacion TxB,/6kPGF,
tienen correlacién con cambios en la tensién arterial®. En resumen todos los resultados de
este segundo estudio demuestran que la hipoxia/normoxia intermitente tiene un papel clave
en el desencadenamiento del proceso inflamatorio y de la disfuncion endotelial caracterizado
en la patologia del SAHS.

Para simular los procesos que acontecen en los pacientes con SAHS, se planteé la necesidad
de disponer de un modelo experimental croénico. Por ello, el objetivo del tercer estudio
fue el desarrollo de este modelo crénico de SAHS, el cual se validé mediante el registro
de las variables de flujo y presion intratraqueal. Estudiando si el animal se adecuaba al
sistema y observando que toleraba 6 horas/dia de apneas recurrentes durante 4 semanas.
Los resultados del tercer estudio demostraron que el modelo es apto para el estudio a
largo plazo de los procesos desencadenados por las apneas recurrentes. Los animales no
mostraron un estrés excesivo generado por el sistema ni un estrés adicional generado por
las apneas recurrentes. Aunque se observaron diferencias en la variacién del peso corporal
y en los niveles plasmaticos de corticosterona al inicio del experimento, estos valores no
fueron significativos entre los tres grupos experimentales al final del experimento, lo que
indicaba una adaptacion de los animales al sistema. Los resultados obtenidos mostraron un
incremento significativo en los niveles plasmaticos de TxB, en el grupo sometido a apneas
recurrentes. Estos hallazgos apoyan los estudios realizados en pacientes con SAHS, cuyos
valores plasmaticos de TxB, y 6kPGF, ~también se encuentran alterados y que se normalizan
mediante la terapia con CPAP mostrando una mejoria en la disfuncién endotelial?®2%,

La importancia de esta tesis recae principalmente en el desarrollo de nuevos modelos
experimentales Utiles para el estudio de la fisiopatologia y de los mecanismos implicados
en el SAHS. Una mejor comprension de los mecanismos que promueven las consecuencias
vasculares asociadas al SAHS permitira el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes:

* El modelo animal agudo de apneas recurrentes desarrollado es apto para estudios a
corto plazo.

* La aplicacion de 3 h de apneas recurrentes de 5 s/min inician un proceso inflamatorio
sistémico evidente, caracterizado por un aumento en el flujo de leucocitos en fase de
rodamiento asi como en el nimero de leucocitos adheridos en la circulacién colénica. El
proceso inflamatorio estd mediado por un aumento en la expresion de P-selectina en el
endotelio vascular de las vénulas del colon.

* La aplicacion de periodos de 15 s/min de apneas, hipoxia/normoxia y esfuerzo
respiratorio recurrentes durante 3 h, desencadenan un proceso inflamatorio sistémico
mediado por un aumento en los niveles plasmaticos de las citocinas pro-inflamatorias
TNF-oy IL-1.

* El esfuerzo respiratorio realizado durante 3 h, por si sélo, no es suficiente para dar lugar
a la activacion de factores de transcripcion, como el NF-kB, ni modificar los niveles de
moléculas vasoactivas, como el vasoconstrictorTxA2 y el vasodilatador PGIZ.

* La aplicacion tanto de apneas como de hipoxia/normoxia recurrentes desencadenan
una disfuncion endotelial, causada por un aumento en la concentracion del TxA, y una
disminucion en la concentracién del PGI,.

* El modelo animal crénico de apneas recurrentes descrito proporciona un instrumento
util para investigar los mecanismos fisiopatolégicos implicados en el SAHS.
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Introduccion

El sindrome de apneas e hipopneas durante el suefio
(SAHS) se define como la aparicién de episodios de
cese total o parcial del flujo aéreo en la boca y la nariz
con sintomas secundarios. Hasta la fecha, los estudios se
han centrado en aspectos de diagnéstico o tratamiento.
Sin embargo, en la actualidad es ineludible abordar nue-
vos retos como la inflamacién, el SAHS y su implica-
cién vascular o el estudio de la via aérea superior (VAS),
que es el nudo etiolégico. Ademds, hay que considerar
que existen en el SAHS unos genes que determinan la
presencia de una serie de factores de riesgo, lo que ex-
plicarfa que un 15-20% de la poblacién tenga un indice
de apneas-hipopneas superior a 10. El hecho de que la
enfermedad acontezca en un 4-6% podria explicarse por
una serie de genes que variarfan la expresion de media-
dores responsables de los sintomas (fig. 1). Por otra par-
te, que la obstruccion de la VAS se produzca por la no-
che y no durante el dia induce a pensar en la ausencia de
unos mecanismos durante la noche para mantener abier-
ta la VAS. En esta revisién se aborda la inflamacién en
generar el SAHS, la inflamacién y la enfermedad vascu-
lar y ademds se profundiza en aspectos de la VAS.

La inflamacién

La inflamacién es una reaccién inespecifica del tejido
conjuntivo vascular que actiia como respuesta protectora
del organismo frente a diversas noxas'>. Consta de 3 es-
labones: a) al inicio, cambios del flujo vascular; b) adhe-
sion de células al endotelio y su paso a los tejidos, y c)
en los tejidos los linfocitos se activan y son responsables
de la inmunidad celular. Los 2 primeros puntos corres-
ponderian a la respuesta aguda, que comporta edema y
migracion de leucocitos, y el tercero, a la respuesta tar-
dia, que opera a través de macrofagos y linfocitos. En
ocasiones se produce con fibrosis y/o necrosis del tejido.
Los 3 eslabones interaccionan constantemente.

Este estudio ha recibido las siguientes subvenciones: SAF2004-00684, V-2003-
RED-C11-FO, BAE 97/5490 y ABEMAR.

Correspondencia: Dr. J.M. Montserrat.

Unidad del Suefio. Servicio de Neumologia. Hospital Clinic.
Villarroel, 170. 08036 Barcelona. Espaiia.

Correo electrénico: jmmontserrat@ub.edu

Eslabon 1

Frente a una noxa que ha franqueado la barrera epite-
lial (primera barrera), los elementos correspondientes a
la inmunidad natural, que existe perennemente (neutrofi-
los, macréfagos, linfocitos citoliticos naturales, el com-
plemento, la proteina C reactiva y las citocinas —factor
de necrosis tumoral, interleucina (IL) 12 e interferén—)
se activan liberando sustancias que dan lugar a los pro-
cesos bdsicos de este eslabon: edema, vasodilatacion y la
llegada de neutréfilos. Estos cambios estdn mediados
por aminas vasoactivas (histamina, serotonina y deriva-
dos de la agregacion plaquetaria), proteasas plasmaticas
(cininas, coagulacién, complemento) y los lipidos bioac-
tivos (prostaglandinas y leucotrienos), que, ademds de
colaborar en la reaccién vascular inicial, la amplifican e
intervienen en casi todo el proceso inflamatorio. A con-
tinuacion se detallan las funciones de estos mediadores.

El sistema cinina (calicreina y bradicinina) actia en
la superficie de los tejidos. Tiene una funcién similar a

Factores

de riesgo Consecuencias

Craneofacial

Obesidad \
T~ Apneas

SNC ——— | Hipopneas [>

rastornos cognitivos

Control VAS / Otros

(20%)
(4%)

Genes, mediadores
que determinan la

Genes que
configuran
el riesgo

susceptibilidad

Fig. 1. Esquema que muestra 2 conceptos. Por un lado, una serie de facto-
res de riesgo determinan la presencia o no de apneas. Por otro, las apneas
van a produir clinica en funcion de una serie de factores que expresaran
0 no una serie de mediadores. HTA: hiper arterial; SNC: sistema
nervioso central; SAHS: sindrome de apneas-hipopneas durante el suefio;
VAS: via aérea superior .
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las aminas vasoactivas y aumenta la permeabilidad. El
sistema de la coagulacién potencia las cininas y el com-
plemento. El complemento proteinas plasmaticas que
favorecen la fagocitosis, la destruccion de noxas y la li-
beracién de sustancias por parte de los mastocitos. Es-
tos ultimos liberan histamina, lipidos bioactivos (véase
mds adelante) y citocinas al desgranularse. Tras una se-
gunda exposicién a un determinado antigeno mediante
la intervencién de inmunoglobulina E y eosinéfilos, los
mastocitos se desgranulan (respuesta alérgica aguda).
Los eosindfilos amplifican y perpettian la reaccion (res-
puesta tardia). Los lipidos bioactivos se liberan del 4ci-
do araquidénico de la pared celular. Se pueden activar 2
vias enzimaticas, la de las ciclooxigenasas 1 y 2, que
producen prostaglandinas y tromboxano, y la via lipo-
genasa, que origina leucotrienos. Las prostaglandinas
intervienen sobre aspectos vasoactivos. Los leucotrie-
nos contraen el misculo liso bronquial, favorecen la
quimiotaxis y aumentan la permealidad vascular. Otro
lipido bioactivo importante es el factor activador de pla-
quetas, derivado de la membrana celular de las plaque-
tas, leucocitos y células endoteliales. Interviene de for-
ma decisiva en multitud de eslabones de la respuesta
inflamatoria. Provoca agregacion plaquetaria, leucocito-
sis, contraccion del musculo liso y aumento de la per-
meabilidad capilar. Favorece la quimiotaxis y la génesis
de radicales libres.

Eslabon 2

Una vez activados los elementos que corresponden a
la respuesta inicial, se produce el rodamiento de diver-
sas estirpes celulares en el endotelio y se generan diver-
sas moléculas que favorecen su adhesién y migracion a
los tejidos. Son las moléculas de adhesién. Las selecti-
nas favorecen la adhesion de neutréfilos, las moléculas
de adhesion vascular favorecen a los monocitos, que se
van a convertir en macréfagos, y la molécula de adhe-
sién a las células vasculares favorece a los linfocitos. La
migracion se ve facilitada por una mayor separacién entre
las células endoteliales a través de la histamina, leucotrie-
nos, cambios en el citosqueleto y por lesiones directas.
Asimismo, el endotelio genera mediadores vasoactivos
(6xido nitrico, prostaciclina, endotelina 1 y tromboxano)
que regulan el tono vascular.

Eslabon 3

En los tejidos los neutréfilos y macréfagos emigra-
dos tienen una accién bactericida mediante la liberacién
de diversas sustancias (véase mds adelante) y ademds
activan los linfocitos T que desarrollan su actividad ci-
tolitica (CD8) y activadora (CD4). Los macréfagos, a
través de citocinas, entre otros elementos, favorecen la
accion de las moléculas de adhesion y, en consecuencia,
una mayor incorporacién de macréfagos y neutréfilos.
Los linfocitos CD8 atacan la membrana de la noxa y
causan lisis osmotica. Los linfocitos CD4, a través de la
produccion de factor de necrosis tumoral, interferén y
otras citocinas, dan lugar a un reclutamiento de leucoci-
tos, la activacion de fagocitos y la consiguiente destruc-
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cién de la noxa. Toda esta reaccion celular persigue des-
truir todo tipo de noxa, aunque en ocasiones se lesionan
los tejidos sanos adyacentes. Los mediadores implica-
dos son:

Las citocinas son los mensajeros intracelulares. Su
actividad es amplisima; tienen funcién hematopoyética
(IL-3 e IL-13), intervienen en el proceso inflamatorio
inicial (factor de necrosis tumoral, IL-1, IL-6, IL-12 ¢
interferén) y también en el tardio (IL-2, IL-4 e interfe-
rén). Respecto a la inflamacion se dividen en proinfla-
matorias (p. €j., IL-6) y antiinflamatorias (p. ej., IL-10).
La mieloperoxidasa, los granulos azuréfilos, la lactofe-
rritina y los radicales libres son productos liberados por
los neutrdfilos y macréfagos para su actividad litica.
Los radicales libres tienen una actividad muy amplia. Si
se vierten al medio extracelular, dafian las estructuras
vecinas. Los antioxidantes controlan su génesis y libe-
racion. Los radicales libres son un elemento fundamen-
tal en la génesis de las lesiones cardiovasculares induci-
das por el SAHS. La liberacion de radicales libres junto
a la presencia de otras sustancias como lipidos y células
espumosas podria dar lugar a inflamacién de los vasos,
fibrosis tisular, lesiones vasculares y arteriosclerosis.

El proceso inflamatorio puede ser incluso nocivo
cuando es exagerado. Frente a diversos estimulos —que
en el caso del SAHS podrian ser hipoxias transitorias,
reacciones neurovegetativas o incluso presiones pleura-
les negativas— se generan mediadores que pueden alte-
rar la transcripcién y provocar una respuesta como la
descrita previamente: inflamacion, disfuncién endotelial,
oxidacion de lipoproteinas e incluso, frente a células es-
pumosas, enfermedad vascular. La respuesta inflamato-
ria debe ser equilibrada para no ser nociva o insuficiente.
El andlisis de los diferentes mediadores descritos estima
la presencia o no de inflamacién y el tipo predominante.

SAHS e inflamacion

La relacion entre el SAHS y la enfermedad cardio-
vascular puede producirse: a) por los cambios de las
presiones intratordcicas, y b) por los cambios inflamato-
rios, tal como se muestra en la figura 2. Los cambios in-
flamatorios son complejos, con interrelaciones, y a
efectos didécticos se han clasificado muy rigidamente.

Cambios mecdnicos

Obedecen a la interaccién entre la obstruccion de la
VAS y las presiones intratordcicas muy negativas, que
pueden llegar a ser de —100 cmH,O. Se produce un au-
mento del gradiente transmiocdrdico y, en consecuencia,
aumenta de un modo considerable la poscarga. Estas
presiones negativas dan lugar a un aumento del retorno
venoso, que desplaza el seprum hacia la izquierda, con el
consiguiente deterioro de la funcién del ventriculo iz-
quierdo. En resumen, la combinacién del aumento de la
poscarga por las presiones negativas, y también por la
hipertension que se genera, el desplazamiento del sep-
tum y, por ultimo, la hipoxemia que se crea da lugar a
una disfuncion cardfaca que revierte totalmente con pre-
sién positiva continua de la via aérea (CPAP)*>.
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En sujetos sanos la actividad simpética durante la no-
che, la presion arterial y la frecuencia cardiaca disminu-
yen; en la fase REM, aumentan. Los quimio y barorre-
ceptores controlan los cambios gasométricos y de la
presién arterial a través, entre otros, de la activacién o
reduccion de la actividad de los sistemas simpético y
parasimpdtico. Los pacientes con SAHS, por la hipoxe-
mia y el resto de acontecimientos que ocurren durante
las apneas, muestran durante la noche y durante el dia
un incremento de la actividad simpatica que incrementa
la presion arterial. En comparacion con personas sanas,
presentan taquicardia, reduccién de la variabilidad car-
diaca y aumento de la variabilidad de la presion arterial.
Todos estos cambios representan un factor de riesgo
acusado de dafio vascular®.

Disfuncion endotelial

El endotelio regula el tono vascular mediante una se-
rie de mediadores (endotelina 1 y tromboxano como va-
soconstrictores, y prostaciclina y 6xido nitrico como va-
sodilatadores). Frente a diversos estimulos como los
que componen los factores de riesgo cardiovascular
(diabetes, tabaco, lipidos) o aquellos que acontecen en
el SAHS, tales como hipoxia e hipercapnia, entre otros,
se produce una respuesta endotelial anémala que da lu-
gar a vasoconstriccion, reduccion de la capacidad de va-
sodilatacion y una reaccion inflamatoria. Se facilita la
arteriosclerosis®’, se incrementan las moléculas de ad-
hesién y todo ello puede revertir con CPAPS. En el
SAHS los episodios de hipoxia a través del factor de in-
duccién de hipoxia dan lugar a un aumento del factor de
crecimiento endotelial vascular, que es un elemento que
incrementa la vascularizacion y, en consecuencia, prote-
ge. El equilibrio entre los factores previos o la intensi-
dad del estimulo determinard si la respuesta endotelial
vasoconstrictora y arteriosclerética va a desarrollarse
con la consiguiente aparicion de enfermedad vascular.

Estrés oxidativo

Un radical libre es cualquier molécula con uno o mas
electrones desapareados La oxidacion es el proceso me-
diante el cual dtomos traspasan electrones a otro dtomo.

Los radicales libres recorren el organismo para obtener
un electrén que los estabilice®. Al obtenerlo de una mo-
lécula normal convierten a ésta, a su vez, en un radical
libre, pero también se considera que la lesionan. Se de-
sencadena una reaccioén en cadena que dafia el organis-
mo. Los radicales libres no son intrinsecamente perjudi-
ciales, pues son necesarios en nuestro cuerpo para
luchar contra diversas noxas. Los neutréfilos los produ-
cen para atacar los microorganismos y ya en la respira-
cion celular se produce adenosintrifostato y un porcen-
taje pequeilo de radicales libres. Los antioxidantes los
regulan. En personas con SAHS se pueden producir
cantidades muy notables de radicales libres que los an-
tioxidantes no pueden compensar’. Se produce entonces
lesion celular. En el SAHS los radicales libres se origi-
nan en las mitocondrias, los fagocitos y el tejido vascu-
lar. Los fendmenos que ocurren durante las apneas dari-
an lugar a un aumento de oxidasas, probable disfuncién
mitocondrial que impulsa un importante incremento de
radicales libres y otros mediadores. Estos dan lugar a
una activacion de los factores de transcripcion, que in-
duciran anomalias en la expresioén génica, con la forma-
cién de factores inflamatorios responsables de una cas-
cada inflamatoria global tal como se ha descrito
previamente®. Se activan los linfocitos, monocitos, neu-
trofilos, células endoteliales, las moléculas de adhesion
y, ademds, la angiogénesis, con las consecuencias antes
descritas (fig. 3)°.

Inflamacion

Se ha demostrado que la inflamacion sistémica tiene
responsabilidad en la patogenia de la insufiencia
cardiaca!’. Por la hipoxia y la desestructuracion del suefio
entre otros, los pacientes con SAHS experimentan una
inflamacion sistémica con incremento de la proteina C
reactiva, factor de necrosis tumoral y citocinas que acti-
van la via inflamatoria descrita''""*. Se generan moléculas
de adhesion que, junto a la cadena inflamatoria, pueden
favorecer el desencadenamiento de la arteriosclerosis’.
La homocisteina es un aminodcido que se genera a par-
tir de las proteinas de las dieta. Las concentraciones
sanguineas elevadas de homocisteina son de origen ge-
nético o aparecen por déficit de acido félico o folato. La
homocisteina es un factor de riesgo para la arterioscle-
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rosis. Respecto a la enfermedad coronaria, las concen-
traciones elevadas de homocisteina en sangre inducen
un riesgo similar al del tabaquismo o al de la hiperlipe-
mia. Se supone que actia provocando disfuncién endo-
telial, estrés oxidativo, aumento de la agregacién pla-
quetaria y proliferacion de la musculatura lisa. En el
SAHS todos los elementos que acontecen durante las
apneas por un mecanismo no claro inducen el incre-
mento de homocisteina'*.

Sindrome metabélico asociado al SAHS

El sindrome metabdlico se define cuando un sujeto
tiene al menos 3 criterios de los 5 siguientes: aumento
del didmetro de la cintura, hipertensién, hiperglucemia,
reduccion del colesterol de alta densidad y aumento de
los triglicéridos. Se pueden asociar ademas inflamacion,
disfuncion endotelial, microalbuminuria, resistencia a la
insulina y activaciéon simpdtica. Los pacientes con
SAHS poseen la mayoria de los factores citados previa-
mente y un 40% de ellos tienen criterios de sindrome
metabdlico'>!¢. Otro elemento relacionado con la obesi-
dad es la leptina, una hormona derivada del tejido adi-
poso que reduce el apetito y se genera frente a cantida-
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des elevadas de grasa. Produce agregacion plaquetaria y
actia sobre otros elementos de riesgo cardiovascular.
En el SAHS las concentraciones de leptina estdn eleva-
das en comparacion con los obesos sin SAHS, lo cual
indica resistencia y, en consecuencia, una tendencia a
engordar'’. Se ha sefialado que el SAHS podria inducir
sindrome metabdlico a través de la hipoxemia, toda una
cadena inflamatoria y estrés oxidativo, entre otros, que
mejora con CPAP'®. Sin embargo, la comorbilidad aso-
ciada representa un factor de confusion definitivo hasta
el momento'®. En la actualidad, al igual que sucedi6 con
hipertension y SAHS, no esta clara la relacion de causa-
lidad del SAHS con el desarrollo del sindrome metabd-
lico. Los estudios se hallan en una fase inicial.

Alteraciones de la coagulacion

La agregacion plaquetaria, las concentraciones de fi-
brindgeno e incluso la viscosidad sanguinea estdn ele-
vadas en el SAHS". Esta circunstancia se atribuye al
aumento de la actividad simpadtica que se origina duran-
te las apneas. Se ha comprobado que los trastornos de la
coagulacién se reducen con CPAP'. En consecuencia,
en el futuro habrd que considerar los efectos nocivos del
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SAHS vy la eficacia de la CPAP, no sélo respecto a la
somnolencia y los sintomas clinicos, sino mediante
otros pardmetros como los que se han descrito. Se pre-
cisan trabajos mas concluyentes con un elevado niimero
de pacientes para aplicar estos conceptos, que sin duda,
en nuestra opinién, van a ser trascendentes para una
nueva visién del SAHS.

Inflamacion y via aérea superior

En la dltima década han aparecido datos que revelan
la presencia de marcadores de inflamacién en la VAS y
que apuntan a que la inflamacién podria tener un papel
en la fisiopatologia del SAHS?*?. En estos pacientes es
frecuente el hallazgo macroscépico de inflamacién lo-
cal de la VAS, el aumento del tamafio y el enrojecimien-
to de la uvula y del paladar blando. Se postula que estos
cambios inflamatorios locales son debidos a la vibra-
cién generada por el ronquido®. Pero no solamente se
han encontrado cambios inflamatorios en las estructuras
susceptibles a la vibracién del ronquido, sino que los
pacientes con SAHS, en ausencia de otros procesos que
lo justifiquen, tienen inflamacién nasal?', indicios de in-
flamacién en la via aérea®? y aumento de neutréfilos en
el esputo inducido®, asi como inflamacion en el parén-
quima pulmonar de un modelo animal de sindrome de
apneas en rata*. Todo ello indicaria que las presiones
generadas a lo largo de todo el sistema respiratorio du-
rante las obstrucciones de la VAS pueden contribuir a la
aparicion de inflamacién en los pacientes con SAHS.
Los estudios histoldgicos de la VAS en el SAHS se han
realizado sobre muestras de uvulopalatofaringoplastia
provenientes de pacientes con SAHS, roncadores sin
apneas y controles sometidos a otras intervenciones qui-
rargicas del drea otorrinolaringoldgica, o bien de mues-
tras de necropsias. Uno de los primeros cambios histo-
16gicos descritos en el SAHS fue la presencia de un
importante edema subepitelial®>. El edema, una de las
manifestaciones histopatoldgicas de inflamacion local,
estd asociado a un aumento de la permeabilidad vascu-
lar, por lo que algunos estudios lo han relacionado con
congestion y dilatacion vascular®. Otras veces, la extra-
vasacion de liquido hacia la matriz extracelular puede
manifestarse como un aumento del grosor de la ldmina
propia, indicativo de edema intersticial’”’. Junto con el
edema, se han sefialado otras alteraciones histopatol6gi-
cas en la VAS de pacientes con SAHS, en las que la infla-
macion parece tener algdin papel. Sekosan et al?’ descri-
bieron la aparicién de un extenso infiltrado inflamatorio
leucocitario con predominio de células plasmaticas en la
ldmina propia. Paulsen et al*® detectaron infiltrado infla-
matorio en la ldmina propia, en este caso con predomi-
nio de células T (CD3+), junto con una reduccién de la
densidad y altura de las estructuras papilares del tejido
conectivo que se introducen hacia el epitelio, cuya fun-
cion es el anclaje estructural y el soporte nutricional. En
este estudio los pacientes con SAHS tienen diferencias
en el patréon de expresion de algunas citoqueratinas y
acantosis en el epitelio. Woodson et al?® también encon-
traron cambios estructurales como la acantosis en el
epitelio, con hipertrofia en las glandulas mucosas, pero

al mismo tiempo observaron atrofia focal de fibras mus-
culares y cambios degenerativos en nervios periféricos.
En este sentido, Boyd et al*® han descrito un aumento en
las terminaciones nerviosas musculares, con evidencia
de denervacion acompafiada de un infiltrado inflamato-
rio con predominio de células T (CD4+ y CD25+). Por
otro lado, Friberg et al® revelaron la presencia de nu-
merosas terminaciones nerviosas andmalas de aspecto
varicoso en la ldmina propia, y finalmente Hernandez et
al*® han correlacionado positivamente la densidad de fi-
bras nerviosas y la infiltracién por leucocitos (CD45+)
en la mucosa de la dvula de pacientes con SAHS. Todo
ello hace pensar en la presencia de una neuropatia, pro-
bablemente mediada por inflamacion, responsable de
los déficit sensoriales detectados en la VAS del SAHS*!
y de la disfuncién muscular de la VAS, que contribuyen
al proceso de obstruccion. Algunas de estas alteraciones
también se han identificado en pacientes roncadores sin
apneas, aunque en menor grado, pero no en individuos
controles no roncadores?*?. Cabria pensar que, en fases
iniciales, la vibracién del ronquido provocaria modifica-
ciones estructurales e inflamacion local en la VAS que
irfa progresando paulatinamente. La inflamacién local
per se condicionarfa el compromiso anatémico, lo que
facilitaria la obstruccion. Aparte del compromiso estruc-
tural, la inflamacion local desempefiaria un papel en la
disfuncién neuromuscular de la VAS alterando los refle-
jos nerviosos y la funcion de los musculos que controlan
el calibre de la via aérea®. Una vez que los aconteci-
mientos respiratorios obstructivos estdn presentes, los
cambios en las presiones de la via aérea y la hipoxemia
contribuirfan a amplificar la inflamacién en otras zonas
del sistema respiratorio, incluso a nivel sistémico. Se es-
tarfa frente a un circulo vicioso en el que a mayor infla-
macién, mayor disfunciéon y més obstruccion, que final-
mente genera mds inflamacién. En todo este proceso, la
inflamacién serfa una consecuencia de los fenémenos
que acontecen durante los acontecimientos respiratorios.
No obstante, es dificil disponer de datos histologicos
que demuestren la remisién de estas alteraciones des-
pués de un tratamiento efectivo, como la CPAP. Tampo-
co se puede descartar que se trate de una enfermedad
con base inflamatoria que en algiin momento se active
provocando toda la cascada de alteraciones locales antes
descritas. Posiblemente nos encontremos frente a un
nuevo campo para definir mejor los mecanismos subya-
centes en la fisiopatologia del SAHS.

Caracteristicas mecéanicas de los misculos de la via
aérea superior

En la VAS existe un gran nimero de musculos, con
acciones a menudo complementarias y sinérgicas, que
pueden modificar el tamafio y la configuracion de la fa-
ringe. Los principales musculos dilatadores de la farin-
ge son el fensor palatini, el geniohioideo, el ester-
nohioideo y, sobre todo, el geniogloso (GG). Durante la
vigilia, el tono muscular basal de los musculos de la
VAS mantiene la permeabilidad de la luz y el flujo aé-
reo. En los enfermos con SAHS, el tono basal diurno
del GG estd aumentado respecto a los sujetos sanos y es
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proporcional al grado de resistencia al flujo aéreo intra-
Iuminal®*. Durante el suefio, al igual que todos los muis-
culos de la VAS, el GG disminuye su grado de actividad
basal y también su capacidad de respuesta ante la pre-
sion negativa dentro de la luz faringea generada en cada
contraccién diafragmética®. De esta forma favorece el
colapso de la VAS y la aparicién de apneas. Una vez es-
tablecida la apnea, el GG incrementa progresivamente
su actividad electromiografica hasta alcanzar un pico,
que coincide con la reapertura de la luz faringea y el
restablecimiento del flujo aéreo. Estas observaciones
apuntan a que el GG estd implicado tanto en la apari-
cién como en la resolucion de las apneas. Segtin Petrof
et al®, la hiperactividad muscular mantenida podria in-
ducir cambios adaptativos en los musculos de la VAS,
especialmente en el GG. Para poder generar mas fuerza,
sus fibras musculares deberian hipertrofiarse y, asimis-
mo, aumentar el porcentaje relativo de fibras tipo II,
menos resistentes que las de tipo I, pero capaces de ge-
nerar mds fuerza, imprescindible para vencer el colapso
de la via aérea durante las apneas. Estos cambios adap-
tativos provocarian, no obstante, efectos secundarios in-
deseables, a saber: la hipertrofia muscular ocupa mas
espacio, lo cual comprometeria la luz faringea; ademas,
la mayor fuerza generada por las fibras tipo Il y su hipe-
ractividad mantenida acabarian por dafiar algunas fibras
musculares que serfan sustituidas por tejido fibroso.
Este tejido también ocupa espacio y disminuye la efica-
cia de la contraccién muscular. Todo ello compromete-
ria atin mds la luz faringea, lo que favoreceria la tenden-
cia al colapso. En esta linea, Séries et al’® demostraron
que el GG de los enfermos con SAHS tiene una mayor
proporcién de fibras tipo IIA (respecto a las 1IB) que el
de los roncadores simples, y que en ellos el musculo de
la dvula tiende a fatigarse mas y a tener mas fibras tipo
IT que el de los roncadores simples®’. Aunque estos re-
sultados tienden a confirmar la teoria de Petrof et al®>,
hay que tener en cuenta, como limitaciones de estos estu-
dios, que el grupo control estuvo formado por roncadores
y que los estudios electrofisioldgicos se efectuaron en
biopsias de tivula, misculo que no ha demostrado estar
especialmente implicado en la fisiopatologia del sindro-
me de apneas obstructivas del suefio.

Tratando de evitar estas limitaciones Carrera et al®®
han evaluado, in vitro, las propiedades contrictiles e
histoquimicas del GG, el principal musculo dilatador de
la faringe. Para ello se estudié a un grupo de pacientes
con SAHS en el momento del diagnéstico, antes de ini-
ciar ningtn tratamiento, un grupo control de sujetos sa-
nos (no roncadores) sin SAHS y un tercer grupo de en-
fermos con sindrome de apneas obstructivas del suefio
tratados con CPAP durante, al menos, un afio. Este ter-
cer grupo permitiria estudiar el efecto de la CPAP sobre
las propiedades del musculo GG. Las principales obser-
vaciones de este trabajo fueron: a) la fatigabilidad in vi-
tro del GG estd aumentada en los enfermos con SAHS;
b) la causa serfa una mayor proporcion de fibras tipo 11,
mds potentes pero menos resistentes que las tipo I, y ¢)
la estructura y la funcién del GG se normalizan después
de un aflo de tratamiento con CPAP. El hecho de que las
alteraciones electrofisioldgicas e histologicas observa-
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das sean corregibles con CPAP induce a pensar que son
una consecuencia de los episodios de colapso de la
VAS, no su causa, lo que apoyaria la hipétesis integra-
dora de Petrof et al® antes comentada. Sin embargo, la
obesidad, que es una caracteristica clinica comin del
SAHS, podria influir tanto en la estructura como en la
funcién de los musculos de la via aérea. Con el objetivo
de evaluar el impacto de la obesidad sobre la estructura
y funcién del GG en pacientes con SAHS, Carrera et
al® ampliaron su estudio inicial mediante la inclusién
de mas sujetos. Se estudié a los mismos grupos que en
el estudio inicial (pacientes en el momento del diagnds-
tico, controles y otro grupo de pacientes después de un
afio de tratamiento con CPAP), pero ademads cada grupo
estaba dividido en 2 subgrupos: obesos y no obesos.
Los hallazgos de este nuevo estudio fueron: a) se con-
firmé que, en el momento del diagnéstico, los pacientes
con SAHS presentaban un porcentaje mds elevado de fi-
bras de tipo II que los controles, independientemente de
la obesidad; b) la obesidad no influye en la fuerza maxi-
ma de contraccidn, y c) las caracteristicas de fatigabili-
dad del GG eran muy diferentes en los 2 grupos con
SAHS estudiados: en los pacientes con SAHS no obe-
s0s, el GG mostr6 una resistencia a la fatiga disminuida,
la cual se normalizé totalmente después del tratamiento
con CPAP. En los pacientes obesos, no hubo diferencia
en fatigabilidad del GG respecto a la observada en con-
troles obesos. Estos resultados indicarfan que la obesi-
dad (en ausencia de SAHS) no supone una mayor carga
de trabajo sobre el GG ni influye por si misma en la es-
tructura del GG. La observaciéon mds relevante y sor-
prendente del estudio de Carrera et al* es que la resis-
tencia del GG estd disminuida en los sujetos no obesos
con SAHS, al contrario de lo que ocurre en los obesos
(fig. 4), y que este efecto en los pacientes no obesos con
SAHS es reversible con el tratamiento prolongado con
CPAP¥. Dado que estos 2 grupos de pacientes compar-
ten la misma distribucién anormal de fibra, este hecho
no puede explicarse por diferencias estructurales. Por
ello, tiene que estar relacionado, necesariamente, con
diferencias en los mecanismos celulares involucrados
en los procesos de contracciéon muscular y generacién
de fuerza, como la liberacién y toma de calcio y adeno-
sintrifosfato, asi como la sintesis y liberacion de fosfo-
creatinina, entre otros. El hecho de que la resistencia
del GG sea anormal y corregible con CPAP sélo en pa-
cientes con SAHS no obesos puede tener implicaciones
clinicas. Sobre la base de estas diferencias mecdnicas
entre pacientes obesos y no obesos se pueden plantear,
al menos tedricamente, diferentes estrategias terapéuti-
cas. Por ejemplo, el conocimiento de los mecanismos
celulares que regulan la capacidad de resistencia puede
llevar a tratamientos farmacolégicos mejor orientados a
este objetivo. Por otra parte, el hecho de que la CPAP
normalice la resistencia del GG en pacientes no obesos
podria permitir, en teoria, plantear la posibilidad de tra-
tar a los pacientes con sindrome de apneas del suefio
mediante CPAP de forma intermitente. Este plantea-
miento puede tener un impacto clinico importante, ya
que en algunos laboratorios el 50% de los pacientes con
SAHS no son obesos. En resumen, los mdsculos de la
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VAS de los pacientes con SAS presentan una alteracion
en la distribucion del tipo de fibras musculares, con un
predominio de las fibras tipo II, mas potentes pero me-
nos resistentes que las tipo I. La obesidad influye en la
mecdnica de la via aérea de forma que las alteraciones
contrictiles del GG sélo se aprecian en pacientes no
obesos.

El SAHS es una enfermedad muy comtn que, aparte
de los sintomas clasicos como la somnolencia, tiene
otras implicaciones notorias en, por ejemplo, el sindro-
me metabdlico o las enfermedades cardiovasculares, me-
diada, entre otros, por la inflamacién. Es de esperar que
el conocimiento de los mecanismos implicados en la
VAS del SAHS permita tratamientos etioldgicos mds de-
finitivos y menos engorrosos. Es posible que, en pocos
afios, una muestra de sangre para medir una serie de bio-
marcadores sea muy {til a efectos de valoracion, segui-
miento e incluso diagndstico.

BIBLIOGRAFIA

1. Abbas AK. Cellular and Molecular Inmunology. Philadelphia:
Sanders, 2003.

2. Alberts B. Molecular biology of the cell. 4th ed. New York: GS
Garland Science, 2002.

3. Libby P. Inflammation in atherosclerosis. Nature 2002;420:868-
74.

4. Bradley TD, Floras JS. Sleep apnea and heart failure: Part II: cen-
tral sleep apnea. Circulation 2003;107(13):1822-6.

5. Tkacova R, Rankin F, Fitzgerald FS, Floras JS, Bradley TD. Ef-
fects of continuous positive airway pressure on obstructive sleep
apnea and left ventricular afterload in patients with heart failure.
Circulation 1998;98:2269-75.

6. Smith RP, Veale D, Pepin JL, Levy P. Obstructive sleep apnea
and the autonomic nervous system. Sleep Medicine Reviews
1998;2:69-92.

=

=)

N=l

13.

14.

15.

. Vita JA, Keaney JF Jr. Endothelial function: a barometer for car-

diovascular risk? Circulation 2002;106:640-2.

. Lavie L, Kraiczi H, Hefetz A, Ghandour H, Perelman A, Hedner J,

et al. Plasma vascular endothelial growth factor in sleep apnea
syndrome: effects of nasal continuous positive air pressure treat-
ment. Am J Respir Crit Care Med 2002;165:1624-8.

. Lavie L. Obstructive sleep apnea syndrome-an oxidative stress di-

sorder. Sleep Med Rev 2003;7:35-51.

. Lisman KA, Stetson SJ, Koerner MM, Farmer JA, Torre-Amione

G. The role of inflammation in the pathogenesis of heart failure.
Curr Cardiol Rep 2002;4:200-5.

. Barcelo A, Barbé F, Llompart E, Mayoralas LR, Ladaria A, Bosch

M, et al. Effects of obesity on C-reactive protein level and meta-
bolic disturbances in male patients with obstructive sleep apnea.
Am J Med 2004;117:118-21.

. Yokoe T, Minoguchi K, Matsuo H, Oda N, Minoguchi H, Yoshi-

no G, et al. Elevated levels of C-reactive protein and interleukin-6
in patients with obstructive sleep apnea syndrome are decreased
by nasal continuous positive airway pressure. Circulation 2003;
107:1129-34.

Carpagnano GE, Kharitonov SA, Resta O, Foschino-Barbaro MP,
Gramiccioni E, Barnes PJ. 8-Isoprostane, a marker of oxidative
stress, is increased in exhaled breath condensate of patients with
obstructive sleep apnea after night and is reduced by CPAP. Chest
2003;124:1386-92.

Lavie L, Perelman A, Lavie P. Plasma homocysteine levels in
obstructive sleep apnea: association with cardiovascular morbi-
dity. Chest 2001;120:900-8.

Punjabi NM. Improvement of metabolic function in sleep apnea:
the power of positive pressure. Am J Respir Crit Care Med 2004;
169:139-40.

. Gami AS, Somers VK. Obstructive sleep apnea, metabolic

syndrome, and cardiovascular outcomes. Eur Heart J 2004:25:
709-11.

. Phillips BG, Kato M, Narkiewicz K, Choe I, Somers VK. Increa-

ses in leptin levels, sympathetic drive, and weight gain in obstruc-
tive sleep apena. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2000;279:
H234-H7.

. Harsch IA, Schahin SP, Radespiel-Troger M, Weintz O, Jahreiss

H, Fuchs FS, et al. Continuous positive airway pressure treatment
rapidly improves insulin sensitivity in patients with obstructive
sleep apnea syndrome. Am J Respir Crit Care Med 2004;169:
156-62.

Arch Bronconeumol 2004;40(Supl 6):27-34 33



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

34

MONTSERRAT JM, ET AL. NUEVOS ASPECTOS PATOGENICOS EN EL SINDROME DE APNEAS E HIPOPNEAS
DURANTE EL SUENO (SAHS)

Olson LJ, Olson EJ, Somers VK. Obstructive sleep apnea and pla-
telet activation: another potential link between sleep-disordered
breathing and cardiovascular disease. Chest 2004;126:339-41.
Paulsen FP, Steven P, Tsokos M, Jungmann K, Muller A, Verse
T, et al. Upper airway epithelial structural changes in obstructive
sleep-disordered breathing. Am J Respir Crit Care Med 2002; 166;
501-9.

Rubinstein I. Nasal inflammation in patients with obstructive sle-
ep apnea. Laryngoscope 1995:175-7.

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

Salerno FG, Carpagnano E, Guido P, Bonsignore MR, Roberti A,
Aliani M, et al. Airway inflammation in patients affected by obs-
tructive sleep apnea syndrome. Respir Med 2004;98:25-8.

Calero G, Serrano-Mollar A, Farre R, Closa D, Navajas D, Mont-
serrat JM. Lung Inflammation in a rat model of obstructive sleep
apnea. Role of strenuous breathing. Am J Respir Crit Care Med
2003;169:A432.

Saul S, Kimmelman CP, Brooks JS, et al. Histopathology of sleep
apnea. Trans Am Laryngol Assoc 1988;109:222-225.

Woodson BT, Garancis JC, Toohill RJ. Histopathologic changes
in snoring and obstructive sleep apnea syndrome. Laryngoscope
1991;101(12 Pt 1):1318-22.

Sekosan M, Zakkar M, Wenig BL, Olopade CO, Rubinstein I. In-
flammation in the uvula mucosa of patients with obstructive sleep
apnea. Laryngoscope 1996;106:1018-20.

Boyd JH, Petrof BJ, Hamid Q, Fraser R, Kimoff RJ. Upper airway
muscle inflammation and denervation changes in obstructive sleep
apnea. Am J Respir Crit Care Med 2004.

Friberg D, Gazelius B, Hokfelt T, Nordlander B. Abnormal affe-
rent nerve endings in the soft palatal mucosa of sleep apnoics and
habitual snorers. Regul Pept 1997;71:29-36.

Arch Bronconeumol 2004;40(Supl 6):27-34

30.

3

Jui

32.

(%)
@

34.

3

W

36.

38.

3

N=J

Herndndez L, Payne RJ, Naor N, Kimoff RJ. Relationship betwe-
en nerve tissue and inflammatory cell infiltration in the upper air-
way (UA) of obstructive sleep apnea (OSA) patients. Eur Respir J
2004;24 (Suppl).

. Kimoff RJ, Sforza E, Champagne V, Ofiara L, Gendron D. Upper

airway sensation in snoring and obstructive sleep apnea. Am J
Respir Crit Care Med 2001;164:250-5.

Hatipoglu U, Rubinstein I. Inflammation and obstructive sleep ap-
nea syndrome pathogenesis: a working hypothesis. Respiration
2003;70:665-71.

. Mezzanotte WS, Tangel DJ, White DP. Waking genioglossal elec-

tromyogram in sleep apnea patients versus normal controls (a neu-
romuscular compensatory mechanism). J Clin Invest 1992:89:
1571-79.

Wheatley JR, Mezzanotte WS, Tangel DJ, White DP. Influence of
sleep on genioglossus muscle activation by negative pressure in
normal men. Am Rev Respir Dis 1993;148:597-605.

. Petrof BJ, Hendricks JC, Pack Al Does upper airway muscle in-

jury trigger a vicious cycle in obstructive sleep apnea? A Hypo-
thesis. Sleep 1996;19:465-71.

Séries F, Simoneau JA, St. Pierre S, Marc 1. Characteristics of the
genioglossus and musculus uvulae in sleep apnea hypopnea syndro-
me and in snorers. Am J Respir Crit Care Med 1996;153:1870-74.

. Séries F, Coté C, Simoneau J-A, Gélinas Y, St. Pierre S, Leclerc J,

et al. Physiologic, metabolic, and muscle fiber type characteristics
of musculus uvulae in sleep apnea hypopnea syndrome and in sno-
rers. J Clin Invest 1995;95:20-5.

Carrera M, Barbé F, Sauleda J, Tomds M, Gémez C, Agusti AG. Pa-
tients with obstructiuve sleep apnea exhibit genioglossus dysfunction
that is normalized after treatment with continuous positive airway
pressure. Am J Respir Crit Care Med 1999;159:1960-6.

. Carrera M, Barbe F, Sauleda J, Tomds M, Gémez C, Santos C, et

al. Effects of obesity upon genioglossus structure and function in
obstructive sleep apnea. Eur Respir J 2004;23:425-9.



DE LA BIOLOGIA A LA CLINICA

Nuevos aspectos patogénicos en el sindrome de apneas
e hipopneas durante el sueiio (SAHS)
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El sindrome de apneas e hipopneas durante el suefio
(SAHS) se define como la aparicion de episodios de cese to-
tal o parcial del flujo aéreo en la boca y la nariz (apnea obs-
tructiva del suefio), con sintomas secundarios. Hasta la fe-
cha los estudios del SAHS se han centrado en aspectos de
diagnoéstico, tratamiento o epidemioldgicos. Sin embargo, en
la actualidad es ineludible abordar nuevos retos, como el es-
tudio de la via aérea superior (VAS), donde se generan la
obstruccién y las consecuencias secundarias, especialmente
las cardiovasculares. La obstruccion de la VAS se produce
por la noche y no durante el dia, lo cual indica la ausencia
de unos mecanismos que durante la noche no la mantienen
abierta. E1 SAHS hay que considerarlo, en parte, en clave
genética. Una serie de genes determinan o favorecen la pre-
sencia de varios factores de riesgo (obesidad, control de la
ventilacion, morfologia facial, etc.) que explicarian que un
15-20% de la poblacion tenga un indice de apneas-hipopne-
as mayor de 10. Habria ademas otros genes responsables del
fenotipo, que serian la causa de que las obstrucciones induz-
can sintomas. En esta revision se analizaran consideraciones
generales sobre la inflamacién, aspectos de la VAS y las re-
laciones del SAHS especialmente con las entidades cardio-
vasculares y, en concreto, con la actividad de los radicales li-
bres.

Palabras clave: Apneas durante el sueiio. Mediadores celulares.
Mecanismos. Enfermedad vascular.

New pathogenic features in sleep apnea-hypopnea
syndrome (SAHS)

Sleep apnea-hypopnea syndrome (SAHS) is defined as
episodes of partial or complete cessation of airflow in the
mouth and nose (obstructive sleep apnea) with secondary
symptoms. To date, studies of SAHS have centered on
diagnosis, treatment, and epidemiological features. However,
new challenges such as study of the upper airway, where the
obstruction occurs, and secondary effects, especially
cardiovascular effects, must be met. Upper airway obstruction
is produced at night and not during the day, suggesting the
absence of mechanisms keeping the airway open at night. In
part, SAHS must be considered a genetic disorder. A series of
genes determine or favor the presence of several risk factors
(obesity, ventilatory control, facial morphology, etc.) that may
help to explain the finding that 15-20% of the population has
an apnea-hypopnea index >10. There are also other genes
giving rise to the phenotype, causing the obstructions to induce
symptoms. The present review analyzes general considerations
on inflammation and aspects of the upper airway, and lastly
discusses associations with SAHS, especially with cardiovascular
entities, and specifically free radical activity.

Key words: Sleep apnea. Cellular mediators. Mechanisms. Vascu-
lar disease.

Introduccion

La inflamacién es una reaccién inespecifica del teji-
do conjuntivo vascular que actia como respuesta pro-
tectora del organismo frente a diversas noxas'?. Consta
de una reaccion inicial o aguda (eslabones 1 y 2) y de
una reaccion tardia (eslabén 3):

—Eslabon 1. Frente a una noxa, los elementos corres-
pondientes a la inmunidad natural, que existen perenne-
mente en sangre (neutrdfilos, células citoliticas, com-
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plemento, entre otros), se activan y liberan sustancias
que dan lugar a los procesos basicos de este eslabon:
edema, vasodilatacion y llegada de neutréfilos.

—Eslabon 2. Una vez activados los diferentes elemen-
tos que corresponden a la respuesta inicial, se produce
el rodamiento de diversas estirpes celulares en el endo-
telio y se generan diversas moléculas que favorecen su
adhesion y migracion a los tejidos; son las llamadas
moléculas de adhesién, que permiten y favorecen el
paso de leucocitos a la membrana basal y tejidos. Asi-
mismo, el endotelio genera mediadores vasoactivos
(6xido nitrico, prostaciclina, endotelina-1 y tromboxa-
no), que regulan el tono vascular.

—Eslabon 3. En los tejidos los neutréfilos y macréfa-
gos emigrados tienen multiples acciones, ya sean bacte-
ricidas o de liberacion de sustancias que, a su vez, pue-
den inducir lesiones vasculares a través de la dificultad
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para generar mediadores vasoactivos como el 6xido ni-
trico y la generacion de mdltiples mediadores que acti-
van diversas vias de la inflamacion, se retroalimentan e
implican a sistemas celulares muy diversos (linfocitos,
entre otros).

En el sindrome de apneas e hipopneas durante el sue-
fio (SAHS), uno de los elementos patogénicos mds im-
portante en la cascada inflamatoria es la produccién de
radicales libres.

Via aérea

En la dltima década han aparecido datos en pacientes
con SAHS que revelan la presencia de marcadores de
inflamacion en la via aérea superior (VAS) e indican
que la inflamacién podria tener un papel en la fisiopato-
logia del SAHS**. En estos pacientes es frecuente el ha-
llazgo macroscépico de inflamacién local, aumento del
tamaflo y enrojecimiento de la tvula y del paladar blan-
do. Se postula que estos cambios inflamatorios locales
se deben a la vibracion generada por el ronquido. Pero
no soélo se han encontrado cambios inflamatorios en las
estructuras susceptibles a la vibracién del ronquido,
sino que los pacientes con SAHS, en ausencia de otros
procesos que lo justifiquen, tienen inflamacion nasal®,
indicios de inflamacién en la via aérea®’, aumento de
neutrdfilos en el esputo inducido e incluso inflamacién
en el parénquima pulmonar’®, lo que también se ha ob-
servado en un modelo de SAHS en rata’. Se ha sefialado
que, ademads del ronquido, las presiones muy negativas
generadas a lo largo de todo el sistema respiratorio du-
rante las obstrucciones podrian contribuir a la aparicién
de inflamacién’. Los estudios histoldgicos de la VAS en
el SAHS han descrito la presencia de un importante
edema subepitelial y un aumento del grosor de la lami-
na propia*®. Conjuntamente con el edema, se han sefia-
lado otras alteraciones histopatoldgicas en la VAS de
pacientes con SAHS, donde la inflamacién parece tener
un papel. Sekosan et al® describieron la aparicién de un
extenso infiltrado inflamatorio leucocitario con predo-
minio de células plasmaticas en la ldmina propia. Por su
parte, Paulsen et al® detectaron un infiltrado inflamato-
rio en la ldmina propia, en este caso con predominio de
células T (CD3+), junto con una reduccién de la densi-
dad y altura de las estructuras papilares del tejido co-
nectivo que se introducen hacia el epitelio y cuya fun-
cion es el anclaje estructural y soporte nutricional. En
este estudio, los pacientes con SAHS presentaron dife-
rencias en el patron de expresion de algunas citoquerati-
nas y acantosis en el epitelio. También se encontraron
cambios estructurales, como la acantosis en el epitelio,
hipertrofia en las glandulas mucosas, atrofia focal de fi-
bras musculares y cambios degenerativos en nervios pe-
riféricos. En este sentido, también se han descrito ano-
malias en las terminaciones nerviosas musculares, con
evidencia de denervacion, acompafiada de un infiltrado
inflamatorio con predominio de células T (CD4+ y
CD25+) y numerosas terminaciones nerviosas anémalas
de aspecto varicoso en la ldmina propia.

Todo ello hace pensar en la presencia de una neuro-
patia, probablemente mediada por inflamacion, que se-

ria responsable de los déficit sensoriales que se obser-
van en la VAS del SAHS y de la disfuncién muscular de
la VAS, que contribuirdn al proceso de obstruccién. Al-
gunas de estas alteraciones también se han identificado
en pacientes sin apneas que roncan, aunque en un grado
menor, pero no en individuos controles que no roncan.
Cabria pensar entonces que en las fases iniciales la vi-
bracién del ronquido provocaria inflamacién local en la
VAS, que irfa progresando paulatinamente. Aparte del
compromiso estructural que presentan estos pacientes,
la inflamacion local desempefaria un papel en la dis-
funcién neuromuscular de la VAS alterando los reflejos
y la funcién de los misculos que controlan el calibre de
la via aérea. Una vez que los eventos respiratorios obs-
tructivos estdn presentes, los cambios en las presiones
de la via aérea y la hipoxemia contribuirfan a amplificar
la inflamacidn a otras zonas del aparato respiratorio, in-
cluso a nivel sistémico. Se entrarfa en un circulo vicio-
so, en el que a mas inflamacién, mayor disfuncién, mas
obstruccion y mds presiones negativas, que finalmente
generarfan mds inflamacion.

SAHS, disfuncion vascular e inflamacion

La relacién entre el SAHS y la enfermedad cardio-
vascular puede producirse por diversos factores: cam-
bios mecanicos, neurovegetativos e inflamatorios.

Cambios mecdnicos

Las presiones intratordcicas muy negativas, que pue-
den llegar a —100 cmH,O, provocan un aumento del
gradiente transmiocdrdico y, en consecuencia, aumenta
de un modo considerable la poscarga. Estas presiones
negativas dan lugar a un aumento del retorno venoso,
que desplaza el septo hacia la izquierda, con el consi-
guiente deterioro de la funcién del ventriculo izquierdo.
Asi pues, la combinacién del aumento de la poscarga
por las presiones negativas y también por la hiperten-
sion que se genera, el desplazamiento del septo y, final-
mente, la hipoxemia que se crea dan lugar a una disfun-
cién cardiaca que revierte totalmente con presion
positiva continua de la via aérea'®!".

Anomalias neurovegetativas

En personas sanas, durante la noche la actividad sim-
patica, la presion arterial y la frecuencia cardiaca dimi-
nuyen; en la fase REM, aumentan. Los quimio y baro-
rreceptores controlan los cambios gasométricos y de la
presion arterial a través, entre otros, de la activacion o
reduccién de la actividad del sistema simpdtico y para-
simpdtico. Los pacientes con SAHS, por la hipoxemia y
el resto de eventos que ocurren durante las apneas,
muestran un incremento notorio de la actividad simpéti-
ca durante la noche y durante el dia que incrementa la
presion arterial. En comparacion con individuos sanos,
presentan taquicardia, reduccién de la variabilidad car-
diaca y aumento de la variabilidad de la presion arterial.
Todos estos cambios representan un factor de riesgo
acusado de dafio vascular'?.
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TABLAT
Caracteristicas de los radicales libres fisiologicos
que intervienen en reacciones celulares

Aspectos fisiologicos
En cantidades pequenas o cuando estdn neutralizados por
antioxidantes, los radicales libres intervienen en la produccién
de adenosintrifosfato y también en la lisis de bacterias, entre
otras funciones

Aspectos patologicos
El exceso de radicales o el hecho de que no estén
neutralizados” provoca estrés oxidativo, que a su vez provoca
dafio celular

(1| 0,+& ——— > 0,

@ | 20, +20r— 50 o 40,
(3) | 0y +H0p———> 0, + 20H"
(4) | H0,+Fe?'— » Fed+ 2:0H
(5) | ‘0,+Fe?

— > O, +Fe?

“Energia celular: adenosintrifosfato, procede del metabolismo aerébico (O,) y/o
dnderubm, hay mecanismos de compensacion frente a la hipoxia; durante perio-
dos de hipoxia/normoxia (situacién muy especial), se produce una gran disfun-
cion celular que aumenta los radicales libres, los cuales sobrepasan la actividad
de los antioxidantes y entonces se produce estrés oxidativo.

Cambios inflamatorios e incremento de radicales libres

En el SAHS uno de los elementos que se han consi-
derado mas importantes para el inicio de una reaccion
inflamatoria sistémica es la excesiva produccién de ra-
dicales libres'>'s. Estos son moléculas con uno o mds
electrones desapareados, que tienen una funcién fisiolo-
gica en el sentido de intervenir en el metabolismo celu-
lar para la obtencion de energfa. Intervienen en la for-
macion de adenosintrifosfato y H,O. También auxilian a
los neutrdfilos para la lisis de noxas (tabla I). En la figu-
ra 1 se resumen las diversas reacciones para la produc-
cién de radicales libres. Dado que en si mismos son t6-
xicos, cuando se produce un aumento de radicales
libres, hay unos mecanismos de defensa (antioxidantes)
(fig. 2) que los neutralizan. Cuando, por un exceso de
radicales libres, éstos no son neutralizados, se liberan y
se desencadena un proceso de estrés oxidativo que indu-
cira dafo celular (fig. 3).

Los radicales libres circulan por el organismo inten-
tando robar un electrén de las moléculas estables, con el
fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez
que el radical libre ha conseguido robar el electrén que
necesita para aparear su electrén libre, la molécula esta-
ble que se lo cede se convierte a su vez en un radical li-
bre, al quedar con un electrén desapareado; de este modo
se inicia una verdadera reaccion en cadena que destruye
o deteriora células. En la figura 4 se muestran los tres sis-
temas generadores de radicales libres. Durante la apnea,
como consecuencia de la hipoxia/normoxia, que puede
considerase una situacion muy particular, se afectan las
vias metabdlicas celulares y se producen intensas disfun-
ciones celulares que provocan un elevado nimero de ra-
dicales libres, con lo que se desencadena estrés oxidativo.

Efectos nocivos

En la figura 3 se muestra un esquema general de las
vias que se activardn como consecuencia del estrés oxi-
dativo. Se desencadenaran cascadas de transduccién de
sefiales, que estimulardn la secrecion del factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a.), del factor activador de las
plaquetas y de diferentes interleucinas (IL). Pueden ac-
tuar de una manera directa sobre el tejido afectado y
producir la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad,
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Fig. 1. Reacciones de generacién de los 3 principales radicales libres de
oxigeno: el ion superoéxido (O,), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el ra-
dical hidroxilo (OH). El oxigeno molecular puede aceptar un electrén y
generar asi el radical superéxido (). La interaccién entre 2 radicales su-
peréxido, catalizada por la superéxido dismutasa (SOD), conduce a la
formacion de peroxido de hidrégeno (2). El radical hidroxilo se forma por
la interaccion, mediada por hierro, entre el peréxido de hidrégeno y el ra-
dical superdxido (3), o bien por la interaccién directa del peréxido de hi-
drégeno con iones Fe*? (4). En presencia de superdéxido, el Fe** unido a la
ferritina se libera como Fe*, con lo que aumenta la disponibilidad de Fe**
para estas reacciones (5). Dado que la SOD y los iones hierro estin facil-
mente d ibles y en abund. en los sist biolégi las reaccio-
nes (2, 4y 5) se producen de forma simulta En la for-
macién del radical superéxido comporta la riapida produccién de
peroéxido de hidrégeno y del radical hidroxilo.

Sistemas de defensa ante el estrés oxidativo

Mecanismos enzimaticos:
a) Superéxido dismutasa:
20, + 2H" ——— > H,0, + O,
b) Catalasa:
2H,0, 2H,0 + 0,
ROOH + AH, ——— > H, + ROH + A

c) Peroxidasas:
H,0,+2GSH —— > GSSG + H,0

Mecanismos no enzimaticos:

La vitamina C, la vitamina E, los betacarotenos,
el &cido urico y los flavonoides

Fig. 2. Los si de defi del or frente al estrés oxidativo
(antioxidantes) se dividen en iméaticos y no imaticos. En los meca-
nismos aticos, las licadas se agrupan en 3 grupos: supe-
roxido dlsmutasas, catalasas y penoxndasas Hay también una serie de sis-
temas de d no i que se p de ias con

idad de ri i direct: te con los radicales libres, o bien

con productos de éstos sin idad de Entre estos an-
tioxidantes se encuentran las vitaminas C y E, los betacarotenos, el dcido
irico y los flavonoides.

la pérdida de viabilidad del 6xido nitrico y la respuesta
inflamatoria vascular, que desempefan un papel critico
en la patogenia de la disfuncion endotelial. Tal como se
muestra en las figuras 3, 5 y 6, se activan factores de
transcripcion sensibles a redox que intervienen en el
SASH, como el factor nuclear kB (NF-kB) y el factor
inducible por hipoxia (HIF-1)'*'8, que podrdn desenca-
denar lesién endotelial'*!5.
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Fig. 3. Esq de los que intervienen en la apnea obstructi-
va del suefio y desencadenan enfermedades cardiovasculares. En respues-
ta a la hipoxia/reoxigenacion, la liberacion de radicales libres de oxigeno
(RLO) da lugar a la activacion de los factores de transcripcion. El factor
de transcripcion k3 (NF-kB) da lugar a la transcripcion de diferentes ci-
tocinas infl ias, y el factor inducible por hipoxia (HIF-1) da lugar a
la transcrlpcmn de factores de crecimiento y otras cnocmas en relacién
con la hip j los pr d S s obtenidos de es-
tos 2 factores de transcripcion generaran un daio endotellal y su poste-
rior disfuncion, lo que producira enfermedades cardiovasculares. EPO:
eritropoyetina; E-sel: E-selectina; ICAM-1: moléculas de adhesion inter-
celular-1; IL: interleucina; P-sel: P-selectina; TNF: factor de necrosis tu-
moral; VCAM-1: moléculas de adhesién vascular-1; VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular.

Sistemas de defensa ante el estrés oxidativo
(antioxidantes)

Se resumen en la figura 2. Se dividen en enzimaticos
y no enzimdticos. En los mecanismos enzimaticos, las
enzimas que participan en la defensa contra la toxicidad
del oxigeno pueden dividirse en 3 grupos: superéxido
dismutasa, catalasa y peroxidasa. Ademds hay una serie
de sistemas de defensa no enzimdticos. Las células dis-
ponen de un nimero elevado de sustancias con la capa-
cidad de reaccionar directamente con los radicales li-
bres o bien con productos de éstos sin necesidad de
ninguna enzima. Entre estos antioxidantes se encuen-
tran las vitaminas C y E, los betacarotenos, el acido tri-
co y los flavonoides'

Apnea obstructiva del suefio y vias de sefializacion
molecular de los factores de transcripcion

Factor nuclear-kB (NF-kB)

Se muestra en las figuras 3 y 5 con mas detalle. El
NF-xB es un factor de transcripcién que regula la ex-
presion de diferentes genes, incluidas citocinas, qui-
miocinas, factores de crecimiento, moléculas de adhe-
sién y algunas proteinas®. Desempefia un papel muy

Fig. 4. Generacion de radicales libres de oxigeno (RLO). Durante el pro-
ceso de hipoxia, la falta de aporte de oxigeno al tejido hace que se detenga
el transporte de electrones en la mitocondria y, como consecuencia, dis-
minuyen los valores energéticos en las células. Se producen cambios en
los si xantina deshid (XDH)/xantina oxidasa (XOD), que
después, frente a la hiperoxia, sufren cambios que llevan a la formacién
de radicales libres. AMP: i fosfato; ATP: ad rifosfato.

importante en las respuestas celulares a diferentes tipos
de agresiones, ya que regula la expresion inducible de
genes que intervienen en la respuesta inmunitaria y el
proceso inflamatorio?'. En las células no estimuladas,
el NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma inac-
tiva, asociado a una proteina que lo inhibe, llamada
proteina inhibidora kB (IxB), que impide la transloca-
cién del NF-xB al nticleo cuando no hay seial de acti-
vacion.

Cuando la célula recibe una senal de activacion, la
IkB es fosforilada y degradada rdpidamente por enzi-
mas proteoliticas?* 24 La activacién del NF-kB repre-
senta el dltimo eslabon de la via de sefiales de transduc-
cion desde la superficie celular hasta el nicleo, donde
se producen las anomalias de transcripcién. Hay una
gran variedad de estimulos extracelulares que pueden
disparar la activacion del NF-kB e inducir alteraciones
proliferativas de la vasculatura, incluida la aterosclero-
SiSZS—27.

Estudios clinicos muestran que los pacientes con ap-
nea obstructiva del suefio (AOS) tienen elevadas con-
centraciones plasmaticas de mediadores inflamatorios,
tales como citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-18), quimio-
cinas (IL-8, MCP-1 —proteina quimiotdctica de los
monocitos-1-) y moléculas de adhesion (moléculas de
adhesion intercelular y vascular -ICAM-1 y VCAM-
1-, E-selectina, P-selectina y L-selectina), asi como un
incremento de la expresién de contrarreceptores de
moléculas de adhesién como el CD15 y CD11c en mo-
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l Ubiquitinacién del Ikf

Degradacion del lkp

Fig. 5. Esquema representativo de
la activacion del factor nuclear kB
(NF-kB) y de los genes que regula.
Bajo un estimulo extracelular, como
pueden ser citocinas como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-o) o
la interleucina (IL) 1 y sobre todo el
estrés oxidativo, se activa el comple-
jo IkB cinasa (IKK). Este complejo
media la fosforilacion de la IkB, lo
que da lugar a su ubiquitinacién y
degradacion, dejando el dimero de
NF-kB libre para translocar al ni-
cleo, donde activara genes diana espe-
cificos a través de uniones selectivas a
la secuencia consenso del NF-kB. Se
producen diversas proteinas implica-
das en la inflamacién. ARNm: ARN

jero; COX-2: ciclooxi; 2;
ET-1: endotelina-1; GM-CSF: factor
estimulante de colonias granulociti

Proteinas inflamatorias

cas y microciticas; ICAM: moléculas
de adhesion intercelular; iNOS: 6xi-
do nitrico sintasa inducible; MCP-1;
proteina quimiotactica de los mono-
citos-1; MIP-1a:: proteina inflamato-

Citocinas Quimiocinas Enzimas Moléculas adhesion : 6 o .

(IL-1B, TNF-ct, IL-6,  (MCP-1, IL-8, MIP-Ta) ~ (INOX, COX-2)  (ICAM-1, VCAN-T, et DK o

GM-CSF) E-selectina) teincinasa C; VCAM: moléculas de
di vascular.

_ (ub)

Hipoxia
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&

Fig. 6. Esquema representativo de la
activacion del factor inducible por

T om

hipoxia (HIF-1) y de los genes que
regula. El HIF-1 esta constituido por
2 subunidades, la alfa y la beta. En
condiciones de normoxia, el HIF-1o.
es hidroxilado y posteriormente es
reconocido por la proteina de Von
Hippel-Lindau (VHL), la cual a su
vez es sefial para formar un comple-
jo de ubiquitinacién, que es indicati-
va de degradacién por proteosomas.
Sin embargo, en condiciones de hi-
poxia las hidroxilasas dejan de mo-
dificar al HIF-1a y éste se acopla al
HIF-1f para ser translocado al ni-
cleo, donde funciona como factor de
transcripcién. ANP: péptido natriu-

@)
Degradacion
proteosomal

VEGF, FGF-p, TGF-p EPO Endotelina ANP

rético auricular; ARNm: ARN men-
sajero; EPO: eritropoyetina; FGF:
factor de crecimiento fibroblastico;
TGF: factor transformador del cre-
cimiento; VEGF; factor de creci-
miento del endotelio vascular.

nocitos®*, El hecho de que la AOS esté precedida
o asociada a una respuesta inflamatoria, en la que
muchos de los mediadores regulados por el NF-kB se
hallan alterados, hace pensar que la activacién de
este factor nuclear puede ser uno de los mecanismos
importantes en la patogenia de esta enfermedad o
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en sus consecuencias sistémicas. Asimismo, recien-
temente se ha observado que pacientes con AOS tie-
nen el NF-xB activado en monocitos®', 1o que, como
se verd, va a tener mucha importancia en el desarro-
llo de enfermedades cardiovasculares asociadas al
SAHS.
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Fig. 7. Muestra el proceso de formacion de la placa de ateroma. Tres son los procesos que caracterizan la formacién de la aterosclerosis: 1) En la parte
superior: los monocitos se adhieren al endotelio vascular, penetran la linea endotelial y entran a la intima de la pared del vaso por diapédesis entre las cé-
lulas endoteliales. Este proceso requiere de un gradiente quimioatrayente como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) o las LDL modifica-
das. 2) En la parte media: a) En la intima los monocitos maduran a macréfagos, los cuales aumentan la expresion de receptores y fagocitan lipoproteinas
modificadas. Los ésteres de col ol lados en el citopl: activan a los macréfagos dando lugar a las células espumosas. Estas células son carac-
teristicas de los estadios tempranos de la aterosclerosis; b) Los macrofagos producen factores de crecimiento y citoquinas que amplifican la sefial proinfla-
matoria; ¢) Los linfocitos T también migran a la intima produciendo cit: pr ias, que amplifican la actividad inflamatoria colaborando
en la formacion de la placa de ateroma. 3) En la parte inferior de la ﬁgura se muestra la multiplicacién de las células del miisculo liso (SMC), las cuales
migran y se acumulan en la placa, y dan una abund matriz extracelular. Si la lesién avanza, el lumen arterial se estrecha hasta que el flujo se obstru-
ye dando lugar a las manifestaciones clinicas.

Factor inducible de hipoxia (HIF-1) el estudio de los productos génicos expresados por el
Como puede observarse en la figura 6 con mds deta- HIF-1, para demostrar indirectamente tanto la activacion
lle, el HIF-1 se expresa en todas las células nucleadas de éste (incremento de las concentraciones plasmaticas
en respuesta a la hipoxia. Es un factor de transcripcién de VEGF*, de péptido natriurético auricular® y de eri-
que activa genes de proteinas que median la respuesta tropoyetina®®) como del precursor de la endotelina-1%".
adaptativa a la reduccion de la biodisponibilidad del La activacion de HIF-1 en pacientes con AOS darfa lu-
oxigeno. Para ello participa en el metabolismo de la gar a la expresion de genes antes mencionados que se re-
glucosa y energético, en la angiogenia, en la reactividad lacionan con la adaptacion de las células a la hipoxia.
vascular y en la remodelacion, en la proliferacion celu-
lar y en la supervivencia célula. Entre los productos

proteicos identificados de los genes diana del HIF-1 Angiogenia y aterosclerosis

para aumentar la biodisponibilidad de oxigeno figuran, Como ya se ha mencionado, en respuesta a periodos
entre otros, al factor de crecimiento del endotelio vascu- de hipoxia/normoxia y de estrés oxidativo se activan
lar (VEGF), el péptido natriurético auricular, la endote- factores de transcripciéon como el NF-kB y el HIF-1,
lina-1, enzimas glucoliticas, la eritropoyetina y la 6xido entre otros. Dicha activacién dard lugar a la expresion
nitrico sintasa inducible?”2, génica de factores de crecimiento, citocinas y enzimas,
La hipoxia induce la activacion de la expresion géni- que, por un lado, desencadenaran una respuesta infla-
ca de HIF-1, que se inactiva rapidamente en presencia matoria y, por otro, promoverdn la formacién de la an-
de oxigeno?. El estrés oxidativo desempefiaria un papel giogenia para incrementar la distribuciéon de oxigeno
importante en las vias de regulacion dependientes del celular y la glucdlisis.
HIF-1 tanto en condiciones normales como en condi- El VEGF vy otras citocinas como la IL-1, IL-8 y el
ciones patoldgicas®. TNF-a intervienen en distintas etapas de la angiogenia.
Actualmente muy pocos estudios clinicos han demos- La IL-1 e IL-8 activan células endoteliales vasculares. La

trado la activacion directa del HIF-1 en pacientes con IL-1 induce la expresion de colagenasas o metaloprotei-
AOS. Todas las investigaciones se han encaminado hacia nasas de la matriz, las cuales tienen un papel importante
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en la degradacion de la matriz extracelular permitiendo
la formacion de nuevos vasos. Mientras que la IL-8 po-
see actividad angiogénica similar al TNF-a y al VEGEF,
no obstante la formacién de nuevos vasos sanguineos
depende principalmente de las concentraciones de
VEGEF en tejidos, ya que su expresion esta controlada
bésicamente por la concentracion de oxigeno®*3%%, Por
otro lado, las células endoteliales sintetizan y liberan al
medio extracelular factores que regulan también la an-
giogenia, las respuestas inflamatorias, la hemostasis, el
tono y la permeabilidad vasculares.

La AOS y la angiogenia tienen como comtin denomi-
nador el estrés oxidativo y la inflamacién implicados en
la disfuncién endotelial*’, que finalmente puede desem-
bocar en enfermedades cardiovasculares. Los mecanis-
mos involucrados en el desarrollo de enfermedades car-
diovasculares asociadas a la AOS pueden ser debidos a
la activacion de estos factores de transcripcion (NF-kB,
HIF-1), que predispondrian a la formacién de disfun-
cién endotelial, anomalias vasculares, lesiones en diver-
sos tejidos y arterosclerosis.

La aterosclerosis es un dafio progresivo, que se ca-
racteriza por la acumulacion de lipidos y elementos fi-
brosos en las arterias. Debido a las diferencias en el flu-
jo dindmico de la sangre, hay areas de la vasculatura
mads propensas a la formacion de la lesién, como las ra-
mificaciones o zonas de bifurcacién*'. En la figura 7 se
muestran los 3 procesos que caracterizan la formacién
de la aterosclerosis. Esta es el camino final de diversas
enfermedades***. E1 SAHS induce arterosclerosis por
una determinada serie de procesos caracteristicos que
luego van a seguir los pasos comunes de otras enferme-
dades que también la inducen. A modo de resumen, son
los siguientes:

1. La hipoxia/normoxia, como elemento diferencial,
induce estrés oxidativo, activacion de las vias del NF-xB
y del HIF-1, entre otras, y generacién de multiples me-
diadores. Se produce una lesion endotelial, que altera la
liberacién de los mediadores que regulan el tono vascu-
lar, como el 6xido nitrico.

2. Se produce el rodamiento, la adhesién y la pene-
tracion de los leucocitos en la intima. Especialmente los
monocitos que estdn adheridos al endotelio vascular en-
tran en la intima de la pared del vaso por diapédesis
entre las células endoteliales. Los monocitos evolucio-
nan a macréfagos, que fagocitan lipoproteinas modifi-
cadas.

3. Los macréfagos evolucionan a células espumosas,
que son caracteristicas de los estadios tempranos de la
aterosclerosis. Los macréfagos, ademads, producen fac-
tores de crecimiento y citocinas que amplifican la sefal
proinflamatoria. Los linfocitos T también migran a la
intima y producen citocinas proinflamatorias que ampli-
fican mds la actividad inflamatoria y contribuyen a la
formacion de la placa de ateroma.

4. La placa de ateroma desarrolla canales microvas-
culares con funcién nutritiva, como resultado de la neo-
angiogenia, y promueve el crecimiento de la placa. En
la progresién del ateroma la placa aumenta de tamafio
proyectandose hacia el lumen arterial e impide el flujo
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de sangre®. El crecimiento de la placa de ateroma dard
lugar a diferentes manifestaciones clinicas, como enfer-
medades cerebro y cardiovasculares asociadas a la
AOS*-48,
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