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La tesi doctoral que es presenta s’ha desenvolupat a la Unitat de Trastorns
Respiratoris del Son (UTRS) de la Seccié de Pneumologia de I'Hospital Universitari Sant
Joan de Reus i a la Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi (URLA) del
Departament de Medicina i Cirurgia, en el programa de Biomedicina de la Facultat de
Medicina i Ciéncies de la Salut, de la Universitat Rovira i Virgili, sota la direccié del Prof.
Lluis Masana Marin, i la codireccid de la Dra. Anna Texidé Bruguera i la Dra. Anna
Cabré Llobet.

La sindrome d’apnees-hipopnees durant el son (SAHS) és una malaltia molt
prevalent que afecta el 4-6% dels homes i el 2-4% de les dones entre la poblacié
general adulta d’edats mitjanes i que augmenta amb l'edat. La SAHS és una entitat
clinica relacionada amb la malaltia cardiovascular i s’associa a un augment de la
morbimortalitat per esta causa. L’associacié entre SAHS i arteriosclerosi cada vegada
és més evident, a causa que els fendomens d’hipoxémia i reoxigenacio estan implicats en
I'alteracié de les molécules d’adhesié responsables de la formacioé de la placa d’ateroma
i de la vasoconstriccio vascular.

Les malalties cardiovasculars son la primera causa de mortalitat a Catalunya, i
a la resta del mon industrialitzat. Les prediccions indiquen que, I'any 2020, les malalties
cardiovasculars i l'arteriosclerosi, en particular, es convertiran en la principal causa
mundial de mortalitat. L'URLA, des de la seua creaci6é I'any 1985, ha realitzat multiples
estudis d’investigacio clinica i basica en el camp de larteriosclerosi, la diabetis, la
sindrome metabolica, les hiperlipémies, el teixit adipds, la inflamacié i 'oxidacio lipidica.

La linia dinvestigaci6 en qué s’ha desenvolupat esta tesi deriva del
coneixement i I'experiencia de 'URLA en els processos d’inflamacié implicats en el
desenvolupament de l'arteriosclerosi associats a una nova linia, en qué s’estudien nous
biomarcadors d’alteracions metabdliques i en I'experiéncia clinica de I' UTRS. La Secci6
de Pneumologia de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus es crea fa vint anys i
disposa de I'UTRS des de I'any 1999, recentment acreditada com a Unitat Respiratoria
per la Sociedad Espafola de Neumologia (SEPAR) i pel Comité de Acreditacion de
Medicina del Suefio. El personal de la nostra seccié compta amb una amplia experiéncia
en la interpretacio d’estudis del son.

En este sentit, el nostre treball s’ha focalitzat en l'estudi de les xaperones
lipidiques intracel-lulars, és a dir, I'adipocyte fatty acid-binding protein (A-FABP o
FABP4) i 'epidermal fatty acid-binding protein (E-FABP o FABP5) en els pacients amb
SAHS. Els valors augmentats de la FABP4 es correlacionen amb dislipeémia aterogena i
insulinoresisténcia, i executen un paper fonamental com a predictors de la sindrome

metabolica i de l'arteriosclerosi subclinica. En la SAHS, s’observa un augment de la
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proteina dels adipocits responsable de la unié d’acids grassos (FABP4) que es
correlaciona amb la seva gravetat i les dessaturacions nocturnes. La FABP5 és també
una proteina que s’uneix a acids grassos de cadena llarga amb especificitat per
'epidermis amb un paper menys investigat que la FABP4 perd la majoria d’estudis
suggereixen un rol molt similar com a biomarcador de risc cardiovascular. L’associacié
entre FABP5 i SAHS és del tot desconeguda.

Estes proteines citoplasmatiques han despertat un interés creixent en els
darrers anys a causa de la seua identificacié en el plasma i les associacions trobades
amb malalties de component metabdlica, com la sindrome metabdlica, la diabetis tipus 2
i larteriosclerosi, que les fan unes bones candidates com a nous biomarcadors
plasmatics de la preséncia i I'evolucid d’estes malalties. Per tant, davant de les
esmentades troballes, el nostre estudi espera, d’una banda, confirmar que la FABP4 és
un biomarcador precog¢ d’arteriosclerosi en la SAHS i, de l'altra, aportar noves dades
sobre el paper de la FABP5 en la SAHS. Des d’'un punt de vista cientific, esta tesi
també, pretén proporcionar una nova evidéncia clinica sobre el tractament amb pressio
continua positiva (CPAP) de la SAHS com a reductor del risc cardiovascular amb la
disminucio dels nivells plasmatics d’'ambdues xaperones lipidiques. Perd, encara és més
interessant el seu potencial com a dianes terapéutiques per prevenir o combatre el
desenvolupament de les malalties cardiovasculars en pacients amb SAHS.

A més a més, el nostre treball també vol demostrar que els pacients amb SAHS
presenten major grau d’arteriosclerosi subclinica mitjangant un metode no invasiu per
estratificar el risc cardiovascular d’aquests malalts com és la determinacidé del gruix
d’intima-mitjana carotidi (GIMc) amb ecografia. Per altra banda, esta tesi pretén aportar
noves dades sobre l'eficacia del tractament amb CPAP en quant a la reduccié del risc
cardiovascular en pacients amb SAHS en constatar que la pressidé continua a la via
aéria produeix la regressié del GIMc en aquests pacients.

La tesi esta estructurada en diferents apartats. La «Introduccié» se centra
basicament en la SAHS, la FABP4 i la FABP5. Pel que fa a la SAHS, s’ha pretés
proporcionar els coneixements necessaris per entendre el curs del treball i la seva
correlacio amb les malalties cardiovasculars. En relacié amb la part corresponent a la
FABP4 i FABP5, s’ha realitzat una analisi detallada del coneixement que es posseeix
actualment, sobretot, des del seu paper com a biomarcadors d’alteracions metaboliques
i de malaltia cardiovascular. Pel que fa a la FABP4, es fa una mencié especial als
estudis ja publicats en pacients amb SAHS. En l'apartat «Hipotesi i objectius» es
justifica el disseny de I'estudi plantejat. Tot seguit,els «Materials i métodes» utilitzats per
dur a terme el projecte amb les exploracions i procediments diagnostics protocol-litzats.

En els laboratoris de 'URLA es treballa segons el sistema de la norma de qualitat
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ISO9001 i es garanteixen aixi, els resultats obtinguts en esta tesi. Els «Resultats» es
presenten per separat abans i després del tractament amb CPAP, juntament amb les
taules i figures respectives. Aquests resultats sén analitzats i contrastats en detall a la
«Discussio». |, les evidencies trobades es presenten a l'apartat de «Conclusions».
Finalment, les «Referéncies» de tota la bibliografia consultada i els «Annexos».

Els resultats de la tesi s’han descrit en dos manuscrits: un d’ells acceptat per la
revista Sleep i en premsa i l'altre es troba sotmés a editor en una revista cientifica
d’ambit internacional del primer quartil. També s’ha fet difusié als congressos de les
societats cientifiques seguents: Societat Catalana de Pneumologia (SOCAP), SEPAR,
Sociedad Espariola de Arteriosclerosis (SEA), European Atherosclerosis Society (EAS),
European Society of Hypertension (ESH) i World Association of Sleep Medicine
(WASM). La comunicacio oral presentada en la XXX Diada Pneumoldgica del 2012 de la
SOCAP sota el titol «Correlacié entre la severitat de la SAHS i els nivells de FABP4,
marcador de risc cardiovascular» fou premiada com la millor comunicacié presentada en
aquest congrés. A la XXXI Diada Pneumologica de la SOCAP del 2013, la comunicacié
oral titulada «Disminucié del gruix intima-mitja carotidi com a resposta al tractament amb
CPAP en pacients amb SAHS» també fou guardonada amb el primer premi com la millor
comunicacio.

A més a més, el projecte d’esta tesi ha obtingut la Beca 2009-2010 al millor
Projecte Pneumologic Tema Lliure de la SOCAP i una ajuda a la recerca amb la Beca
2009 de la SEPAR.
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2.1) SINDROME D’APNEES-HIPOPNEES DURANT EL SON (SAHS)

La SAHS és una malaltia que es pot definir segons el Document Nacional de
Consens del 2005 ' com: «una entitat caracteritzada per episodis repetits d’obstruccid
de la via aéria superior (VAS) durant el son que pot manifestar-se per excessiva
somnolencia dilirna (ESD), trastorns cognitivo-conductuals, respiratoris, cardiacs,

metabolics o inflamatoris».
2.1.1) Definicions

La SAHS és una patologia cronica caracteritzada per episodis repetits d’apnea-
hipopnea durant el son.? L’apnea-hipopnea durant el son consisteix en la interrupcié o
disminucié del flux oronasal a causa de l'obstrucci6 completa (apnea) o parcial
(hipopnea) de la VAS, amb la preséncia d’esforgos respiratoris repetits. Aquests
episodis es mesuren amb 'index d’apnees-hipopnees (IAH). Aixi, un IAH > 5 associat a
simptomes relacionats amb la malaltia i no explicats per altres causes, confirma el
diagnostic.”

L'apnea és l'abséncia o reduccid > 90% del senyal respiratori (detectat
mitjangant termistor, canula nasal o pneumotacograf) durant un temps minim de 10
segons i acaba amb un brusc reinici de la ventilacié. Les apnees es poden classificar
com: obstructives (preséncia d’esfor¢ respiratori detectat per les bandes
toracoabdominals), centrals (abséncia d’esfor¢ respiratori detectat per les bandes
toracoabdominals) i mixtes (comenga amb un component central i acaba amb un
component obstructiu). Cada cicle d’apnea i represa de la ventilacio, s’acompanya per la
dessaturacio i ressaturacié arterial de I'oxihemoglobina. Les hipopnees es defineixen
com una reduccio discernible (> 30% i < 90%) de 'amplitud del senyal respiratori de >
10 segons de durada o una disminucié notoria del sumatori toracoabdominal que
s’acompanya d’una dessaturacié (>3%) i/o un microdespertar a I'electroencefalograma
(EEG). Aquests cicles d’apnea-hipopnea exposen els pacients a una hipdxia intermitent
durant la nit.

Segons '’Académia Americana dels Trastorns del Son (AASM), *® la SAHS es
pot definir com un IAH o index d’alteraci6 respiratoria (IAR) (sén termes superposats)

superior a 5 associat a un dels simptomes seguents:

a) ESD no explicada per altres causes
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b) 2o més dels casos seglents:
- b1. Asfixies repetides durant el son
- b2. Despertars recurrents durant el son
- b3. Percepcio del son com a no reparador
- b4. Cansament i/o fatiga durant el dia

- bb. Dificultats de concentracio
2.1.2) Epidemiologia

La SAHS és una malaltia molt prevalent, doncs afecta el 4-6% dels homes i el
2-4% de les dones entre la poblacié general adulta d’edat mitjana. Aquesta prevalenca
augmenta amb I'edat,* de manera que arriba a triplicar-se en els ancians. S’estima que
a Espanya entre un i dos milions d’individus sén portadors d’'una SAHS, perd solament
s’arriben a diagnosticar i tractar menys del 10% d’esta poblacié. A I'Estat espanyol,
entre el 3-6% de la poblacié pateix una SAHS simptomatica i entre el 24-26% té un IAH
> 54,

La SAHS és un factor de risc de malaltia cardiovascular i cerebrovascular,
s’ associa a deteriorament de la qualitat de vida i és causa d’accidents de transit; a més
a més, es relaciona amb un increment de la mortalitat.>” Tot aixd fa que sigui un
problema de salut publica de primera magnitud, ja que esta demostrat que els pacients
no diagnosticats dupliquen el consum de recursos sanitaris respecte als diagnosticats i
tractats.®

Els factors de risc que predisposen a la SAHS sén:

a) Sexe masculi. La SAHS és entre 2 i 3 vegades més freqient en homes
que en dones, perd amb tendéncia a igualar-se després de la

menopausa.*

b) Obesitat. Un alt percentatge de pacients SAHS so6n obesos i la reduccié
de pes en aquestos malalts es tradueix en una millora de la SAHS que

pot arribar a remetre.
c) Alcohol. El seu consum agreuja la SAHS que hi ha per depressié de

l'activitat de la musculatura dilatadora faringia i condiciona que les

apnees siguin de més durada i amb dessaturacions més severes.
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d) Tabac. Els fumadors tenen major risc de desenvolupar una SAHS a
causa de la relacié6 amb fendmens d’irritacié i inflamacié de les VAS, ja

que tendeix a augmentar la seua resisténcia.

e) Farmacs. Les benzodiazepines disminueixen la resposta ventilatoria a la

hipoxia i a la hipercapnia durant el son i la vigilia.

f) Posicié corporal. La posicié de decubit supi agreuja la SAHS i alguns
pacients sols presenten SAHS quan adopten esta posicié. La SAHS
posicional es defineix quan I'lTAH en decubit supi dobla a I' obtinguda amb

la resta de posicions.
g) Altres factors: genétics, familiars i racials.

Per tant, el perfil tipic del pacient SAHS és: home de mitjana edat, obés amb
coll curt i gros, roncador i amb ESD. Perd en menor percentatge, la SAHS també pot
presentar-se en pacients no obesos i, fins i tot, en joves. Els factors predisposants per

desenvolupar la SAHS son:

a) Malformacions maxil-lofacials:

- Micrognatia

- Retrognatia

- Sindrome de Prader-Willi
b) Trastorns médics generals:

- Hipotiroidisme
- Cifoscoliosi
- Acromegalia
c) Obstruccio de les VAS:
Cavitat nasal: dismorfies i luxacions septals, hipertrofia de

cornets, rinitis, polips, tumors

Nasofaringi: adenoides

Orofaringi: amigdales i/o Uvules hipertrofiques

Hipofaringi: base de llengua hipertrofica

Laringe: edema de les cordes vocals
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2.1.3) Etiopatogénia

Els mecanismes etiopatogénics de la SAHS no soén del tot coneguts i
suggereixen un origen multifactorial."®'' La génesi de les apnees obstructives és
deguda a la interaccié de factors anatomics i funcionals. Els factors anatomics com
I'obesitat, el coll curt i gros, les anomalies craniofacials o la hipertrofia amigdalar
provoquen una reduccié de la llum de les VAS, que la fan col-lapsable i que pot arribar
al tancament complet. Els factors funcionals consisteixen en l'alteracié dels mecanismes
responsables de mantindre les VAS obertes. El defecte en aquestos produeix apnees
obstructives, ja que la pressidé subatmosferica resultant de la contraccié dels musculs
ventilatoris col-lapsa la faringe en no actuar correctament els mecanismes que la
mantenen oberta durant el son (figura 1). Com a consequéncia de I'obstruccié faringia,
es generen esforgos inspiratoris que mantenen el tancament de les VAS, fins que es
produeix un microdespertar transitori, s’activen de nou els musculs de les VAS i es
produeix el final de l'apnea. El microdespertar transitori és el responsable de la
fragmentacio del son; és a dir, de la somnoléncia, el cansament i la sensacié de son no
reparador.

NORMAL BREATHING OBSTRUCTIVE SLEEF APNEA

Figura 1. Imatge d’una respiracié normal (on els musculs de les VAS estan relaxats) i una
respiracié patologica (els musculs del voltant de la llengua i uvula es relaxen
excessivament, i bloquegen les VAS).

Per tant, quan el balang entre les forces que mantenen obertes les VAS i les
que tendeixen a col-lapsar-les es decanta cap a estes ultimes, es produeixen les apnees

obstructives. La sequéncia de fendmens que es repeteix durant la nit: son, apnea,

26
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canvis gasometrics, microdespertar transitori i fi de 'apnea originen una série de canvis

fisiopatologics responsables de les principals manifestacions cliniques de la malaltia.

2.1.4) Clinica i exploracio fisica

La triada clinica principal de la SAHS és:"

a) Roncopatia cronica: és el simptoma amb major sensibilitat, la seua

abséncia fa poc probable el diagndstic de SAHS. Cal destacar que la majoria
de roncadors no tenen SAHS, ja que a la poblacié general esta estimat que

el 40% dels homes i el 20% de les dones ronquen.

b) Apnees observades: és el simptoma amb major especificitat, que augmenta

c)

si éstes son presenciades de manera continuada durant la mateixa nit i si

son perllongades.

Hipersomnia diiirna o ESD: simptoma poc especific i sensible, perd que
marca la intensitat clinica de la SAHS. La seua preséncia no explicada per
altres circumstancies és suficient per a la realitzacié d’un estudi de son, fins i
tot, davant 'abséncia d’altres simptomes associats. Es fonamental fer el
diagnostic diferencial de la hipersomnia (taula 1). La medicié de 'ESD pot
realitzar-se mitjangant metodes subjectius o objectius. EI metode subjectiu
més utilitzat és el test d’Epworth.”>' La preséncia d’'una puntuacié superior
o igual a 12 punts (sobre 24) indica hipersdmnia patoldgica (annex 1). Els
meétodes objectius son: test de laténcies multiples del son, test de
manteniment de la vigilia, test d’Osler i el test de vigilancia motriu.
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Taula 1. Diagnostic diferencial de la hipersomnia.

Mala higiene del son, sindrome d'insuficiéncia del

son, altres

Psicosis, trastorns de I'estat d’anim, altres

Toxines, trastorns del son ambiental, altres

Alcoholisme, hipnotics, altres

SAHS, sindrome d’apnea central del son, sindrome
d’hipoventilacié alveolar, taquipnea neurogénica del

son, altres

Sindrome de moviments periodics de les cames,

altres

Jet lag, treball a torns, grans dormilecs, sindrome de
retard de fase, sindrome d’avang de fase, horaris no

circadians, patro vigilia-son irregular, altres

Narcolépsia, hipersomnia idiopatica, hipersomnia
recurrent, sindrome de subvigilia, mioclonus
fragmentari, parkinsonisme, deméncia, malaltia del

son, altres

Menstruacio, embaras, altres

Taula 2. Simptomes més freqients. Anamnesi i exploracio fisica de la SAHS.

= Ronc estrepitoés

= Apnees visualitzades

= Excessiva somnoléncia ditirna
= Son no reparador

= Episodis asfictics nocturns

= Despertars freqlients

= Cefalea matutina

= Nicturia

= Sequedat orofaringia

= Antecedents d’interés ( sobretot,

cardiopulmonars)

Clinica relacionada amb la SAHS

Test d’Epworth

Habits de son (horari, migdiada,
higiene)

Variables antropometriques (IMC,
perimetre de coll i cintura)

Distancia hioides-mandibula

Exploracié ORL (obstruccié nasal,
hipertrofia amigdalar o uvula,
paladar tou llarg, graus de
Mallapanti, examen del maxil-lar i
mandibula)

Auscultacié cardiopulmonar

Presa de tensié arterial

28
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En la taula 2, apareixen els simptomes i signes més frequients de la SAHS, aixi
com l'anamnesi i I'exploracié fisica. Es fonamental ser exhaustiu, ja que ens permet
classificar els pacients en alta, mitiana o baixa probabilitat clinica pretest, que és
imprescindible per valorar el métode diagndstic a utilitzar. Altres simptomes que
s’observen soén: diaforesi, malsons, somnildoquia, son neguitdés, insomni, reflux
gastroesofagic, enuresi, disminucié de la libido, canvis de personalitat, pérdua de
memoria, dificultat de concentracid, disminucié del rendiment professional i dels estudis,
apatia, irritabilitat, nausees matutines, simptomes depressius, cansament cronic,
moviments anormals, caigudes freqlents, esdeveniments cardiovasculars, poliglobulia i
crisis epiléptiques.

2.1.5) Diagnostic

El diagnostic definitiu de la SAHS s’estableix a la nit mitjangant el métode de

referéncia que és la polisomnografia (PSG) vigilada per un técnic en el Laboratori del

Son."" Consisteix en el registre continu de:
= Variables neurofisioldgiques: fonamentals per estadificar el son
- EEG: registre de l'activitat eléctrica cerebral. La col-locacié

dels eléctrodes es realitza seguint el sistema internacional 10-20, que pren com

a referéncia 4 punts: nasion, inion, i conductes auditius dret i esquerre (figura 2).
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Figura 2. Sistema internacional 10-20.
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- Electromiograma (EMG): registre de [Iactivitat muscular
mentoniana i tibial

- Electrooculograma (EOG): registre dels moviments oculars

= Variables cardiorespiratories
- Electrocardiograma (ECG): registre del ritme cardiac
- Banda toracica i abdominal: registre de moviments respiratoris
toracics i abdominals
- Flux aeri oro-nasal: identifica la preséncia d’apnees i

hipopnees. Utilitza dos tipus de sensors: termistor i canula

= Altres
- Posicié corporal: important en el cas de la SAHS posicional
- Microfon: informa de la intensitat i freqliéncia del ronc
- Gravaci6 audiovisual
- Opcional: actimetria, pressié esofagica, monitoritzacié de CO,,
EMG diafragmatic.

Es necessari un registre superior a 6,5 hores i, almenys, amb 3 hores de

son (figura 3).

La PSG és una técnica cara i tecnicament complexa; i actualment, no esta a
'abast de tots els centres hospitalaris i davant I'alta demanda d’exploracions no es pot
utilitzar en tots els pacients. Per afrontar estes dificultats en el diagnostic de la SAHS,
s’han desenvolupat sistemes de poligrafia simplificats que solament analitzen variables
respiratories (poligrafies respiratories) que es poden fer servir tant en el domicili com en

el Laboratori del Son.
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Figura 3. Exemple d’un registre polisomnografic.

La poligrafia respiratoria (PR) és un métode acceptable per confirmar el
diagnostic dels pacients amb sospita clinica alta o moderada de SAHS, ja que permet
reduir els costos i el temps d’espera i fer accessible el diagnostic de la SAHS en els
centres que no disposen de PSG convencional. Els inconvenients que presenta este
meétode son: no pot avaluar la qualitat del son, s’infravaloren els trastorns respiratoris
(s’expressen per hores de registre en lloc de per hores de son) i no permet avaluar
altres trastorns no respiratoris del son. Si hi ha sospita clinica de SAHS i la PR és
negativa o técnicament deficient, esta indicat fer una PSG.

L’ AASM ha classificat els estudis del son en quatre tipus.” El tipus 1 és la
PSG convencional vigilada per un técnic en un laboratori de son (minim de 7 canals); el
tipus 2 és la PSG realitzada amb un equip portatil i no vigilada per un técnic; el tipus 3
correspon a la PR i el tipus 4 correspon a estudis molt simplificats amb aparells de 1 0 2
canals (oximetria i/o respiracid). L'oximetria és la técnica que analitza la saturacié
arterial d’oxigen (SaO,) de manera continua i permet prioritzar els pacients.

La SAHS es defineix com un IAH de 5 o més per hora amb simptomes

associats i la seua gravetat es classifica de la manera segiient : '®
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- Lleu: IAH superior oigual a 5 i inferior a 15
- Moderada : IAH igual o superior a 15 i inferior a 30

- Severa: IAH igual o superior a 30
2.1.6) Tractament

Els objectius del tractament sén el control de simptomes i minimitzar el risc
cardiovascular i d’accidentalitat. Els dos pilars basics son les mesures higienico-
dietetiques del son i la pressié continua positiva (CPAP) a la VAS.

Les opcions terapéutiques son:

a) Mesures higiéniques del son: permeten millorar la simptomatologia.
Aconseguir una bona higiene del son és molt important, ja que la causa més
frequent de somnoléncia excessiva és el mal habit de son per insuficiéncia o
irregularitat. Abstinéncia d’alcohol i de benzodiazepines i evitar el decubit

supi. Incorporar el capgal 30° pot ser util.

b) Dieta: la pérdua de pes en els pacients obesos pot ser curativa. Reduccions
del 10% del pes poden disminuir I'lAH i millorar la simptomatologia. En els

malalts amb obesitat morbida (IMC >40) es pot valorar la cirurgia bariatrica.

c) Altres tractaments conservadors:

- Tractar médicament de 'obstruccié nasal amb corticoides orals pot
millorar la SAHS i la tolerancia a la CPAP.
- Corregir I'hipotiroidisme: s’observa una reduccié de I'lAH després

del tractament substitutiu.

d) CPAP nasal: és el tractament d’eleccid de la SAHS." Corregeix els
fenomens obstructius, el ronc, les dessaturacions nocturnes i els
microdespertars secundaris a esdeveniments respiratoris, I'arquitectura del
son, la capacitat d’atencio, redueix el risc d’accidents de transit i normalitza
les xifres tensionals en un alt percentatge de pacients hipertensos. El
benefici de la CPAP es produeix en pacients amb simptomatologia i IAH =
30. Segons el Consens Nacional de SAHS," la CPAP esta indicada en
pacients amb IAH = 30 i IAH = 15 amb patologia cardiovascular associada i/o

hipersdmnia dilrna. Per ajustar la pressioé optima, es poden utilitzar diverses
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tecniques: mitjangant PSG completa que assegura la correccid dels
esdeveniments respiratoris i un sistema d’auto-CPAP validat i amb analisi
visual %. Els efectes secundaris apareixen la primera setmana de tractament
i els més freqlients son: congestié nasal, irritacié cutania, sequedat faringia
(millora amb la introduccié d’'un humidificador térmic), soroll, conjuntivitis,
epistaxi, insomni i aerofagia. L’Unica contraindicacid és la fistula de liquid
cefaloraquidi. La CPAP no és un tractament curatiu i obliga a que la seua
aplicacio sigui continuada. L’acceptacio del tractament és superior a un 70%
amb un compliment superior a les 5 hores per nit quan es realitza un
seguiment intensiu.?’ Es considera un bon compliment quan un pacient
utilitza la CPAP més de 4 hores al dia. Es recomanen revisions al primer
mes, cada tres mesos durant el primer any, cada sis mesos el segon any i
després de manera anual. En el cas d’augment o disminuci6 de pes
significatius (10%) o reaparici6 de simptomatologia relacionada amb la
SAHS, esta indicat un nou estudi de titulacido de CPAP.

e) Sistemes bipressio: alguns pacients que no toleren la CPAP es poden
beneficiar dels aparells de segona generacié com la pressio positiva continua
a dos nivells (BiPAP) en les VAS, que permet ajustar independentment la
pressio inspiratoria i espiratoria. El seu Us és molt controvertit i els estudis

fets fins ara no han demostrat clars avantatges sobre la CPAP.

f) Dispositius d’avan¢ mandibular (DAM): produeixen el desplagament de la
mandibula cap endavant per augmentar I'espai retrofaringi i evitar la caiguda
de la mandibula i la llengua cap endarrere. Estan indicats en el tractament
del ronc, de la SAHS lleu i moderada amb baix IMC i dessaturacions no
importants i en la sindrome de resisténcia augmentada de les VAS que no
toleren CPAP.

g) Tractaments quirurgics:

- Cirurgia nasal: en casos d’intolerancia a la CPAP nasal.

- Cirurgia palatofaringia: amb técnica quirurgica convencional, laser o
radiofreqiiéncia. Es util per al ronc en un 80-90% dels casos i en un 40-50% pel
que fa a la resolucio de les apnees.

- Cirurgia reductora de la base de la llengua: taxes d’éxit del 40% en
els pacients amb SAHS lleu i moderada.
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- Cirurgia multi nivell o en fases d’Stanford (maxil-lomandibular) : no
té una alta taxa d’éxits i es recomana en els pacients que no toleren la CPAP
nasal o bé la rebutgen d’entrada.

- Traqueotomia: molt excepcional.

2.1.7) Mecanismes fisiopatologics

Durant la SAHS, es produeixen canvis patologics tant al sistema respiratori
com al circulatori. Els canvis sén: graus variables d’hipoxémia / hipercapnia, reduccié
de la pressio intratoracica i activacid simpatica i cortical (figura 4). Aquests
esdeveniments indueixen mecanismes intermediaris que afavoreixen malalties
cardiovasculars, metaboliques i mort sobtada.

Les apnees - hipopnees, mitjangant els esfor¢os musculars realitzats o com
a consequencia dels episodis d’hipdxia - normoxia, produeixen un augment d’oxidases i
una disfuncié mitocondrial que impulsa un augment de radicals lliures i altres mediadors.
Aquests, activen els factors de transcripcié redox sensibles, que indueixen I'expressio
génica de mediadors inflamatoris i I'activacio de cél-lules endotelials, que contribueix a
laugment d’adhesié entre estes i els leucdcits, s’incrementa I'angiogénesi, i com a
consequéncia final donen lloc a la lesié vascular i al desenvolupament de la patologia
cardiovascular.??

Els principals mecanismes proposats per induir la lesié vascular de la SAHS
soén:

- Activacio simpatica

- Estrés oxidatiu

- Inflamacio sistémica

- Disfuncio endotelial

- Angiogénesi i aterogenesi
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Figura 4. Principals mecanismes fisiopatologics de la SAHS.
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2.1.7.1) Activacié simpatica

La hipoxia intermitent estimula l'activitat quimioreceptora, incrementant
lactivitat del sistema nerviés simpatic, que condueix a la vasoconstriccié i,
potencialment, a la hipertensio sistémica.

Els estudis realitzats en la SAHS han demostrat que I'activitat del sistema
nervios simpatic roman elevada després de I'eliminacio de la hipoxia i es postula que la
hipoxia intermitent desnivella I'activitat simpatica i augmenta la resposta a les
subsegiients hipoxies.?*?* L'elevada activitat del sistema nerviés simpatic regula la
produccidé d’angiotensina Il per estimulacié de la produccié de renina en el ronyd i,
també, desenvolupa l'activacié del muscul llis vascular i a la seua vasoconstriccio. Tots
dos mecanismes tenen com a conseqiiéncia 'augment de la pressié sistémica.?

S’ha observat que en els pacients amb SAHS, l'angiotensina Il esta
augmentada i desenvolupa una resposta constrictora que probablement sigui
responsable de la hipertensié secundaria observada en aproximadament el 50% dels
malalts amb SAHS.?® Moller i col-laboradors han observat que els pacients amb SAHS

mostren valors alts de la pressié sanguinia tant diirns com nocturns, i elevats nivells
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plasmatics d’angiotensina Il i aldosterona, que disminueixen amb la terapia amb
CPAP.#

Un altre possible mecanisme que doéna lloc a [lalteracié de la funcid
vasoconstrictora és I'endotelina | (ET-I). Es tracta d’'un neuropéptid vasoconstrictor que
es produeix per I'enzim conversor de I'endotelina des del péptid precursor. Diferents
estudis han demostrat que en pacients SAHS, I'ET-I no esta elevada en plasma, mentre
que si que ho esta el péeptid precursor, els nivells del qual son reduits pel tractament
amb CPAP.?

A més a més, els pacients amb SAHS presenten un augment dels nivells
plasmatics de catecolamines i tenen una resposta vascular a i B -adrenérgica

reduida.?®*

2.1.7.2) Estrés oxidatiu induit per radicals lliures

L’estrés oxidatiu es pot produir com a consequéncia d’'un increment de
'exposicié a oxidants o del descens de la proteccid contra aquests oxidants o bé
ambdds problemes alhora. De fet, es defineix I'estrés oxidatiu com un desequilibri entre
la produccio de radicals lliures d’'oxigen (RLO) i la proteccié antioxidant.

Les apnees recurrents indueixen hipoxia i normoxia repetides durant el son,
fet que produeix una gran quantitat ’RLO.? L’estrés oxidatiu que comporta un procés
d’ hipoxia - normoxia és la consequéncia del desequilibri entre 'augment de la produccié
d'RLO i la ineficacia dels sistemes antioxidants per neutralitzar-los. Els RLO donen lloc
al desenvolupament de I'estrés oxidatiu, el qual regula l'oxidacié de lipoproteines de
baixa densitat (LDL), la pérdua de viabilitat de I'0xid nitric i la resposta inflamatoria
vascular,? la qual cosa comporta una disfuncié endotelial.

El nombre de marcadors d’estrés oxidatiu i els seus nivells es relacionen
amb la severitat de la SAHS.*' Aixi, un estudi realitzat en pacients amb SAHS ha
observat augments en l'oxidacié d’LDL i peroxidacio lipidica, comparant amb subjectes
de control i que el tractament amb CPAP suprimeix els canvis en I'estat redox associats
amb la SAHS.*'

La hipoxia intermitent dona lloc a 'activacié de factors de transcripcié redox-
sensibles implicats en la SAHS com el factor nuclear kappa B (NF-xB) i el factor induible
d’hipoxia (HIF-I), que sén un mecanisme indirecte d’induccié de dany vascular per part
dels RLO.*
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2.1.7.3) Inflamacié sistémica

Els episodis repetitius de desoxigenacié i reoxigenacié indueixen la

produccio excessiva d’'RLO, citocines proinflamatories, cél-lules inflamatories circulants,

proteina C reactiva (PCR) i mol-lécules d’adhesié endotelial. Estos canvis promouen la

lesié endotelial generalitzada i afavoreixen el desenvolupament d’arteriosclerosi.®®

Els estudis de la inflamacié sistémica s’han centrat en I'analisi de:

Proteines reactants de fase aguda
Citocines

Mol-lécules d’adhesio solubles
Factors de transcripcid

a) Proteines reactants de fase aguda:

La PCR és una proteina de fase aguda sintetitzada pel fetge,
que augmenta en situacions d’inflamacié o d’infeccié aguda la
seua concentracio plasmatica fins a 1.000 voltes per damunt del
seu valor basal. Les concentracions sériques de la PCR es
relacionen amb factors vinculats al risc cardiovascular
(tabaquisme, edat, index de massa corporal, hipertensio arterial,
colesterolémia, homocisteinémia).** L’estudi realitzat per Yokoe
i col-laboradors, ha observat que en els pacients SAHS, els
nivells de PCR estan augmentats i disminueixen amb la
CPAP.* Posteriorment, un estudi clinic ha detectat que les
concentracions de PCR estaven significativament més
augmentades respecte al grup de control solament en els
pacients SAHS obesos.®* Aquests resultats indiquen que
l'obesitat pot ser el principal factor desencadenant de la
resposta inflamatoria i que és potenciada per la hipoxia
intermitent caracteristica dels pacients SAHS.

b) Citocines:

So6n un grup de péptids de baix pes mol-lecular, solubles,
glicosilades i produides per les cél-lules del sistema
hematopoétic. Les podem classificar en: interleucines (IL),
interferons (IFN), factors de necrosi tumoral (TNF), factors
d’estimulacié de colonies (CSF), proteines inflamatories de
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macrofags (MIP) i factors de creixement (GF). En el sistema
nervidos central, les citocines actuen modulant processos que
sén importants per a la SAHS com la son, la gana, el control
ventilatori i la termoregulacié. En un procés d’hipoxia, es troben
implicades citocines proinflamatéries com la TNF-a i la IL-I, que
indueixen la sintesi de la quimiocina IL-8 i regulen I'expressio de
mol-lécules d’adhesi6 que promouen interaccions entre
leucocits i cél'lules endotelials, fet que produeix un augment en
lalliberacié de citocines.®” Alguns estudis han demostrat que
lalteracid del patré circadia normal en la secreciéo d’algunes
citocines amb la seua excessiva produccio durant el dia, pot ser
un mecanisme important en el desenvolupament de la
somnoléncia ditrna i de la fatiga cronica que presenten els
pacients SAHS.*® Diverses investigacions han observat una
associacio entre I'index de massa corporal (IMC) i els nivells
circulants de TNF-a i IL-6, que també s’observa en la SAHS, i
han postulat un efecte independent de I'obesitat en la secrecio
d’estes citocines en estos malalts.* Els estudis experimentals
de Krueger i col-laboradors,*’ realitzats en conills, han observat
que els efectes de la IL-l sobre la son sén dosidependents i que

produeix un augment del son profund.

c) Mol-lécules d’adhesi6 solubles:
La resposta inflamatoria es caracteritza, en primer lloc, per una
dilatacié dels vasos per incrementar el flux sanguini. En segon
lloc, es produeixen una série de canvis estructurals a la
vasculatura que acaben amb la migracio dels leucocits a través
de I'endoteli. Els leucocits circulants son reclutats a les arees
d’'inflamacié per un procés que requereix la interaccié leucocit -
endoteli a través de les mol-lécules d’adhesi6. La fase inicial
esta regulada per les selectines.*' L’adheréncia dels neutrofils a
la superficie endotelial esta regulada per la interaccid entre
mol-lécules de la superfamilia de les immunoglobulines
expressades en la superficie de I'endoteli i les integrines B, als
neutrofils. La superfamilia de les immunoglobulines inclou
moltes mol-lécules i cal destacar-ne quatre que s’expressen en

la superficie de les cél-lules endotelials i que participen en
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'adhesio dels neutrofils com: les mol-lécules d’adhesio
intracel-lular (ICAM-1 i ICAM-2), la mol-lecula d’adhesio
plaqueta - cel-lula endotelial (PECAM-I) i la mol-lecula d’adhesio
a céllula vascular (VCAM). En els pacients SAHS, s’ha
observat una acumulacié de neutrofils en la VAS i un augment
dels nivells plasmatics de selectines i de TNF-a, que estan
relacionats amb les citocines i els RLO.** L’acumulacié de
neutrofils que té lloc al teixit com a conseqiéncia de I'hipoxia
intermitent esta condicionada per una série de canvis cel-lulars
que alteren les caracteristiques d’adheréncia dels neutrofils.
Entre estos canvis s’inclouen la produccié de citocines (IL-I,
TNF-a) per part de les cél-lules i 'augment de I'expressié de
mol-lécules d’adhesid, en I'endoteli, com la ICAM-1.** Durant la
hipoxia, es produeixen alteracions a lintercanvi idnic cel-lular,
cosa que comporta edema a I'endoteli. La lesié endotelial esta
produida per una disminucié en la produccié d’oxid nitric (NO),
que és un potent vasodilatador, fet que condiciona la contraccié
de les cél-lules endotelials. A més, també s’ha observat un
desequilibri entre la produccié de NO i del O, en I'endoteli. En
condicions normals, la producci6 de NO és suficient per
contrarestar la produccio d’O,, cosa que permet que el NO actue
de segrestador d’'RLO i minimitze les interaccions d’adhesio

entre els neutrdfils i la superficie de les cél-lules endotelials.*

d) Factors de transcripcié

L'NF-uB és un factor de transcripcié que regula I'expressio de
diferents gens implicats en la resposta inflamatoria, incloent
citocines, quimiocines, factors de creixement, mol-lecules
d’adhesié i algunes proteines. L'NF-uB juga un paper molt
important en les respostes cel-lulars a diferents tipus
d’agressions com, per exemple, davant dels RLO.* Estudis
clinics han demostrat que els pacients SAHS presenten nivells
plasmatics elevats de mediadors inflamatoris, incloent citocines
(TNF-a, IL-6, IL-8) i mol-lecules d’adhesié (ICAM-I, VCAM-I,
selectines). El fet que la SAHS estigui associada a una resposta
inflamatoria, en la qual molts mediadors regulats per NF-xB

estan alterats, fa pensar que l'activacié d’este factor nuclear
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pugui ser un dels mecanismes més importants en la patogénia
d’esta malaltia.*® Per tant, 'activacié del NF-uB t& un paper
fonamental tant en la inflamacié sisttmica com en el
desenvolupament de les malalties cardiovasculars associades a
la SAHS.

L’HIF-I és un factor de transcripcid que activa gens de proteines
que modulen la resposta adaptativa a la reduccid en la
biodisponibilitat d’oxigen. Participa en el metabolisme de la
glucosa i energetic, angiogénesi, reactivitat vascular i
remodelacid, proliferacid i en la supervivéncia cel-lular. Els
productes proteics identificats dels gens diana de [I'HIF-|
inclouen: el factor de creixement de I'endoteli vascular (VEGF),
el peéeptid natriurétic atrial, FET-I, enzims glicolitics, la
eritropoetina i la NO sintasa induible.*” L’HIF-I s’inactiva amb
laugment de les concentracions intracel-lulars d’'RLO. La
hipoxia indueix [lactivaci6 de [I'expressié génica d’HIF-I.
Actualment cap estudi clinic ha demostrat I'activacié directa de
’HIF-1 en pacients amb SAHS. Pero si que s’ha observat en els
pacients SAHS un augment dels nivells plasmatics del VEGF,
aixi com del péptid natriurétic atrial, de I'eritropoetina i del
precursor de 'ET-1.*

2.1.7.4) Disfunci6 endotelial

La SAHS pot desencadenar en una patologia vascular a causa de la disfuncié
endotelial, mitjangant diferents vies com la hipoxémia, la produccié d’'RLO i I'activacio
simpatica. La disfuncié endotelial déna lloc a vasoconstriccid, proliferacié de muscul llis
vascular, hipercoagulabilitat, trombosis i esdevenimsents cardiovasculars.** A més a
més, la SAHS també s’associa a obesitat, hipertensié i desregulacié metabdlica, que pot
contribuir als efectes adversos a I'endoteli.

El dany endotelial es produeix per una alteracié dels factors endotelials que sén
responsables del manteniment del to vascular, I'homedstasis i la prevencié de la
proliferacié de cel-lules anormals, incrementant la coagulacid, alterant el transit de
leucocits i 'exposicidé d’estructures subendotelials a diversos factors de creixement de la
sang. La vasoconstriccié resultant, la proliferaci6 del muscul llis vascular i la

hipercoagulabilitat poden desencadenar consequéncies cardiovasculars adverses
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associades a la SAHS com la hipertensid, la lesié arteriocoronaria i el dany
cerebrovascular.®® En pacients SAHS, el tractament amb CPAP ha demostrat una
millora en la funcié endotelial.’’ Investigacions recents,* realitzades en pacients amb
SAHS han demostrat un augment dels nivells circulants de cél-lules endotelials en estos
pacients comparant amb controls i també han observat una correlacié entre el nivell de
cél-lules endotelials circulants i una vasodilatacié anormal.

L’endoteli és una font de mediadors vasoactius. Un balang entre estos
mediadors, incloent factors vasoconstrictors com el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, ET-I i tromboxano A, (TxA) i factors vasodilatadors com el NO i la
prostaciclina (PGl,) modula el to vascular normal, I'homedstasi i la reparacio i el
creixement del dany vascular® Una alteracié en este balang pot canviar I'entorn
vascular, i l'arquitectura i les propietats tensils de la vasculatura, promovent
vasoconstriccié i impedint la vasodilatacié endotelial.

El TxA, és un potent agent vasoconstrictor i trombogénic. La seua vida mitjana
en mitjans aquosos és de trenta segons i es transforma de la forma no enzimatica al
metab0lit tromboxano B, (TxB,). El TxB, és un mitogen de les cél-lules de muscul llis i
un inductor de l'agregacié plaquetaria. En pacients SAHS s’ha observat un augment
dels nivells de TxB2, que es van restablir mitjangant el tractament amb CPAP. A més a
més, esta substancia vasoactiva pot jugar un paper fonamental en el desenvolupament
de la hipertensio i altres malalties cardiovasculars associades a la SAHS.%®

La PGIl, t¢ una potent activitat vasodilatadora, antiagregant plaquetaria i
relaxant de la musculatura llisa. La seua vida mitjana és molt curta, 3 minuts en mitjans
aquosos i es transforma en 6-keto-prostaglandina F.,, el metabdlit estable. Es
sintetitzada mitjangant la ciclooxigenasa per la via de I'acid araquidonic de I'endoteli
vascular. La PGl, protegeix contra la vasoconstriccidé i la remodelacio tissular en
resposta a diversos estimuls. En els pacients amb SAHS, els diferents estudis han
observat una disminucié dels nivells de PGl,, fet que pot explicar la vasoconstriccid
pulmonar, la proliferacié de les cél-lules de muscul llis i una major coagulacié en estos

malalts.>*
2.1.7.5) Angiogénesi i aterogénesi

La SAHS i 'angiogénesi tenen en comu I'estrés oxidatiu i la inflamacié implicats
en la disfuncié endotelial que finalment desemboca en malalties cardiovasculars.

L’aterosclerosi és un dany progressiu caracteritzat per 'acumulacié de lipids i
elements fibrosos en les artéries llargues. A causa de les diferéncies en el flux dinamic

de la sang, hi ha arees en la vasculatura més propenses a la formacié de la lesié6 com
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sén les ramificacions o les zones de bifurcacio.”® Els processos que caracteritzen la
formacié de I'aterosclerosi son tres:
- Proliferacié de cél-lules del muscul llis, macrofags i limfocits T.
- Formacio per part de les cél-lules del muscul llis del teixit connectiu en la matriu,
que inclou fibres elastiques, col-lagen i proteoglicans.

- Acumulacié de lipids i colesterol lliure i esterificat en la matriu, i cél-lules

associades.
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Figura 5. Esquema del procés arteriosclerotic.

En l'aterosclerosi, la inflamacio participa des de linici de la lesid fins a les
complicacions trombotiques, participant-hi també en la progressié de la placa.’® Una
vegada els monocits estan adherits a 'endoteli vascular, penetren la linia endotelial i
entren en la capa intima de la paret del vas per diapedesi entre les cél-lules endotelials.
Este procés requereix d’'un gradient quimioatraient com la proteina quimiotraient de
monocits (MCP-I) o les LDL modificades (LDL-0x). En la iniciacio de I'aterosclerosi tant
'NF-uB com [I'HIF-I juguen un paper molt important. L'NF-»B regula la transcripcio
d’enzims que modificaran les LDL i I'expressi6 de I'MCP-I. Les LDL modificades
activaran el factor de transcripcié HIF-1.>" En la capa intima dels vasos, els monocits
maduren a macrofags, els quals augmenten I'expressié de receptors i fagociten
lipoproteines modificades. Els ésters de colesterol acumulats en el citoplasma activen
els macrofags i donen lloc a les cellules escumoses. Erstes cel-lules sén
caracteristiques dels estadis primerencs de I'ateriosclerosi (figura 5).

Els macrofags produeixen factors de creixement i citocines que amplifiquen el
senyal proinflamatori. Els limfocits T també migren a la capa intima i produeixen

citocines proinflamatories que col-laboren en la formacio de la placa d’ateroma. La placa
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d’ateroma desenvolupa canals microvasculars amb funcid nutritiva com a resultat de la
neoangiogéenesi i promou el creixement de la placa d’ateroma. En la progressio de
'ateroma, la placa augmenta de grandaria i es projecta al lumen arterial, amb la qual
cosa impedeix el flux de sang.

Els mecanismes involucrats en el desenvolupament de les malalties associades

a la SAHS poden ser degudes a I'activacioé dels factors de transcripcié (NF-uB, HIF-I)
que promouen I'acumulacio leucocitaria i I'alteracié de mediadors vasoactius que poden

perjudicar la funcié de la cél-lula endotelial i promoure el procés aterosclerotic.”®

Taula 3. Possibles efectes fisiopatologics de la SAHS sobre el sistema cardiovascular.

Hipoxia intermitent

Disminucio de la despesa cardiaca

Augment de la demanda d’oxigen del
miocardi

Despertars transitoris

Activacié del sistema nervios simpatic
Increment de la post carrega del ventricle
esquerre

Negativitzacio de la pressio intratoracica
Elevacio de la pressio sanguinia

Augment de la freqiiéncia cardiaca

Isquémia miocardica nocturna

Edema pulmonar nocturn

Aritmies cardiaques

= Disminuci6 de I'aportacié d’oxigen al miocardi = Alteracions del sistema nervios autonom

Activacié del sistema nervios simpatic
Disminucioé de la variabilitat de la frequéncia
cardiaca

Deteriorament  del control  mitjangant
baroreflexos de la frequiencia cardiaca
Hipertensié arterial sistémica: nocturna i
ditrna

Efectes miocardics

Hipertrofia ventricular esquerra

Disfuncié i insuficiéncia ventricular esquerra
Disfuncio diastolica ventricular dreta
Augment de I'agregabilitat plaquetaria i de la
coagulabilitat

Increment del risc d’accidents cardiacs i

cerebrovasculars embolics i trombotics

Per tant, durant la SAHS, els canvis fisiopatologics que es produeixen, tant al
sistema respiratori com al cardiocirculatori, poden tindre importants conseqiéncies
sobre l'evolucié dels pacients. Els canvis en la pressié intratoracica, la hipoxia -
normoxia i els microdespertars transitoris sén els principals factors responsables dels
increments en la pressié arterial que es produeixen al final de cada apnea obstructiva,

que donen lloc a I'aparicié d’efectes cardiovasculars aguts i cronics (taula 3).%
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2.1.8) Alteracions metaboliques i malalties cardiovasculars

La SAHS afavoreix el desenvolupament d’alteracions metaboliques i malalties
cardiovasculars com HTA, insuficiencia cardiaca, aritmies, cardiopatia isquémica, ictus i

mort sobtada.

a) Alteracions metaboliques: en el desenvolupament de la malaltia
cardiovascular en la SAHS, també estan involucrades la resisténcia a
linsulina i les alteracions en el metabolisme dels lipids. En els pacients amb
SAHS severa, es registra un augment dels nivells plasmatics de les LDL-c,*
que es correlaciona amb I'lAH i disminueix després de 6 mesos en

tractament amb CPAP.%" Dorkova et al.%?

han observat que el tractament amb
CPAP més de 4 hores/dia durant 8 setmanes en pacients amb SAHS severa,
disminueix els nivells plasmatics de colesterol total, apolipoproteina B
(ApoB), de l'index de resisténcia insulinica (HOMA-IR), malondialdehid
(MDA) i del TNF-a i augmenta lactivitat de la peroxidasa del glutatio
eritrocitica (GPx) i redueix el risc cardiovascular. A I'estudi de Tamura et
al.%®, en pacients SAHS no obesos, es va realitzar la sobrecarrega oral de
glucosa i es va determinar que el 30% presentaven diabetis mellitus (DM) i el
30% intolerancia hidrocarbonada, relacionant-se amb 'lAH i amb el fet de ser
home. Un altre estudi que suggereix que la SAHS pot tindre un paper
patogenic en 'homeostasi lipidica i en la resisténcia insulinica, és el de Gozal
et al.,** que estudiaren pacients prepuberals obesos i no obesos amb SAHS
en els quals es realitzava 'amigdalectomia. S'observa que I'amigdalectomia
produeix una disminucié en les LDL-c i un augment en les lipoproteines d’alta
densitat (HDL-c) i ApoB. En els obesos, després del tractament, s’observa

una disminucié en els valors d’insulina.

b) Hipertensié arterial (HTA): la relaci6 entre SAHS i risc cardiovascular
comporta moltes dificultats a causa dels factors de confusié implicats en
ambdues entitats com obesitat, edat, génere, etc.; perd una de les
associacions més establertes és entre HTA i SAHS.%® La prevalenga d’HTA
en els pacients amb SAHS és del 40-60% i s’estima que un ter¢ dels
hipertensos tenen SAHS.®® La SAHS és considerada pel Joint National
Committee on the Detection and Management of Hypertension com la

primera causa identificable d’HTA i recomana descartar SAHS en aquells
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pacients amb HTA de diagnostic recent i resistent, especialment, en aquells
que tenen un comportament non-dipper (reduccié de menys del 10% de la
tensié arterial durant la nit).*” L’Sleep Heart Health Study®®®® és un estudi
realitzat amb 6.046 pacients i ha demostrat la relacio lineal entre HTA i la
gravetat de la SAHS; a més a més, ha observat que la preséncia de
somnoléncia dilirna augmentava I'associacié entre HTA i IAH. En la cohort

de Wiscosin™"

(1.522 pacients) es va estimar que el risc relatiu de
desenvolupar HTA en pacients amb IAH > 15/hora era de 2,9 i es va analitzar
la mortalitat als 18 anys de seguiment en els pacients amb SAHS en funcié
de la somnoléncia mesurada per I'escala d’Epworth, essent similar en els
malalts amb hipersdmnia i sense. Com a mecanismes patogénics mitjangant
els quals la SAHS produeix aquest efecte sobre 'HTA s’han postulat: hipoxia

t,”2 augment de l'activitat simpatica (comportament non-dipper)” i

intermiten
altres que encara estan per aclarir. Respecte a I'efecte de la CPAP sobre el
control de la HTA, les dos metanalisis més recentment publicades,”*" han
trobat una reduccié al voltant de 2 mmHg estadisticament significativa i la
disminucioé del risc de malaltia cardio i cerebrovascular, i de defuncié. Barbé i
col-laboradors han demostrat que la prescripcié de CPAP en pacients amb
SAHS sense ESD no redueix la incidéncia d’esdevinements

cardiovasculars.”

Insuficiéncia cardiaca (IC): Ila prevalenca d’IC en pacients SAHS és
superior al 10%. La fallida cardiaca és 2,38 voltes més comuna en les SAHS
lleu i moderada que en els pacients no SAHS.” Tots els estudis publicats
indiquen una millora significativa en la fraccié d’ejeccié del ventricle esquerre,
reduccio del nombre d’hospitalitzacions i augment de la supervivéncia en
pacients amb IC-SAHS que toleren i utilitzen la CPAP.”""®

Aritmies: la prevalenga de tot tipus d’aritmies, especialment de la fibril-lacié
auricular (FA), estd augmentada en pacients SAHS.®® El tractament amb
CPAP en malalts amb SAHS i FA revertida per cardioversio tenen una

reduccié en la probabilitat de recurréncia de I'FA.”

Cardiopatia isquémica (Cl): la SAHS és un factor de risc de patir malaltia
coronaria.’® Estudis poblacionals i amb base clinica han demostrat una

associacié independent entre el grau de la SAHS i la probabilitat de patir
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Cl.°® Este excés de risc respecte la poblacié sana es produeix sobretot en
persones menors de 50 anys i és independent de I'IMC. Altres autors com
Mooe et al.®" han demostrat que la SAHS no tractada empitjora el prondstic
dels pacients coronaris. La severitat de I'aterosclerosi coronaria es relaciona

amb I'index de dessaturacions nocturnes.®?

f) Ictus: la SAHS és un factor predisposant per presentar un accident
cerebrovascular (ACV). El risc de patir malaltia cerebrovascular és d’'1,6 a
4,3 superior en els pacients SAHS que en la resta de la poblacio.®®®
Sommers et al.* després de revisar la bibliografia publicada, han observat
un augment de la mortalitat i de nous ACV en pacients amb SAHS
coexistent. El tractament amb CPAP, a causa de la manca de compliment

propia d’estos malalts, no ha demostrat una millora en el pronostic.

g) Arteriosclerosi: 'associacié entre SAHS i arteriosclerosi cada vegada és
més ferma. Els fenomens d’hipoxémia i reoxigenacié estan implicats en
l'alteracié de mol-lécules d’adhesié responsables de la formacié de la placa
d’ateroma i de la vasoconstriccié vascular, com ET1, VCAM, ICAM i oxid

1.8 han estudiat els canvis a nivell cardiovascular

nitric (NO).%° Dermatteis et a
en un grup de ratolins sotmesos a hipoxia intermitent 8 hores diaries durant
35 dies i han observat: increment de la pressio arterial als 14 dies, augment
de les catecolamines i a nivell aortic i cardiac, una disminucié de PECAM-1,
que és un signe precog d’aterosclerosi. Els estudis de Cross et al.¥” han
demostrat que en els pacients amb SAHS i sense morbiditat cardiovascular,
perd amb majors dessaturacions, tenen disminuida la capacitat de dilatacié
vascular i que esta disminuciéo és directament proporcional a I' IAH i al
nombre de dessaturacions. Després de 6 setmanes de tractament amb
CPAP millorava la capacitat de vasodilataci6. Altres estudis analitzen els
graus d’inflamacio, estrés oxidatiu i disfuncié endotelial en la SAHS com a
mecanismes implicats en l'arteriosclerosi. Jelic et al.® han comparat les
cel-lules endotelials venoses d’un grup de pacients amb SAHS i de subjectes
sans; han observat una disminucié de les proteines reguladores de la
produccié d’oxid nitric (NO sintetasa) i un augment dels valors de
ciclooxigenasa 2 (mesura de la inflamacio) i de nitrotirosina (marcador
d’estrés oxidatiu) en les SAHS i un descens en els pacients amb CPAP. En

els pacients amb SAHS lliures de morbiditat cardiovascular, s’observa un
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augment de la produccié de leucotriens B4 (LTB4), que es correlaciona amb
la saturacié minima i mitjana, i amb el diametre luminal de la carotida; ® un
increment dels valors del receptor 1 per al TNF-a (marcador de
morbimortalitat cardiovascular).”® Ambdés augments es redueixen amb el
tractament amb CPAP. Els valors plasmatics de la PCR i del fragment
terminal del precursor del péptid natriurétic cerebral N-terminal (NTproBNP)

(marcador de disfuncié ventricular) estan incrementats en la SAHS greu.®

h) Arteriosclerosi subclinica: I'avaluacié del risc cardiovascular en els
pacients SAHS es basa en calculs sobre la preséncia de factors de risc
classics com I'edat, el sexe, el tabaquisme, la pressio arterial, els nivells de
colesterol i diabetis, sense oblidar que la SAHS és un factor de risc per se.
S’han desenvolupat molts indexs i taules per detectar les persones en risc,
perd la seua sensibilitat i especificitat sén baixes.? Per millorar la capacitat
de predir el risc global de desenvolupar una complicacié cardiovascular, han
sorgit nous métodes no invasius per la detecci6 de [larteriosclerosi
subclinica. Un d’estos métodes és la valoracié ecografica del GIMc.*® Es
tracta d’'un métode reproduible, que consisteix a realitzar una ecografia de
les artéries carotides per mesurar els canvis estructurals que es produeixen a
la paret dels vasos sanguinis a causa de larterioclerosis.** Els valors del
GIMc depenen de I'edat, del sexe i de la raga.” El GIMc augmenta amb el
nombre de factors de risc cardiovascular i s’associa de manera independent
amb el desenvolupament de malaltia cardiovascular.?® Aixi, per cada 0,1 mm
d’augment del GIMc, el risc d’infart agut de miocardi s’incrementa entre un
10-15% i el d’ictus entre un 10-13%.%°" Hi ha evidéncies que demostren que
la progressié del GIMc pot ser aturada per tractaments antiaterogénics com
les estatines o els hipotensors.”®® Els estudis realitzats en pacients amb
SAHS han demostrat que el GIMc esta augmentat respecte als controls i als
obesos, i es correlaciona amb la severitat de la SAHS i les dessaturacions
nocturnes i amb I'increment de marcadors inflamatoris com PCR, IL-6 i IL-
8.100101102 | 'ags0ciacio de SAHS i HTA té un efecte additiu i els estudis
realitzats per Drager et al. demostren que els pacients SAHS hipertensos sén
els que presenten més augment del GIMc respecte als SAHS, HTA i
controls.'® El tractament amb CPAP no modifica significativament el GIMc
respecte als pacients amb SAHS severa no tractats amb pressio continua en

els que s'observa augment d’aquest parametre'®.
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i) Mortalitat cardiovascular: la relaci6 causal entre SAHS i mortalitat
cardiovascular no esta del tot demostrada, pero els estudis poblacionals
publicats mostren una clara associacié. Young et al.” han observat que en els
pacients amb SAHS severa i en les décades centrals de la vida (30-60 anys)
del grup de la cohort de Wisconsin, la mortalitat per qualsevol causa
augmenta 2,7 vegades respecte als no SAHS (IAH < 5). Els malalts amb
SAHS lleu no presenten augment de la mortalitat. El grup de SAHS
moderada presentava un risc de mort major del 50% que els no SAHS, pero
la diferéncia no fou estadisticament significativa. Pel que fa a la mortalitat per
causa cardiovascular, en els pacients SAHS greu no tractats amb CPAP era
cinc vegades superior als no SAHS. L’excés de mortalitat esta relacionat
especialment amb la mort per ictus i infart de miocardi.'® Un estudi realitzat

per Gami et al.'®

posa en evidéncia un augment de mort sobtada en els
pacients SAHS durant les hores de son, fet que suposa un canvi respecte a

la poblacié general (6 hores del mati al migdia).

2.1.9) Altres morbimortalitats associades

a) Cancer: la relacio entre cancer i SAHS és molt recent i relativament
emergent. La hipoxia intermitent esta relacionada amb la produccié d’'una
série de mol-lécules implicades en la carcinogénesi.'” Com ja hem
comentat a I'apartat de mecanismes fisiopatologics, la hipdxia intermitent
que comporta la SAHS produeix un augment en l'activitat del factor de
transcripcié HIF-1 que activa la VEGF, i genera aixi un increment en la
neovascularitzacié i 'excessiva produccio dels RLO. L'HIF-I esta relacionat
amb la transcripcidé de gens que juguen un paper fonamental en la invasié
tumoral, ja que inhibeix I'apoptosi tumoral en melanomes i fibrosarcomes,
augmenta la produccid6 de metastasi i incrementa la resisténcia al
tractament quimioterapic.’® Recentment, un estudi realitzat en un model
animal que consistia a induir un melanoma en 15 ratolins mitjancant la
injeccié subcutania de cel-lules de melanoma, ha observat que, en aquells
ratolins en els quals estaven sotmesos a hipoxia intermitent, el volum de
creixement del tumor era major i més rapid i amb més metastasi que en els

ratolins sotmesos a normoxia.'® En humans, Nieto et al.'® han observat
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que en els pacients SAHS amb IAH > 30 durant un seguiment de 22 anys,
la mortalitat per cancer esta més augmentada que respecte al grup de
control i s'incrementa amb la dessaturacié nocturna.

b) Accidentabilitat: els accidents de transit son una causa important de
mortalitat en el mén occidental i entre 1-20% d’estos estan relacionats amb
la somnoléncia en conduir.”"" La SAHS augmenta I'excés de risc de patir un
accident de transit tant en conductors no professionals com professionals i
mostra una oportunitat relativa d'1,3 a 13 amb una mitjana de 3,1."*"" EI
tractament amb CPAP redueix el percentatge d’accidents als nivells de la
poblacio general.'™ Per tant, el tractament amb CPAP és cost—efectiu, ja
que s’ha realitzat una estimacié d’estalvi sobre 800.000 col-lisions degudes
a la SAHS, d'11 bilions de dolars i 980 vides anuals als Estats Units."”® La
valoracié del risc i de la capacitat per conduir dels pacients SAHS és molt
dificil per als metges, pero és imprescindible avisar cadascun dels pacients
de no conduir si estan somnolents. A I'Estat espanyol, la deteccio del
conductor de risc esta a carrec dels centres de reconeixement de
conductors, que es basa en I'annex IV del Reial decret 772/1997 que tipifica
la SAHS dintre del grup de trastorns respiratoris del son, i estableix que els
conductors amb SAHS no podran obtindre ni renovar el seu permis de
conduccié sense un informe previ d’'una Unitat del Son, i hi ha un periode
de vigencia de dos anys per a conductors professionals i d’'un any per als

professionals.'"®
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2.2) FAMILIA DE FABP

Les proteines d’'unié a acids grassos (FABP) constitueixen una familia de
proteines intracel-lulars de baix pes molecular (14-15kDa) amb gran afinitat per lligands
hidrofobics com acids grassos saturats i insaturats, eicosanoids i altres lipids.""” Estan
involucrades amb el transport intracel-lular d’acids grassos cap a enzims i diferents
compartiments cel-lulars, modulant el metabolisme lipidic intracel-lular i regulant
I'expressié génica.''® La familia FABP es compon de 9 membres, identificats fins a
l'actualitat, especifics de teixit (figura 6). Es caracteritzen perqué els gens que
codifiquen estes proteines deriven d’'un mateix gen."'® Podem trobar FABP al llarg de
totes les espécies, i demostrar una forta conservacio en 'evolucio.

L’estructura génica conservada en tots els membres de la familia consisteix en 4
exons separats per 3 introns i una caixa TATAbox en la regi6 de transcripcio.
L’estructura tridimensional de la proteina presenta caracteristiques molt similars en tots
els tipus de FABP, perd hi ha diferéncies identificades en la sequéncia d’aminoacids

(20-70%). Estan compostes per 10 lamines B antiparal-leles.'®

Figura 6. Estructures cristal-lines de les proteines FABP: a) FABP1 o hepatica; b)
FABP2 o intestinal; ¢) FABP3 o de cor; d) FABP4 o d’adipocit; e) FABP5 o epidérmica; f)
FABPG6 o ileal; g) FABP7 o de cervell; h) FABP8 o de mielina; i) FABP9 o de testicle.
Furuhashi M. et al. Nature Reviews 2008; 7:489-502.
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Les FABP faciliten activament el transport de lipids a compartiments especifics
de la cel'lula: a les lipid droplets per a I'emmagatzematge energeétic; cap al reticle
endoplasmatic per a reesterificaci6 i emmagatzematge; a la mitocondria o els

peroxisomes per a I'oxidacio; i al nucli per a la regulacié de I'expressio génica.
De les diverses FABP,'® especifiques de teixit, podem destacar:

- Liver FABP (FABP1) (L-FABP) és abundant en el citoplasma de I'hepatocit,
perd també s’expressa en altres teixits com en l'intesti, el pancrees, els ronyons,
els pulmons i 'estémac. Representa el 5% del total de proteines citosoliques de

la cél-lula hepatica.

- Intestinal FABP (FABP2) (I-FABP), s’expressa majoritariament en [l'epiteli
intestinal, abundant en la secci6 distal, on podria interferir en la captacié d’acids
grassos provinents de la dieta cap a la circulacié sanguinia.

- Heart FABP (FABP3) (H-FABP), s’expressa en diversos teixits com el cor, el
muscul esquelétic, el cervell, els ronyons, els pulmons, I'estdmac, els testicles,
I'artéria aorta, la glandula suprarenal i mamaria, la placenta, els ovaris i el teixit
adipés marré. Es essencial per a la R-oxidacié en els cardiomidcits i modula la

captacié d’acids grassos a nivell musculoesquelétic.

- Adipocyte FABP (FABP4) (A-FABP o aP2), s’expressa en adipocits, macrofags
i cel'lules dendritiques. Representa al voltant del 6% del total de proteines
citosoliques dels adipocits madurs. La seua funcié principal, com es presentara
detalladament en I'apartat segient, és el transport d’acids grassos de cadena
llarga a altres compartiments subcel-lulars per al metabolisme, o per a la
secreci6é cel-lular després de la lipolisi. Actualment, hi ha un increment de les
evidéncies del paper predictiu de la FABP4 circulant en la sindrome metabolica i
el risc cardiometabolic.

- Epidermal FABP (FABP5) (E-FABP), s’expressa principalment en les cél-lules
epidérmiques de la pell. Tot i aixi, també és present en altres teixits com la
llengua, els adipocits, els macrofags, la cél-lula dendritica, la glandula mamaria,
el cervell, l'intesti, els ronyons, el fetge, els testicles, la retina i la melsa.
Comparteix un 52% d’homologia d’aminoacids amb la FABP4 i presenta la
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mateixa afinitat i selectivitat per als lligands com els acids grassos. Evidéncies
dels darrers anys en experimentacid animal suggereixen que la FABPS
plasmatica també juga un paper destacat en les alteracions metaboliques i

resisténcia a la insulina.

- lleal FABP (FABP®6) (I-FABP), és present en l'illeum (part distal de I'intesti prim),
l'ovari, la glandula suprarenal i 'estémac. Presenta una afinitat molt alta per als

acids biliars.

- Brain FABP (FABP7) (B-FABP), és present en el cervell, la cél-lula glial, la
retina i la glandula mamaria. En condicions patologiques, B-FABP és

sobreexpressada en pacients amb la sindrome de Down i I'esquizofrenia.

- Myelin FABP (FABP8) (M-FABP), s’expressa en el sistema nervids periferic i la
cél-lula de Schwann. Es una de les proteines més abundants en la mielina del
sistema nervids periféric. La seva funcié coneguda és transportar principalment
fosfolipids per a la produccié i el manteniment de la mielina (70% composta de
lipids).

- Testis FABP (FABP9) (T-FABP), es presenta en el teixit dels testicles, en les

glandules salivals i en les mamaries.

2.2.1) ADIPOCYTE FATTY ACID-BINDING PROTEIN (FABP4)

La FABP4, A-FABP, ALBP (adipocyte lipid binding protein) o aP2, és una
proteina intracel-lular transportadora de lipids i va ser per primera vegada descrita en el
teixit adip6s.'' La FABP4 s'expressa en els adipocits madurs, teixit adipds, macrofags,
cel-lules dendritiques, cél-lules endotelials, glandula mamaria, epiteli bronquial, muscul
estriat i placa d’ateroma, i constitueix aproximadament 1% de totes les proteines
solubles en el teixit adipos.'?

Esta formada per 132 aminoacids i el gen que la codifica es localitza en el
cromosoma 8, a la posicié 8q21.3-q22.1 i consta d’una regié promotora a 5,4kb de l'inici
de la transcripci6 (Gen Bank accession number J02874)."” Els 132 aminoacids

s’organitzen en 10 tires B i 2 hélixs en I'estructura secundaria. La regi6 compresa entre



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AVALUACIO DE LA RELACIO ENTRE FABP4, FABP5 I EL RISC CARDIOVASCULAR EN PACIENTS AMB LA

SINDROME D'APNEA-HIPOPNEA DURAN EL SON (SAHS) z
Raquel Catala Pérez 2. INTRODUCCIO

DAPOS It Legal s T T B g 3 s

les posicions 127-129 és el lloc d'interaccié amb I'acid gras. ®* A la regié compresa
entre els residus 22 i 32 es localitza la nuclear localization signal (NLS), indicada per
possibilitar la translocacié al nucli.'® A la posicié 20, es troba un residu susceptible de
ser fosforilat per tirosina-cinasa. | a la posicié 23, s’ha descrit una variant geneética que
produeix un canvi d’aminoacid, de glutamat a aspartat, que s’ha relacionat amb la

preséncia de cancer de mama i el colo-rectal.'®

2.2.1.1) Funcié

La funcié de la FABP4 in vivo no esta totalment caracteritzada. La seua funcio
principal sembla que és com a xaperona citoplasmatica de cadena llarga d'acids
grassos, la qual els transporta a altres compartiments subcel-lulars per al metabolisme,
o per a la secrecio cel-lular després de la lipolisi."*” La FABP4 també pot ser translocada
al nucli per regular la funcié de determinats factors de transcripcié com PPARYy.

Els mecanismes d’accio de la FABP4 en el metabolisme i la inflamacio, la
biologia definitiva i la funcié de la FABP4 en la fisiologia humana segueixen sent poc
clares. S’han realitzat diversos treballs amb models de ratolins genoanul-lats per a la
FABP4 i mostren que esta deficiencia sembla que té efecte en la sensibilitat a la
insulina, el metabolisme lipidic i la lipolisi.'”®® Per tant, la deficiéncia de la FABP4
protegeix contra la hiperinsulinémia, la resisténcia a la insulina i la diabetis tipus 2
induida per l'obesitat. En els ratolins genoanul-lats FABP4, s’ha demostrat que
redueixen un 40% la lipdlisi basal in vivo i augmenten la secrecié d’acids grassos 2 o0 3
vegades més in vivo, suggerint un increment d’acids grassos en plasma.'”® Es a dir, la
FABP4 podria mediar I'eflux d’acids grassos i tindre un paper fisioldgic en la regulacio
de la lipdlisi adipocitaria.

La FABP4 influencia la velocitat de lipolisi de I'adipocit. La lipolisi en I'adipocit es
déna per la interaccié de la FABP4 amb la HSL, formant complexos 1:1."% L’activacio
d’HSL, mitjancant la FABP4, depén de les propietats de la FABP4 en unir-se als acids
grassos. En absencia dels acids grassos, la formacio del complex FABP4 i la HSL no
esta demostrada.

Amb la finalitat d’avaluar si la deficiencia de la FABP4 podia tindre
consequencies en el macrofag, que pogués interferir en el desenvolupament de
I'arteriosclerosi, es varen aillar macrofags de ratolins doble genoanul-lats per FABP4 i
apoE (model muri establert d’arteriosclerosi).”® En estes cél-lules, es va observar una
reduccio de les citocines proinflamatories, com TNF-a, IL13, MCP-1 i IL6, i una reduccid
en I'acumulacio de colesterol esterificat en el seu interior quan es van exposar a LDL

modificades. En models animals, estes modificacions sén acompanyades d’una
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disminucioé en la mida de les lesions aterosclerodtiques i un retard en el desenvolupament
de les plaques aterosclerdtiques.’"'*? Estos resultats suggereixen que I'expressié de la
FABP4 pot tindre un paper important en la formacié de la cél-lula escumosa i en el
desenvolupament de [Iaterosclerosi a través de mecanismes potencialment
independents dels seus efectes metabolics.

Recentment, s’ha sintetitzat un potent inhibidor de la FABP4, el BMS309403, el
qual desenvolupa una inhibicié competitiva de la uni6 de I'acid gras en la cavitat interna
de la FABP4."” In vitro, s’ha observat una reduccié de la formacié de cél-lules
escumoses demostrat per la disminucié del 40% de I'acumulacio intracel-lular d’ésters
de colesterol. En models animals, el tractament amb l'inhibidor redueix I'expressio de
citocines inflamatories en macrofags i en adipodcits, s’observa una reduccié de la
captacié de greix. Models animals amb obesitat induida genéticament o per dieta,
tractats amb l'inhibidor, presenten una disminucié en els nivells de glucosa, insulina i
triglicérids, un augment d’adiponectina i una elevada concentracio d’acids grassos lliures

(figura 7).

2.2.1.2) Expressio i regulacio

L’expressié de la FABP4 és potenciada durant la diferenciacié adipocitaria i és
regulada a nivell transcripcional.”® Estudis recents in vitro demostren la regulacié
positiva de I'expressio de la FABP4 per als acids grassos, PPARY i insulina, com també
per als agonistes de PPARy com sén les tiazolidinadiones (TZD)."*® Estudis realitzats a
'URLA van demostrar que el tractament amb TZD indueix la diferenciacié adipocitaria in
vitro associada a lincrement de l'expressi6 d'mRNA de Ila FABP4 i de nivells de
proteina cel-lular al medi de cultiu."® La interaccio dels acids grassos amb FABP4 és
essencial per a la translocacié cap al nucli, on el complex és capag¢ d’interaccionar amb
PPARY i activar-lo.™’

La FABP4 també s’expressa en macrofags i és capag de regular les mateixes
funcions bioldogiques que en els adipocits: acumulacié de lipids, secrecié de citocines i
expressié d’un gran nombre de gens involucrats amb el metabolisme lipidic i la

inflamacio.'*®
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Figura 7. FABP4 unida amb un acid gras o un inhibidor de molécula petita. a) FABP4 humana s'uneix a un
acid gras endogen com I'acid palmitic. b) FABP4 humana cristal-litzada en un complex amb BMS309403, un
inhibidor sintetic FABP4. Furuhashi M., Tuncman G., Gorgun C. Z. et al. Nature 2007; 447:959-965.

L’augment de l'activitat de PPARy en deficiencia de la FABP4 en macrofags esta
acompanyat també per un increment en la via d’eflux del colesterol.””” Les proteines
procedents de l'eflux de colesterol en deficiencia de la FABP4 sén estimulades i el
colesterol és secretat. En paral-lel, hi ha una reduccié de l'activitat de NFkB, que
suprimeix les funcions proinflamatories. En canvi, la sobreexpressié de la FABP4
provoca I'acumulacié d’ésters de colesterol. Per tant, estos resultats suggereixen que
'expressio de la FABP4 té un paper important en la formacioé de la cél-lula escumosa i
en la inflamacié del procés aterosclerotic.”®

La presencia de la FABP4 plasmatica ha estat confirmada en diferents estudis i
la seua concentracioé en circulacié és comparable a la majoria d’adipocines. Tot i que la
FABP4, tradicionalment, ha estat descrita com a proteina citosolica, esta proteina pot
ser secretada pels adipocits. Tal com han demostrat Xu i col-laboradors en estudis per
espectrometria de masses, la FABP4 és alliberada al medi procedent d’adipocits 3T3-
L1." Aixi doncs, FABP4 es troba circulant en el plasma i, en els darrers anys, molts
esforgos s'han centrat en el descobriment de la seva funcié. Actualment, no es coneixen
les vies de secrecid de la proteina al medi extracel-lular. A més, la seua funcio
fisioldgica en circulacid és desconeguda. Els recents estudis han demostrat que la
FABP4 té un paper predictiu en la sindrome metabdlica, la DM tipus 2 i el risc

1

cardiovasular.”" Les evidéncies cientifiques han demostrat que les concentracions

plasmatiques de la FABP4 estan directament relacionades amb la distribuci6 del greix
corporal i es troben augmentades en pacients amb obesitat, sindrome metabolica,'*

144

diabetis tipus 2,214 hiperlipémia familiar combinada'* o en lipodistrofia en pacients




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AVALUACIO DE LA RELACIO ENTRE FABP4, FABP5 I EL RISC CARDIOVASCULAR EN PACIENTS AMB LA
SINDROME D'APNEA-HIPOPNEA DURAN EL SON (SAHS)

Raquel catala RAQUEL CATALA PEREZ
DAPOSLE LegaL & I LGB L3

VIH.™® Alguns estudis mostren una correlacié de la FABP4 i la resisténcia a la insulina, i
s'ha postulat com a predictor d’alteracié de la regulacié metabolica.”®'* Els nivells de la
FABP4 plasmatica també s'han associat amb la preséncia de malaltia cardiovascular.'®
Hi ha troballes indirectes que la FABP4 circulant podria intervenir en la dislipeémia
aterogena i contribuir amb la inflamacié sistemica, ja que correlaciona positivament amb
la PCR.™" A més, també s’ha associat a marcadors d’arteriosclerosi subclinica com la
mesura del GIMc'™® i el volum de placa d'ateroma, mesurat per ecografia
intravascular.'*®

Els nivells circulants de la FABP4 mostren un dimorfisme sexual, amb nivells
més augmentats en dones.’ Esta diferéncia en el génere podria ser deguda a que el
percentatge de greix en dones és superior en el teixit adipds subcutani (SAT) i, en canvi,
en els homes es troba augmentat en el teixit adipds visceral (VAT). Diversos estudis
mostren que I'expressié de la FABP4 és superior en el SAT que en el VAT."""22 | g
perdua de pes i la intervencié en I'estil de vida promouen la reduccié plasmatica de la
FABP4, i mostren un lligand d’esta proteina amb parametres d’adipositat.’*" %2

Els nivells plasmatics de la FABP4 poden variar en funcié de les intervencions
farmacologiques. En un estudi longitudinal amb pacients dislipémics, es va valorar el
tractament amb atorvastatina durant tres mesos. Els resultats varen ser la disminucié de
la FABP4 plasmatica independentment dels canvis en els nivells de colesterol.'> Pero,
estudis posteriors de TURLA™® no mostren cap efecte del tractament amb estatines en
els nivells de la FABP4 circulant; en canvi, s'observa un augment de la concentracio
plasmatica en els pacients tractats amb TZD. Estos resultats donen suport als estudis in
vitro i podrien explicar el fet que el tractament amb TZD a través de la induccié de
lactivitat de PPARYy indueix la diferenciacié adipocitaria i I'acumulacié de greix
intracel-lular.”®® Tanmateix, un estudi recent mostra limpacte directe de la FABP4
circulant en la disminucié de la contractibilitat de les cél-lules musculars del miocardi,”*
la qual suggereix que la FABP4 en plasma podria tindre un efecte directe en algunes
cel-lules i els teixits periférics.

Tot i que, inicialment, la FABP4 es va descobrir en I'adipocit, també s’ha detectat

en macrofags, a plasma i en altres localitzacions com:

a) Plaques d’ateroma: tant humanes com murines expressen nivells elevats de
la FABP4."*

b) Cél-lules dendritiques: amb l'activacié de la via de l'inhibidor de la cinasa

nuclear kappa B."*
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c) Cél-lules endotelials: la FABP4 esta implicada en la disfuncié endotelial
mitjangant diversos mecanismes com la regulacié del factor de creixement de
I'endoteli vascular (VEGF) i amb la induccié d’este factor davant de la hipdxia

intermitent en célul-les endotelials adrtiques humanes. '

d) Céel-lules epitelials bronquials: Shum i col-laboradors van observar que
I'expressio d’aP2 en les cél-lules depiteli bronquial regula la resposta
inflamatoria al-lergica de les vies respiratories donada per les citocines
produides per limfocits Th2, per efecte de la induccié d’IL-4 i IL-3 en 'asma i
han posat de manifest que I'absencia de la FABP4 en ratolins protegeix de

I'asma.'™’

e) Pulmé: s’ha detectat la FABP4 en les cél-lules procedents de rentats
broncoalveolars de pacients amb displasia broncopulmonar'® i sarcoidosi, '

que suggereix la seva implicacio en la patogénesi d’estes malalties.

f) Ovari: s’associa a la sindrome de l'ovari poliquistic, que freqlientment
coexisteix amb la resisténcia a la insulina i s’expressa en les ceél-lules

granuloses dels fol-licles atrésics antrals.'®

g) Melsa i cél-lules T: augment de I'expressio de la FABP4 en limfocits murins

en resposta al tractament amb dexametasona.’®’

h) Tumors: la FABP4 es detecta en tumors com el lipoblastoma i

liposarcoma,'®? i en carcinomes urotelials.'®
2.2.1.3) Alteracions metaboliques associades
La FABP4 s’ha postulat com un bon biomarcador d’alteracions metaboliques
com: I'obesitat, la sindrome metabdlica, la resisténcia a la insulina, la diabetis mellitus
tipus 2 i la malaltia cardiovascular.
a) Obesitat i sindrome metabolica: com hem comentat a I'apartat anterior, la

funcié de la FABP4 circulant no esta totalment caracteritzada, perd els

estudis publicats fins al moment actual suggereixen un estret vincle amb
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I'adipositat i la distribucié de greix corporal. Els nivells circulants de la FABP4
estan significativament més elevats en preséncia de sobrepés o obesitat
respecte al normopés,’® i s’associen de manera positiva i independent de
'edat i el génere, amb els marcadors tradicionals per a la valoracié de
I'adipositat: index de massa corporal (IMC), index cintura/maluc (waist-to-hip

ratio, WHR), perimetre de cintura i percentatge de greix corporal.”® Els

|165 166

estudis prospectius d’intervencié en poblacions infanti i adulta™ amb

obesitat han valorat I'efecte del canvi en el pes corporal en relaci6 amb els
nivells de la FABP4 circulant i han observat que actuen sobre la dieta,®*"%
l'activitat fisica’® o, en el cas de I'obesitat morbida,’® la cirurgia bariatrica,
produeix una disminucié de la FABP4 circulant. L’'obesitat abdominal és una
de les alteracions metabodliques que caracteritza la sindrome metabdlica
(SM)."® | 'SM és considerada com el principal factor de risc del
desenvolupament de DM2 i malaltia cardiovascular per I'Organitzacio
Mundial de la Salut," la National Cholesterol Education Program-Adult
Treatment Panel Il (NCEP-ATP 1) i la International Diabetes
Federation.'”" El criteri diagnostic de 'SM consisteix a presentar tres o més
dels components segons 'ATPIIl. Els components de I'SM soén: 1) obesitat
abdominal, definida com perimetre abdominal = 102 cm en homes i = 88 cm
en dones; 2) nivells de triglicerids = 150 mg/dl (> 1,7mmol/l); 3) colesterol
HDL < 40 mg/dl (<1,03 mmol/l) en homes i < 50 mg/dl (< 1,29 mmol/l) en
dones; 4) hiperglucémia, nivells de glucosa = 110 i < 126 mg/dl; 5)
hipertensié arterial, pressié arterial = 130/85 mmHg. L’associacié entre els
nivells de la FABP4 circulant i 'SM ha sigut demostrada per Xu i
col-laboradors que van trobar que els nivells de la FABP4 augmentaven amb
el nombre de components de I'SM, tant en homes com en dones, en una
poblacié d’individus no diabeétics.'*® El perfil lipidic de I'SM i la DM2 es
caracteritza per nivells alts de triglicérids i baixos de col-HDL i és conegut
com a dislipémia aterogena.'”? Cabré i col-laboradors'* han observat que en
diabétics tipus 2, els nivells circulants elevats de la FABP4 es van associar
positivament amb els nivells de triglicérids, i inversament amb el col-HDL i
I'apolipoproteina A1 (apoA1), independentment de I'obesitat i la resisténcia a
la insulina. El valor predictiu dels nivells basals de la FABP4 sobre el
desenvolupament de I'SM va ser avaluat en un estudi longitudinal a 5 anys
en poblacié no diabética i sense tractament farmacoldgic hipolipemiant,

0

realitzat per Xu i col-laboradors,' i van observar que les concentracions

basals de la FABP4 van ser significativament més altes en els individus que
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van presentar progressio d’'SM als 5 anys, independentment de I'adipositat i
la resisténcia a la insulina. El fet de presentar nivells elevats de la FABP4

contribueix al desenvolupament d’'SM en I'esteatosi hepatica no alcohdlica.'”

Disfuncié endotelial i resposta inflamatoria: a 'apartat 2.1.7.4 d’esta tesi
es fa referéncia a la disfuncid endotelial i cal recordar que és un
esdeveniment clau en el desenvolupament de l'arteriosclerosi. La valoracio
clinica del grau de disfuncié endotelial en els individus no és una practica
habitual. En un estudi recent realitzat per Aragonés i col-laboradors' han
valorat la relacié dels nivells circulants de la FABP4 amb la disfuncio
endotelial determinada per tonometria arterial periférica (PAT) en una
poblaci6 amb DM2 i han observat que els nivells elevats de la FABP4
s’associen independentment amb un empitjorament de la funcié endotelial
d’estos pacients. A nivell in vitro, les cél-lules de I'endoteli presenten
augments en I'expressid genica i proteina de la FABP4 per efecte de la

hipoxia intermitent.®®

La FABP4 correlaciona positivament amb els
marcadors d'inflamacié, principalment amb la PCR'" que ha suggerit la

contribucié de la FABP4 circulant en la inflamacio sistémica.

Resisténcia a la insulina i diabetis tipus 2: la resisténcia a la insulina
constitueix un important factor de risc de malaltia cardiovascular i mort
prematura. L’obesitat és una de les principals causes de la resisténcia a la
insulina.” Pero, la resisténcia a la insulina no es manifesta en totes les
persones obeses, ja que el factor genétic és determinant en el seu
desenvolupament. Els diferents models animals han permés estudiar I'efecte
de la FABP4 en relaci6 amb la resisténcia a la insulina. El primer model
animal deficient en FABP va ser aP2”." En estos ratolins quan es
provocava una situacié d’estrés com l'obesitat induida per la dieta o per
modificacions genétiques,'’” s’evidenciava que estos animals estan protegits
davant la resistéencia a la insulina, ja que presentaven reduccid en la
hiperinsulinémia i la glicémia. També es produien millores en el metabolisme
lipidic en forma de disminucions en els nivells de colesterol i triglicérids. Es a
dir, la FABP4 podria estar actuant com a nexe en la interaccié que s’estableix
entre el macrofag i I'adipocit, i en la convergéncia dels metabolismes lipidic i
glucidic.”™® Els nivells sérics de la FABP4 s’han correlacionat positivament

amb els nivells de glucosa, insulina i indexs de resisténcia a la insulina, com
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'THOMA-IR"'? i hegativament amb indexs de sensibilitat a la insulina, com
el Quantitative insulin sensitivity check index."® En lestudi de Xu i
col-laboradors, ' realitzat en poblacié no diabética, els nivells circulants de la
FABP4 es van associar positivament amb les concentracions de glucosa
postprandial i insulina en deju. En un estudi prospectiu a 10 anys realitzat en
no diabetics, es va observar que el fet de presentar nivells elevats de la
FABP4 a linici de I'estudi constituia un predictor de desenvolupament de
DM2, independentment de I'obesitat, la resisténcia a la insulina i els indexs
glicémics."”® Els individus amb alteracions en el metabolisme de la glucosa o
amb DM2 presenten nivells circulants de la FABP4 més elevats que individus
control sans.”® En la sindrome de l'ovari poliquistic (PCOS), la preséncia
d’obesitat i resisténcia a la insulina és molt prevalent; per tant, estes dones
tenen un risc augmentat en el desenvolupament de DM2 i malaltia
cardiovascular.' En un estudi prospectiu de canvis en l'estil de vida en
poblacié PCOS obesa, els canvis en els nivells de la FABP4 es van associar
amb canvis en marcadors d’obesitat, perd no de resisténcia a la insulina.'”®
Els pacients amb DM2 poden desenvolupar nefropatia diabética. En I'estudi
realitzat per Cabré i col-laboradors,'* els nivells elevats de la FABP4 es van
correlacionar amb nivells elevats de creatinina en plasma i velocitat de filtrat
glomerular disminuida. Un altre estudi va posar de manifest que els nivells de
la FABP4 s’associaven amb els graus de severitat de la nefropatia.”® Es a
dir, la determinacié dels nivells de la FABP4 es pot suggerir com un

marcador de nefropatia diabética en DM2.

d) Malaltia cardiovascular: la FABP4 s’ha detectat en les plaques d’ateroma
murines i humanes." Tant 'SM com la DM2 es consideren factors de risc
per a l'aterosclerosi i el desenvolupament de malaltia cardiovascular. |, en
ambdues situacions, com hem esmentat en els apartats anteriors, els nivells
circulants de la FABP4 es troben augmentats. En un estudi en poblacio
asiatica amb risc cardiovascular, es va avaluar la relacio entre els nivells de
la FABP4 circulants i el GIMc,"* i es va observar que els nivells circulants de
la FABP4 es van associar positivament amb el GIMc en ambdds géneres;
perd, unicament en les dones, els nivells eren significativament més alts en
aquelles que presentaven plaques d’ateroma. En malaltia arterial coronaria,
els nivells de la FABP4 estan elevats i es correlacionen directament amb el
nombre d’artéries coronaries estendtiques.'®'® En el treball de Miyoshi i

col-laboradors, els nivells de la FABP4 circulants es van associar de manera
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independent amb la preséncia d’ateroma a nivell coronari determinada per

ecografia intravascular.'®

2.2.1.4) FABP4i SAHS

Atés que la SAHS és un factor de risc de malaltia cardiovascular i que els
nivells elevats de la FABP4 circulant s’associen a la preséncia d’obesitat, resisténcia a
la insulina i malaltia cardiovascular, en els darrers anys s’han desenvolupat diversos
estudis amb la finalitat de demostrar I'associacio entre els nivells de la FABP4 i la
SAHS.

Lam i col-laboradors'®' han observat un augment dels nivells plasmatics de la
FABP4 en la SAHS que es correlacionaven amb I'lAH, la SaO, minima, el temps del
son per sota del 90% de saturacié d’oxigen (CT90), els nivells d’insulina, 'THOMA-IR i els
nivells plasmatics de triglicérids, independentment de I'obesitat. Per tant, segons les
evidéncies d’este estudi, els nivells de la FABP4 s6n marcadors de severitat en la
SAHS.

82 et al. no han observat

Posteriorment, altres estudis com el d’Acioglu
diferéncies estadisticament significatives entre pacients SAHS i no SAHS respecte als
nivells de leptina i FABP4, i es van correlacionar amb I'lMC i no amb I'l|AH.

La SAHS i la FABP4 s’associen amb un major risc de sindrome metabolica en
nens i adults. Un estudi recentment publicat que compara nens de 5 a 8 anys SAHS i no
SAHS, i els subdivideix en obesos i no obesos, ha demostrat que els nivells circulants
de la FABP4 sén més elevats en els nens SAHS obesos que en els no SAHS obesos.
Es a dir, 'associacié de SAHS i obesitat és un clar promotor del risc cardiometabolic en
esta poblacid.'®

Altres estudis com el de Balc i col-laboradors'®* han trobat que 'augment dels
nivells de la FABP4 es correlaciona amb la gravetat de la SAHS i amb I'index de massa
ventricular esquerre i I'index de funcié miocardiac. Esta evidéncia podria suggerir que la
FABP4 en els pacients SAHS és un marcador de la disfuncié del ventricle esquerre en
estos pacients.

Respecte al tractament amb CPAP, Sovova et al.”®® han observat que en
pacients amb SAHS greu i un alt CT90 i amb factors de risc cardiovascular, el
tractament amb CPAP disminueix els nivells de la FABP4 al mes i a l'any.

Per tant, davant les evidéncies cientifiques esmentades, resulta d’interés el
plantejament de la intervenci6 sobre els nivells circulants de la FABP4 en els pacients
SAHS com a diana terapéutica per a la prevencio i el tractament de les malalties de

base metabdlica associades a ambdues entitats.
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2.2.2) EPIDERMAL FATTY ACID-BINDING PROTEIN (FABP5 O E-FABP)

La FABPS5, també coneguda com a E-FABP, mal1 o KLBP, és una proteina
citoplasmatica formada per 135 aminoacids que uneix acids grassos i participa com la
FABP4 en el seu transport i metabolisme intracel-lular. L'E-FABP és especifica de les
cel-lules epidérmiques de la pell i altament expressada en la pell dels malalts amb
psoriasi.'® El gen que la codifica es localitza en el cromosoma 8, a la posicié
8qg21.13."%

La relacié entre FABP4 i FABP5 és molt estreta, i estudis cromosomics han
determinat que la FABP4 i la FABP5, conjuntament amb la FABP8, formen part d’'un
cluster genétic."** Estes dues proteines, FABP4 i FABP5, tenen un 52% dels seus
aminoacids en comu i aixd permet que s’uneixin als acids grassos amb similar
selectivitat i afinitat.”®
La funcié de la FABP5 no és del tot coneguda. La FABP5 també s’expressa en

els adipocits,'®

perd constitueix una fraccio menor que la FABP4, sent la quantitat
aproximadament 100 vegades més petita que la de la FABP4 en el teixit adipds.'®
L’expressié de la FABP4 és més elevada al teixit adipds subcutani, mentre que al teixit
adipds visceral 'expressié majoritaria és la de la FABP5."?' Ambdues xaperones també
s’expressen en els macrofags i en les céllules dendritiques.”™® En un estat de
deficiencia de la FABP4, l'expressio de la FABP5 exhibeix un fort increment
compensatori en el teixit adipds, perd no en els macrofags o en les cél-lules
dendritiques.”*"*® Diversos estudis han demostrat que tant la FABP4 com la FABP5
juguen un paper important en la regulacié de la resisténcia a la insulina i en el
desenvolupament de l'arteriosclerosi, a causa de la seva expressié en adipocits i
130,155

macrofags.
La FABP5 s’expressa en les localitzacions seglents:

a) Teixit adipdés: en els estudis realitzats en ratolins transgénics amb
sobreexpressio de la FABPS s’ha observat un augment de la lipdlisi basal i
estimulada per la HSL i un augment a la resisténcia insulinica.'® Altres
estudis fets en animals deficients de FABP5 han demostrat una proteccio a
desenvolupar diabetis."® Hoekstra i col-laboradors'®' han observat que una
alimentacio rica en colesterol augmenta I'expressié de la FABP5 en les
cél-lules del parénquima hepatic de ratolins deficients del receptor LDL i

provoca un increment dels nivells plasmatics de les lipoproteines
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aterogéeniques (VLDL i LDL). Esta dltima troballa podria indicar que la

FABPS5 té una funcié especifica en I'aterogénesi.

b) Macrofags: un estudi recent va mostrar en ratolins que el déficit de
FABP5 en macrofags protegeix contra I'arteriosclerosi mitjancant la reduccié

de I'expressié de gens inflamatoris com la ciclooxigenasa-2 i la IL-6."%

c) Altres localitzacions:'? pell, llengua, cél-lules dendritiques, glandula
mamaria, cervell, intesti, ronyo, fetge, pulmd, cor, muscul esquelétic,

plasma, testicles, cristal-li, retina i timus.

Figura 8. Estructura de la FABP5. Furuhashi
M, Tuncman G, Gorgun CZ, et al. Nature
2007; 447:959-965.

El paper de la FABP5 és molt més desconegut que el de la FABP4, ja que hi ha
menys investigacions que pel que fa a la FABP4, perd la majoria d’estudis suggereixen
un rol molt similar com a biomarcador de risc cardiovascular.'®

L’E-FABP esta relacionada amb:

a) Malaltia cardiovascular i sindrome metabolica: estudis com el de
Maeda i col-laboradors’® han demostrat que la deficiéncia
combinada de la FABP4 i de la FABPS5 protegeix contra la sindrome
metabolica i I'arteriosclerosi en ratolins. En un estudi en poblacié

xinesa d’edat mitjana, es va avaluar la relacié entre els nivells de
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FABP5 circulants i el GIMc,' i es va observar que els nivells
circulants de FABP5 es van associar positivament amb el GIMc i
amb els parametres d’adipositat, aixi com amb els nivells de la
FABP4 i de PCR. També es va posar de manifest que la correlacié
entre FABP5 i SM fou independent de la FABP4. Hong i
col-laboradors' han corroborat I'associacié d’ambdues proteines
amb I'SM, perd només la FABP4 es va associar significativament
amb un major risc de malaltia coronaria en adults xinesos. En una
cohort de pacients DM2, els nivells de FABP4, perd no FABPS5 es va
associar amb la preséncia de calci en l'artéria coronaria.'® Davant
les troballes d’estos ultims estudis, 'impacte de la FABP5 com a nou
biomarcador circulant de risc cardiometabolic no esta clarament
establert, pero si la relacié additiva de la FABP4 i de la FABP5 amb
'SM.

b) Resisténcia a la insulina i DM2: Yeung i col-laboradors™ han
observat que els nivells de la FABP4 i de la FABP5 es van
correlacionar significativament amb la creatinina sérica i la taxa de
filtracié glomerular, i ambdés tipus de FABP s’associaven amb els
graus de severitat de la nefropatia. Un estudi recent indica que els
inhibidors de la FABP4 i de la FABP5 milloren la dislipeémia, perd no
la resisténcia a la insulina en ratolins amb obesitat induida per
dieta.’®

c) Tumors: alguns estudis postulen que la FABP5 plasmatica és un
marcador pronodstic independent de supervivencia global i de
supervivéncia lliure de recurréncia en el cancer de mama.'®” També
es correlaciona amb la progressié tumoral del colangiocarcinoma

intrahepatic.'%®

L’'associacié entre FABP5 i SAHS és del tot desconeguda. Davant de tot
'esmentat, és fonamental que hi hagi més estudis per aprofundir en el coneixement de
les funcions de la FABP5 com a biomarcador de risc cardiometabolic i conéixer quin
paper desenvolupa en els pacients amb SAHS.



3. Hipotesi i objectius
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HIPOTESI

Les evidencies sobre la relacié entre SAHS i malaltia cardiovascular sén cada
vegada més fermes. Els cicles repetits durant el son d’hipoxémia i reoxigenacié a la
SAHS que ocasionen estrés oxidatiu, lesié endotelial, alteracions metaboliques i
trastorns inflamatoris, estan implicats en la formacié de la placa d’ateroma dels pacients
amb SAHS. Ates que la SAHS és un factor de risc de malalties cardiovasculars i
metaboliques, i que els nivells elevats de la FABP4 circulant s’associen a la preséncia
d’obesitat, resisténcia a la insulina i malaltia cardiovascular, és molt interessant
demostrar I'associacid entre els nivells de la FABP4 i la SAHS, i coneéixer la seua
resposta al tractament amb CPAP.

També, en esta tesi es pretén valorar si hi ha una associacio entre la FABP5 i la
SAHS, ja que la majoria d’estudis suggereixen que té un rol similar i complementari a la
FABP4. Tanmateix, es pretén relacionar els nivells de FABP5 i FABP4, i les alteracions
metaboliques observades en els pacients amb SAHS. Esta tesi també vol demostrar,
d’'una banda, que els pacients amb SAHS presenten major grau d’arteriosclerosi
subclinica i, de l'altra, I'eficacia del tractament amb CPAP sobre la reduccié del risc
cardiovascular, constatant que la pressio continua a la via aéria produeix la regressié
del GIMc en estos pacients.

La hipotesi del treball és, per una banda, que en pacients SAHS hi ha nivells
plasmatics de la FABP4 i de la FABPS5 elevats que es correlacionen amb els diferents
factors de risc cardiovasculars i metabolics. Per altra banda, la SAHS s’associa a
arteriosclerosi subclinica que pot millorar amb el tractament. La FABP4 i la FABP5 estan
implicades en estos processos.

El nostre estudi espera confirmar que la FABP4 és un biomarcador precog
d’arteriosclerosi en la SAHS i coneixer el paper de la FABP5 en la SAHS.

OBJECTIU GLOBAL
Avaluar el paper de les concentracions plasmatiques de FABP4 i FABP5 en

pacients amb SAHS, sobre les caracteristiques cliniques de la SAHS i els factors de risc

cardiovasculars i metabolics i la frequiencia d’arteriosclerosi subclinica.
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OBJECTIUS OPERATIUS

1) Determinar els nivells plasmatics de la FABP4 i de la FABP5 en els pacients

SAHS, i valorar la seva associacié amb la gravetat de la sindrome.

2) Estudiar 'associacio entre FABP4 i FABP5 en els pacients SAHS.

3) Estudiar I'impacte dels nivells plasmatics de la FABP4 i de la FABP5 sobre
els factors cardiovasculars i metabolics dels pacients SAHS.

4) Comparar la FABP4 i la FABP5 circulant en els pacients SAHS abans i
després del tractament amb CPAP nasal (> 4 hores/dia) durant 8 setmanes
i la seua repercussio sobre els factors de risc.

5) Valorar la preséncia d’arteriosclerosi subclinica mitjangant la mesura del
GIMc de les artéries carotides comunes en pacients SAHS en funcio de la

seua gravetat, i el paper de la FABP4 i de la FABP5 en este procés.
6) Avaluar I'efecte de la CPAP en els canvis del GIMc dels pacients SAHS

durant un periode de seguiment de 2 anys, i el paper de la FABP4 i de la
FABPS.



4. Material i metodes
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4.1) POBLACIO | DISSENY DE L’ESTUDI

Este treball inclou dos parts: un estudi prospectiu i longitudinal i un d’intervencié.
La poblacio total estudiada a nivell basal va ser de 125 participants de 18 a 75
anys procedents de la UTRS de la Seccido de Pneumologia de I'Hospital Universitari
Sant Joan de Reus remesos per sospita de SAHS i que van ser diagnosticats mitjancant

PSG. A tots els subjectes inclosos se’ls va realitzar:

1) Estudi antropométric i anamnesi completa, que va incloure habits toxics,

factors de risc cardiovascular, antecedents patologics i test d’Epworth.
2) PSG diagnostica.

3) Extracci6 sanguinia amb determinacié d’hemograma, perfil lipidic, hepatic
i tiroidal, glucosa, insulina plasmatica, determinacié de la FABP4 i de la
FABPS5.

4) Estudi vascular mitjancant ecografia d’artéries carotides per determinar el
GIMc.

5) Quantificacio del greix intraabdominal.

Després de la PSG, els participants foren classificats en no SAHS i SAHS. Els
pacients diagnosticats de SAHS van seguir controls en la UTRS. L’estudi d’intervencio

en els pacients SAHS fou subdivididit en dues parts:

1) A les 8 setmanes, en els SAHS tributaris de tractament amb CPAP, se’ls va
realitzar un nou test d’Epworth i es va obtindre una nova mostra de sang per
mesurar la concentracid en sérum de FABP4, FABPS5 i altres parametres
analitics.

2) Els pacients SAHS controlats a la UTRS van ser seguits durant 2 anys i es va
realitzar un nou test d’Epworth i una nova determinacié del GIMc i de la
quantificacio del greix intraabdominal.

L’estudi fou aprovat pel Comité Etic d’Investigacié i Clinic (CEIC) de I'hospital i

abans d’entrar a I'estudi, totes les persones participants van signar el consentiment

informat.
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Els criteris d’exclusio de I'estudi van ser:

a) menors de 18 anys i majors de 75 anys
b) pneumotorax

c) canvis posttuberculosos en forma de paquipleuritis que produeixen una

alteracio funcional de tipus no obstructiu
d) necessitat de ventilacié mecanica invasiva
e) antecedents de cirurgia pulmonar en els ultims 2 anys

f) cardiopatia isquémica en forma d’angor i infart agut de miocardi (IAM)
de cronologia inferior a 1 any

g) accident cerebrovascular agut en els ultims 6 mesos
h) insuficiéncia renal i hepatica

i) malalties psiquiatriques

j) alcoholisme sever

k) neoplasia en estat avancat

Els criteris de retirada de I'estudi als pacients admesos:

a) empitjorament de la clinica que justifica canviar el tractament
b) ingrés hospitalari

¢) mitjana de compliment de la CPAP nasal menor de 4 hores/dia
d) no signar el consentiment informat

e) retirada voluntaria de I'estudi

El primer pacient reclutat es va incloure en novembre de 2009 i I'Giltim en juny de
2011.
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4.2) MESURAMENTS CLINICS

En la UTRS, es van determinar de cada participant les variables cliniques
seglents:
1) Parametres antropomeétrics: edat, sexe, pes, talla, index de massa
corporal (IMC), perimetre de coll, perimetre abdominal.

2) Tensi6 arterial.
3) Habits toxics.

4) Antecedents patologics (ictus, aritmia, cardiopatia isquémica,

miocardiopatia, etc).

5) Factors de risc cardiovascular (diabetis mellitus, HTA, dislipémia,
obesitat).

6) Farmacs: depressors del SNC, hipolipemiants, antidiabetics, etc.

7) Interrogatori exhaustiu sobre la preséncia de roncs, apnees observades,

cefalea matutina i qualitat del son.

8) Versi6 espanyola del test d’Epworth (ESS) validada per quantificar el grau
de somnoléncia dilrna en la primera visita (ESS) i a les 8 setmanes en
els pacients SAHS tractats amb CPAP (ESS;)." Al final del seguiment, es
va determinar un nou test d’Epworth (ESS,) (annex 1).

9) Espirometria simple amb prova broncodilatadora realitzada amb
I'espirometre Datospir-120 de Sibel (Barcelona, Espanya) per determinar
el flux espiratori forgat (FEV1), la capacitat vital forgada (FVC), la relacié
FEV1/FVC, expressades en valors absoluts (litres) i percentatge respecte

al teoric.

10) Radiografia de torax.
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4.3) VARIABLES POLISOMNOGRAFIQUES

El diagnostic de SAHS es va realitzar mitjangant PSG completa vigilada amb
'equip eXea PSG de BITMED (Saragossa, Espanya) durant una nit en la UTRS. Es van
registrar els senyals de: EEG, EOG, EMG, ECG, flux oronasal (canula de pressi6é nasal i
termistor), moviments toracoabdominals, roncs i SaO,. En tots els casos, es va realitzar
una lectura manual de l'estudi. Per classificar les fases del son i els esdeveniments
respiratoris es van seguir els criteris estandards internacionals de 'AASM Manual.® Es
va comprovar la qualitat i validesa del registre, i es va considerar com a valid un temps
de registre (TIB) minim de 6,5 hores i un temps total de son (TTS) de 180 minuts. Amb
la codificaci6 manual del son es va determinar I'hipnograma, que consisteix en la
representacioé grafica de les distintes fases del son i permet tindre una visié global de
l'arquitectura del son.
Per a la codificacié dels esdeveniments respiratoris, es van tindre en compte les
consideracions generals seguents:
a) El sensor utilitzat per identificar 'abséncia de flux en els esdeveniments

respiratoris tipus apnea fou el termistor oronasal.
b) El sensor per a la codificacié de les hipopnees fou la canula de pressié.
c) El sensor per a la detecci6 de la SaO, en sang fou la polsioximetria.

d) Els sensors alternatius si es perdien els senyals eren: per a I'apnea, la

canula nasal; i, per a la hipopnea, el termistor.

Durada dels esdeveniments respiratoris: des del punt més baix de la
primera respiracié en qué clarament esta disminuit el flux fins a l'inici de

la primera respiracié normal.

Les variables polisomnografiques analitzades foren :
a) IAH.

b) index de dessaturacions (IDO).
c) Index de microdespertars o d’arousals.
d) CT90 i percentatge de temps en qué la SaO, fou menor del 85% (CT85).

e) SaO, mitja nocturna (%).
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f) SaO, minima nocturna (%).
g) Durada mitjana i maxima de les apnees i hipopnees (segons).
h) Nombre total d’'apnees i hipopnees.
i) Nombre d’apnees obstructives, mixtes i centrals.
j) Frequéncia cardiaca mitjana.
k) Eficiencia de son, que es calcula seguint esta féormula: TTS / TIB x 100.
I) Laténcia del son (minuts).

m) Percentatge de TTS en cada fase de son.

Seguint les recomanacions actuals, els participants foren classificats segons
I'lAH en 4 categories: no SAHS (IAH < 5), SAHS lleu (IAH = 5 i < 15), SAHS moderada
(IAH =151 < 30) i SAHS severa (IAH = 30).

4.4) TRACTAMENT AMB CPAP NASAL

Els pacients diagnosticats de SAHS greu o aquells amb SAHS moderada i amb
patologia cardiovascular associada o SAHS moderada amb clinica de somnoléncia
ditirna (ESSy > 12) van ingressar una altra nit, per titular la pressio efectiva mitjangant
'auto-CPAP amb l'equip Goodknight 420G CPAP de Covidien — Nellcor and Puritan
Bennett (Bouldar, EUA).

Les CPAP automatiques son uns aparells que mitjancant I'analisi del flux, la
morfologia de I'ona inspiratoria i el ronc, ajusten continuament el nivell de CPAP. La
utilitzacié de I'auto-CPAP per titular la pressio té uns resultats similars als que s’obtenen
per a la titulacié amb PSG convencional.”

Es va monitoritzar el compliment de la CPAP i la preséncia d’efectes no
desitjats i/o aparicié de nous signes clinics. EI compliment es va considerar acceptable
si el pacient utilitzava la CPAP nasal com a minim 4 hores a la nit durant un 75% o més
de les nits.

Els efectes secundaris més freqlents que poden presentar els pacients

tractats amb CPAP i que hem vigilat i registrat son:
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a) Rinitis. Produida per edema i inflamacié de la mucosa nasal. Sol cedir
espontaniament o bé, es tracta amb instil-lacions de sérum fisiologic o

corticoides en solucié aquosa per via nasal.

b) Fuites. Son de dos tipus: per boca i per les parts laterals de la mascareta.
La fuita per boca redueix l'eficacia del sistema, fa soroll, produeix
sequedat de boca i incomoditat al pacient. En estos casos, poden
utilitzar-se sistemes per tancar la boca com mentoneres o canviar a
mascareta nasobucal. La fuita pels laterals de la mascareta pot reduir-se
utilitzant la mascareta adequada i amb una bona fixacié del sistema

mitjancant I'arnés.

c) Lesions cutanies. Es produeixen en la zona de contacte amb Ia

mascareta de CPAP i poden desenvolupar Ulceres de decubit.

d) Sequedat orofaringia. Sol cedir espontaniament. Si persisteix més de
quatre setmanes, es pot col-locar un humidificador termic connectat a la
CPAP que les cases subministradores de la CPAP proporcionen al

pacient.

e) Soroll. Es a causa de la fuita d’aire controlada per la valvula espiratoria

i/o per la fuita al voltant de la mascareta.

f) Conjuntivitis. Com a consequéncia de la fuita d’aire per la mascareta
que impacta als ulls, i produeix un cert grau d’irritacié. El pacient ha

d’ajustar bé la mascareta o canviar la talla i/o model si és necessari.

g) Insomni. En general, pot aparéixer en la fase d’adaptacié i no és

recomanable I'is d’inductors del son.

h) Claustrofobia i ansietat. Pot ser necessari suport psicologic i adaptacié

lenta.

i) Epistaxi. S'origina en la part anterior de les foses nasals i és a causa de
la sequedat nasal. Es recomana una bona humidificaci6 amb rentats
nasals amb sérum fisioldgic o aigua marina, humidificador ambiental o

adaptat a la CPAP nasal i/o pomades nasals.

i) Fred. Especialment durant I'hivern i en cases sense calefaccid, on l'aire

de la CPAP pot entrar en la via aéria a una temperatura inferior a 15°C.
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La solucié és augmentar la temperatura de I'habitacié i/o un sistema de
CPAP dotat d’escalfament—humidificacio de l'aire.

k) Aerofagia. Poc freqlient i es produeix per deglucié d’aire de la CPAP. En
general, desapareix amb I'adaptacié del pacient i la desaparicié de
I'ansietat. S’aconsella dormir amb el capcal del llit aixecat per reduir la

deglucié aéria.

La sindrome dels efectes secundaris de la CPAP agrupa els més frequents:
rinitis i sequedat de boca, treure’s la mascareta sense voler durant la nit i les fuites

bucals.

4.5) EXTRACCIO DE SANG | CREACIO DE LA COL.LECCIO DE MOSTRES

El dia de la PSG es va realitzar una extraccié de sang, després de 12 hores en
deju, de la qual es van mesurar els parametres de I'estudi i es va procedir a crear una
col-leccié de mostres al BioBanc-Reus. Les mostres obtingudes dels pacients van ser
processades i emmagatzemades segons la normativa 1SO9001:2008 en el BioBanc
(ISPV) i les dades bioquimiques van ser obtingudes segons la normativa ISO9001:2008
en la Unitat de Recerca de Lipids i Arteriosclerosi (URLA). La col-leccié va quedar
registrada com a SAHS i va consistir en 8 aliquotes de plasma de 500 pl, 10 aliquotes
de sérum de 350 pl, i leucocits per obtenir DNA per a nous estudis (annex 2).

En total es van extraure els tubs seguents: 1 tub de sérum de 8,5 ml, 1 tub de
citrat de 3 ml i 1 tub de plasma-EDTA de 3 ml per a analitica general; 1 tub de sérum de
8,5 ml per determinar la FABP4 i la FABPS5, i per a la col-leccid; 2 tubs de plasma-EDTA
de 9,5 ml per a l'obtencié dels extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques de
cél-lules mononuclears circulants i el plasma es va destinar a la col-leccié i 1 tub de
plasma-EDTA de 9,5 ml per a I'obtencioé de leucocits per a 'obtencid de DNA. En els
pacients tractats amb CPAP, es va realitzar una nova extracci6 de sang a les 8
setmanes del tractament (annex 2).

Els parametres bioquimics que es van determinar:

- Perfil lipidic: colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-c), LDL-colesterol
(LDL-c) per la formula de Friedewald, triglicerids (TG). La féormula de
Friedewald és: LDLc = (HDLc + TG / 2,21) en mmol/L. Perfil tiroidal,
glucosa, hemoglobina-glicada (HbA:.) foren mesurades immediatament

utilizant técniques enzimatiques adaptades a COBAS autoanalyzer
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(Roche Diagnostics, Barcelona, Espanya). Insulina plasmatica, mitjangant
I'equip de reactius comercial d’ELISA (Mercodia, Uppsala, Suécia).

-  HOMA-IR, que es calcula segons la formula seglent: (insulina plasmatica

x glucosa plasmatica) / 22,5.
- Hemograma, coagulacio.
- Funcié renal i hepatica.

- FABP4 i FABPS5.

4.6) DETERMINACIO DE LA FABP4 | DE LA FABP5 CIRCULANT

Les concentracions plasmatiques de FABP4 i FABP5 circulant van ser
valorades usant equips de reactius comercials de la técnica d’ELISA (BioVendor
Laboratory Medicine Inc., Brno, Republica Txeca). Esta quantificacié es va realitzar
mitjangant una técnica quantitativa immunoenzimatica d’ELISA de tipus sandvitx i es van
determinar les concentracions de FABP4 i FABP5 en plasma seguint el procediment
recomanat per I'equip de reactius comercial i el procediment normalitzat de treball de
'URLA (annex 3).

L’equip de reactius proporciona una placa de 96 pouets. En cada pou estava
fixat un anticds monoclonal pel biomarcador FABP4 i per FABP5. Es va determinar
mitjancant dos equips de reactius diferents, primer FABP4 i després FABP5. Es van
dispensar els estandards (de concentracions conegudes) i les mostres (plasma
procedent dels individus de I'estudi) en cada pou per analitzar la preséncia de I'antigen
complementari.

Després del rentat de tots els pous per descartar la resta de proteines les quals
no havien quedat unides, es va afegir I'anticos primari especific de la FABP4 i de la
FABP5 amb I'enzim conjugat. Tot seguit, es va dur a terme el rentat per eliminar 'excés
de reactiu i es va afegir la solucié de substrat, la qual va desenvolupar color en
proporcio de la quantitat de biomarcador unit. Finalment, la reaccié colorimétrica va ser
aturada per la solucio stop (H,SO,) i la intensitat del color va ser mesurada pel lector de
plaques d’ELISA a una velocitat d'ona de 450 nm (Bio Whittaker, Lonza, Colonia,
Alemanya).

Per comparacio de la densitat Optica de la mostra amb la corba estandard, es

va determinar la concentraci6 de FABP4 i FABP5 mitjancant I'analisi de les dades
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computades per I'absorbancia dels estandards versus la concentracié utilitzada en una

regressioé polindmica de quart grau. Els resultats son expressats en ug/ml.

4.7) ESTUDI VASCULAR: ECOGRAFIA D’ARTERIES CAROTIDES

L’exploracié ecografica es va realitzar mitjangant I'ecograf de I'equip MyLab 60
X-Vision sonograph (Esaote SpA, EUA) amb una sonda de matriu lineal d'ultraso
transductor 7-12 MHz de freqiiéncia per identificar el complex de l'intima-mitjana de la
carotida comuna (CCA) (1 cm proximal a la bifurcacio), de les artéries carotides
esquerra i dreta. La determinacio del GIMc va ser feta per radiofreqiiéncia i quantificacio

semiautomatica in vivo per disminuir la variabilitat interoperador i intraoperador.

La prova es va fer amb els pacients en decubit supi amb el cap girat 45° cap al
costat contrari del costat explorat (figura 8)

Figura 8. Posicio del pacient per a estudi
d’ecografia carotidia.

Es van examinar tres segments predeterminats de les artéries d’ambdds
costats: carotida comuna (1 cm proximal al bulb carotidi), bulb carotidi (1-2 cm) i carotida
interna.’® Es van obtindre les imatges ecografiques des d’un angle lateral fix. El GIMc,
definit com la distancia que hi ha entre la interfag de la llum carotidia-intima i la interfag
mitjana-adventicia de la paret distal, es va determinar en seccio longitudinal a la regio

200,201
(

previa a la bifurcacié de I'artéria carotida comuna (1 cm) figura 9).
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Figura 9. Imatge ecografica del GIMc en
color verd definit com la distancia que hi ha
entre la interfag de la llum carotidia-intima i
la interfa¢ mitjana-adventicia de la paret
distal.

La preséncia de plaques d’ateroma es va avaluar en els tres segments i fou

definida com a engruiximents focals del GIMc amb una altura = 1,5 mm o de la llum

arterial > 0,5 mm o superior al 50% del GIMc adjacen

t199,202 (

figura 10 i figura 11).

Bifurcation and aorigin of ICA

CCA

Figura 10. Representacié grafica de l'arbre carotidi amb plaques i mesurament del GIMC segons el

consens de Manheim. 1: engruiximent > 1.5 mm. 2: engruiximent de la llum arterial > 0,5 mm. 3, 4:

engruiximent > 50% del GIMc adjacent. Touboul PJ et al. Mannheim intima-media thickness consensus.

Cerebrovasc Dis. 2004; 18:346-349.
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Totes les imatges van ser captades per la mateixa persona entrenada en la
realitzacié d’ecografies carodtides. Es va calcular la mitjana del GIMc (um) i la mitjana del
costat dret i esquerre, i es va registrar la preséncia de placa d’ateroma en la primera
visita. Als pacients diagnosticats de SAHS que estaven en seguiment per la UTRS, es
va realitzar una segona ecografia per avaluar la resposta al tractament amb CPAP i en

els no tributaris de CPAP, per valorar els canvis de GIMc.

11 OCT 2010 07:55
12 MH2 G  64%
4 am X¥ C
PRC 5-3-B PRS 4
PST 3

LASZ3 I

Figura 11. Imatge ecografica d’'una placa
d’ateroma.

4.8) QUANTIFICACIO DEL GREIX INTRAABDOMINAL

El greix corporal es va mesurar amb el pacient en decubit supi i els bragos en
extensid recolzats al llit en posicié paral-lela al cos i segons els consensos®® (figura 12).
Es va realitzar amb l'ecograf de I'equip MyLab 60X — Vision ultrasonograph (Esaote,
Italia).

La quantificacié del greix intraadominal es va realitzar després del calcul del
GIMc en tots els pacients en la primera visita i als pacients anb SAHS, es va tornar a
mesurar per valorar I'efecte de la CPAP i en els no tributaris de CPAP com a grup de
control, per poder corroborar I'existéncia o no d’'una redistribucié de greix corporal com a
efecte de la CPAP.
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En cada pacient, es van quantificar les variables seglents:

a) SAT. Es defineix com la distancia entre la superficie anterior de la linia alba i
la barrera de pell-greix. Es va mesurar per sonda de 7,5 MHz col-locada a

I'epigastri i perpendicular a la pell amb imatge longitudinal a la linia alba.

b) VAT. S’estén des de la superficie anterior del fetge (Idbul esquerre) fins a la

superficie posterior de la linia alba. Es mesura com el SAT.

c) Index de greix visceral (PIF). Es la distancia entre la paret anterior de
l'artéria aorta i la superficie posterior del muscul recte abdominal. Es va
mesurar per sonda de 3,5 a 3,75 MHz, 1-5 cm per damunt del melic o a la

linia mitjana entre el melic i 'apéndix xifoide.

Linea Alba
Rectus A lominis

Peritoneum

~« Intraabdominal Thickness

Figura 12. Punts de referéncia anatomics per a I'estimacié ecografica del gruix intraabdominal. Vlachos

IS et al. AJR Am J Roentgenol. 2007; 189: 1545-1553.
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4.8) ANALISI ESTADISTICA

L’analisi estadistica es va realitzar amb el programa SPSS versio 19.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL, EUA). Totes les variables van ser estudiades amb la prova de
Kolmogorov-Smirnov per comprovar la normalitat de les variables. Les variables
continues sén presentades com la mitjana + la desviacié estandard per les dades en
distribucié normal i com la mitjana (percentil 25 - percentil 75) per a les dades que no
segueixen una distribucié normal i com a frequéncies (n) o percentatges (%) per a les
variables categoriques. La comparacio de les mitjanes es va realitzar mitjangant I'analisi
de la variancia (ANOVA) i per a la comparaci6 de variables qualitatives hem utilitzat la
X?. Les concentracions de FABP4 i FABP5 dels 4 grups, s’han avaluat amb 'TANOVA o

la prova no parameétrica U de Mann-Whitney. L’associacio bivariada va ser analitzada
amb les correlacions Spearman o Pearson. L'efecte del tractament amb CPAP es va
analitzar mitjangant la prova de Wilcoxon per a dades aparellades. L’analisi de regressio
lineal es va realitzar per avaluar l'associacié dels canvis GIMc i els efectes del
tractament amb CPAP. Es van considerar significatius els valors de p < 0,05.






5. Resultats
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5.1) CARACTERISTIQUES ANTROPOMETRIQUES, POLISOMNOGRAFIQUES |
BIOQUIMIQUES BASALS DE LA POBLACIO

Els 125 participants de l'estudi foren classificats segons I'index d’apnees-
hipopnees (IAH) en quatre categories, segons la puntuacié obtinguda en la PSG : no
SAHS (n = 18), SAHS lleu (n = 33), moderada (n = 24) i SAHS greu (n = 50).

El tractament amb CPAP va ser prescrit a un total de 58 participants, dels quals
8 amb diagnostic de SAHS moderada amb factors de risc cardiovascular o ESS, >10 i
per a tots els 50 participants amb criteris de SAHS severa. Entre ells, 2 participants van
interrompre el tractament amb CPAP per intolerancia i es van excloure de l'estudi i 8
participants es van negar a completar I'estudi de seguiment. Dels 48 participants amb
CPAP que van finalitzar I'estudi: 7 eren SAHS moderada i 41 severa. En la figura 1

s’especifica el diagrama de flux del disseny de 'estudi.

125 participants

/ \

18 no SAHS 107 pacients SAHS ‘
33 SAHS lleu 24 SAHS moderada 50 SAHS greu

49 SAHS sense criteri 58 SAHS amb criteris de
de CPAP tractament amb CPAP

2 intolerancia a la CPAP

8 es van negar a continuar el

seguiment
48 SAHS amb CPAP en

seguiment durant 8 setmanes

Figura 1. Diagrama de flux del disseny de I'estudi
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Les caracteristiques basals dels participants de l'estudi distribuits d'acord amb

les categories abans esmentades es resumeixen a la taula 1.

Taula 1. Caracteristiques basals de la poblacio de I'estudi

Edat, anys 43110 50+ 10 52+10 50+ 10

Sexe, /7 7/11 6727 4720 8/42 0.191
IMC, kg/m? 270227 297 %52 30339 33752 <0.001
Perimetre de coll,cm 386139 404139 420£39 429133 <0.001
Perimetre abdominal, cm 91687 1022+132 105.0=11.1 111097 <0.001
SAT, mm 102+51 110+£44 118+54 11.4+59 0.802
VAT, mm 141:43 17145 16461 158251 0257
PIF, mm 363 +156 549+218 587 +£231 719+179 <0.001
TAS, mmHg 123+ 10 124 +£13 12613 133+ 19 0.107
TAD, mmHg 729 76+ 11 77T+13 79+13 0.157
ESSe 65+26 99+50 8847 10750 0.010
FEV4, | 33+08 31208 3.0x06 2808 0.318
FEVs, % 96.6 + 16.4 89.6% 164 866%15.1 811184 0.038
FVC, 1 41+09 40+10 40+09 3710 0393
FVC, % 966%16.8 88.9+138 867134 810179 0.030
FEVWFVC 793x6.0 77.0£6.2 75772 762%87 0487
I1AH 10(03-2.0) 97(6.3-115) 222(16.7-274) | 64.7(448-87.1) | <0.001
CT80, % 0.1(0.0-02) 1.0(02-28) 49(16-80) 140(6.2-345) | <0.001
CT85, % 0.0(00-00) 0.0(0.0-02) 05(0.0-15) 32(09-113) <0.001
DO 03(0.1-086) 24(09-58) 117(73-189) 468(241-752) | <0.001
502 mitjana, % 953(94.0-962) | 945(936-953) | 93.1(925-945) | 92.2(90.2-93.2) | <0.001
Glucosa, mmoli 51(49-53) 53(49-57) 56(5.2-6.1) 55(5.1-6.0) 0.013
HbAuc, % 52(49-54) 53(5.1-5.7) 56(54-58) 56(53-6.0) 0.001
Insulina, mU/mi 50(43-82) 76(46-113) 76(56-10.9) 103 (7.3-194) 0.001
HOMA-IR 1.1(1.0-19) 19(11-27) 19(1.4-3.1) 25(1.7-6.0) <0.001
Colesterol total, mmolA 50+08 5008 50%1.1 5109 0.644
LDL-colesterol, mmoll 34+08 35207 33+09 35+09 0599
HDL-colesterol, mmolA 12+02 111203 12103 1002 0.022
Triglicerids, mmol/ 10(07-13) 13(09-2.0) 12(07-17) 12(1.0-16) 0.071
GGT, pKat 0.33 (0.17-0.53) 0.48 (0.33-0.55) 0.44 (0.26-0.58) 050 (0.33-0.78) 0.039
Creatinina, pmold 5817 80+£13 76+ 13 7518 0.208
FABP4, pgi* 191179 229+ 100 244+72 285+ 100 0.001
FABPS, pgi 56(44-98) 57(49-7.8) 57(49-93) 58(42-74) 0812

Definicié de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; TAS = pressi6 arterial sistolica;

TAD = pressio arterial diastolica ; ESS = test d’Epworth basal; FEV = flux espiratori forgat;
FVC = capacitat vital forcada; IAH = index d’apnea — hipopnea; CT90 = temps de son amb SaO, per

sota del 90%; CT85 = temps de son amb SaO; per sota del 85%; IDO = index de dessaturacio;

HbA:. = hemoglobina glicosilada; GGT = gamma-glutamiltransferasa.
Resultats representats mitjana + DS o mitjana (rang interquartil).
*Valors de la FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina
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Els pacients SAHS eren d’edat més avangada que els pacients no SAHS i esta
diferéncia va ser significativa (P=0,004). A més, els valors de IMC, perimetre abdominal
i de coll augmentaven en funcié de la severitat de la SAHS (P global <0,001) i les
concentracions de colesterol HDL disminueixen a mesura que augmenta la severitat de
la SAHS (P global=0,022) (taula 1).Tal com esperavem, els valors de hemoglobina
glicada, insulina i del HOMA augmentaven en funcié de la gravetat de la SAHS (P
global=0,001).

Pel que fa a la presencia del factors de risc cardiovasculars classics com
HTA, DM2 i DLP i 'antecedent de cardiopatia isquémica i ictus en els pacients amb
SAHS, no varem trobar diferéncies estadisticament significatives intergrups segons la
severitat de la SAHS. Respecte a I’habit tabaquic (no fumadors, fumadors, ex
fumadors), no hi havia diferéncies significatives segons la severitat de la SAHS: SAHS
lleu (39,4% / 21,2% / 39,4%); SAHS moderada (41,7% / 20,8% / 37,5%) i SAHS severa
(28,0% / 24,0 % / 48,0%), respectivament. Sols un 10 % dels pacients amb SAHS greu
foren diagnosticats de malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC), un 4,2% amb
SAHS moderada i un 3% SAHS lleu, pero les diferéncies intergrups no foren
estadisticament significatives. Destaca que el 24% dels pacients amb SAHS severa
tenien professio de risc, és a dir, eren conductors profesionals.

Els nivells de la FABP4, perd no els de la FABPS5, son ajustats pels pricipals
factors confonedors: edat (r = 0,257, P = 0,004), sexe (r = -0,466, P = 0,001), IMC (r =
0,512, P < 0,001) i nivells d’insulina (r = 0,371, P < 0,001).

Els nivells circulants de la FABP4 foren significativament més elevats en el
grup SAHS comparat amb el grup no SAHS, pero no els nivells de la FABP5 que
no augmenten en el grup SAHS. Els nivells circulants de la FABP4 van ser més alts en
els pacients amb SAHS comparats amb els no SAHS (25,8 + 9,7 ug/l versus 19,1 £ 7,9
Mg/l, P = 0,003), independentment de I'edat, el sexe, I'index de massa corporal i els
nivells d'insulina (figura 2). En canvi, els nivells de la FABP5 van ser similars en els
grups SAHS i no SAHS (P = 0,919) (figura 3).
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Figura 2. Nivells circulants de la FABP4 en no SAHS (cercle blanc) i en SAHS (cercle negre)
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Figura 3. Nivells circulants de la FABP5 en no SAHS (cercle blanc) i en SAHS (cercle negre)
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Els nivells de la FABP4 augmenten segons la severitat de la SAHS, peré no
els nivells de la FABP5 que no canvien intergrups. Els nivells basals de la FABP4
augmentaven segons la gravetat de la SAHS (P global = 0,017). En canvi, els nivells de
la FABP5 van ser similars independentment de la gravetat de la SAHS (P global= 0,641)
(figura 4).

35

257

FABPs (ug/l)

No SAHS SAHS lleu SAHS mod SAHS severa

Figura 4. Comparaci6 dels nivells circulants de la FABP4 (barres blanques) i
la FABP5 (negres) basals segons la severitat de la SAHS.

Els resultats representen la mitjana i la DS dels nivells de la FABP4 o la
mitjana i els 25™~75" percentils per als nivells de FABPS5.

*Valors de FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina.

Les variables polisomnografiques dels pacients SAHS queden reflectides en la
taula 2.
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Taula 2. Variables polisomnografiques dels pacients SAHS

IAH 94+28 22,1+5,0 67,9 + 25,6 < 0,001
CT90, % 0,99 (0,24 - 2,76) 4,94 (1,63 - 8,01) 14,0 (6,2 — 34,5) < 0,001
CT85, % 0,00 (0,00 -0,18) 0,45 (0,03 — 1,49) 3,20 (0,87 - 11,34) | <0,001
IDO 2.,(0,9-5,8) 11,7 (7,3 -18,9) 46,8 (24,1 -75,2) | <0,001
Sa0; mitjana, % 94,3+1,2 93,3£1,6 914+28 < 0,001
Sa02 minima, % 83,5+6,6 76,0 £9,1 67,8 +8,5 < 0,001
Apnees 19,0 (8,0 — 34,5) 77,0 (34,8 -100,0) 2245 (143,8-434,3) | <0,001
obstructives,n

Apnees centrals,n 0,0 (0,0 -0,0) 0,0 (0,0 -0,0) 0,0 (0,0-1,0) 0,114
Apnees mixtes,n 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0 -4,0) 0,0 (0,0-6,3) 0,015
Hipopnees 44,0 (27,5 -53,0) 74,5 (37,5 -116,5) 145,5 (71,8 — 216,3) | < 0,001
Durada mitjana 18,7+6,8 221+7,2 22,8+5,7 0,030
apnees,segons

Durada mitjana 23,3+3,9 23,4+51 20,1+3,4 < 0,001
hipopnees, segons

CPAP,% 0 33,3 100 < 0,001

Definicié de les abreviacions: |AH = index d’apnea — hipopnea; CT90 = temps de son amb SaO, per
sota del 90%; CT85 = temps de son amb SaO, per sota del 85%; IDO = index de dessaturacio.

5.2) CORRELACIONS DELS NIVELLS BASALS DE LA FABP4 | LA FABP5 AMB LES
VARIABLES ANTROPOMETRIQUES, BIOQUIMIQUES | POLISOMNOGRAFIQUES

A la taula 3, es presenten les correlacions de la FABP4 i de la FABP5 amb els

parametres clinics, bioquimics i polisomnografics. Els nivells de la FABP4 i de la

FABPS5 es correlacionen positivament en els pacients SAHS. Pel que fa a la FABP4

circulant, varem observar una correlacid positiva i estadisticament significativa amb les

variables antropometriques i el metabolisme de la glucosa independent de I'edat, el

sexe, I'index de massa corporal i els nivells d'insulina i no mostraren associacié amb el

perfil lipidic d’estos pacients.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

AVALUACIO DE LA RELACIO ENTRE FABP4, FABPS5 I EL RISC CARDIOVASCULAR EN PACIENTS AMB LA

SINDROME D'APNEA-HIPOPNEA DURAN EL SON (SAHS)

Raquel Catala Pérez 5. RESULTATS

DAPOS It Legal s T T B g 3 s

Taula 3. Correlacions de FAPB4* ajustada i FABP5 basal amb les variables

antropomeétriques,bioquimiques i polisomnografiques.

Pes
Altura -0,460 | <0,001 0,025| 0,797
Perimetre de coll 0,185 0,056 0,080| 0,413
Perimetre abdominal 0,623 | <0,001 0,261( 0,007
SAT 0,432| <0,001 0,215| 0,027
VAT 0,087 0,378 0,117 | 0,231
PIF 0,177 0,081 0,210( 0,038
TAS 0,167 0,085 0,148 | 0,127
TAD 0,228 0,018 0,074 | 0,450
ESSo 0,288 0,003| -0,011| 0,912
FEV1 -0,565| <0,001 0,128 | 0,208
FvC -0,622| <0,001 0,078 | 0,448
FEV4/FVC 0,033 0,748 0,127 | 0,211
IAH 0,298 0,002| -0,012| 0,902
Nbre. d’apnees obstructives 0,209 0,031 0,000| 1,000
Nbre. d’hipopnees 0,312 0,001 -0,043| 0,659
CT90 0,334| <0,001 0,126 | 0,196
CT85 0,317 0,001 0,173| 0,074
IDO 0,246 0,006 0,170| 0,080
Sa0; mitjana -0,411| <0,001 -0,106| 0,277
Sa0; minima -0,379| <0,001 -0,037| 0,705
Glucosa 0,278 0,004 0,067 | 0,495
HbA1c 0,305 0,001 0,162 | 0,096
Colesterol total -0,145 0,137 0,205( 0,034
LDL-colesterol -0,182 0,060 0,201| 0,037
HDL-colesterol 0,032 0,744| -0,072| 0,463
Triglicérids -0,023 0,816| -0,150| 0,122
Creatinina -0,317 0,001 -0,059| 0,544
GGT -0,036 0,715 0,217 | 0,025
FABP4 - - 0,238( 0,013

Definicié de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; TAS = pressio arterial sistolica;

TAD = pressio6 arterial diastolica ; ESS = test d’Epworth basal; FEV, = flux espiratori forgat;

FVC = capacitat vital forgada; IAH = index d’apnea — hipopnea; CT90 = temps de son amb SaO, per
sota del 90%; CT85 = temps de son amb SaO, per sota del 85%; IDO = index de dessaturacio;
HbA:; = hemoglobina glicosilada; GGT = gamma-glutamiltransferasa

* Valors de la FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina excepte en I’estudi de les

associacions amb el pes, el perimetre de cintura, de coll, I'algada, el SAT, VAT i PIF
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Els nivells de FABP5 també es van correlacionar amb el pes i el perimetre
abdominal. La FABP5 es correlaciona positivament i estadisticament significativa amb
els nivells de colesterol total i amb la FABP4.

Els nivells de FABP4 i FABP5 es van correlacionar amb el SAT, mentre que la

FABP5 també es va associar significativament a PIF (P=0,038).

5.3) ASSOCIACIO DE LA FABP4 | DE LA FABP5 CIRCULANTS AMB ELS
PARAMETRES POLISOMNOGRAFICS DELS PACIENTS SAHS

La FABP4 circulant basal, pero no FABP5, es van associar amb els
parametres polisomnografics especifics de SAHS de manera independent a les
variables de confusié (taula 3). Es a dir, la FABP4 circulant a l'inici de I'estudi es va
correlacionar positivament amb la percepcié individual de somnoléncia dilrna (ESSy)
(r=0,288, P = 0,003) i la verificacié6 de SAHS per variables PSG com I'lAH (r = 0,298,
P = 0,002), el nombre d'apnees i hipopnees obstructives (r = 0,209, P = 0,031 i
r=0,312, P = 0,001, respectivament), I''DO (r = 0,246, P = 0,006) i el temps de son amb
Sa0, per sota de 90% (CT90) (r = 0,334, P < 0,001) i el CT85 (r = 0,317, P = 0,001)
(taula 3).

També els nivells circulants de la FABP4 es van correlacionar inversament i
significativament amb la SaO, mitjana (r = -0,411, P < 0,001), FEV1 (r = -0,565,
P <0,001)i FVC (r=-0,622, P < 0,001) (taula 3).

La correlacié entre els nivells circulants de la FABP4 i el CT90 es va incrementar
després d'excloure les variables confusores com l'efecte de I'edat, el sexe i I'MC en
ambdues variables (r = 0,741, P < 0,001) (figura 5). Pel que fa a les concentracions
plasmatiques de FABP5, la correlacié amb la CT90 no va augmentar (taula 3 i figura 5).
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Figura 5. Correlacié entre els nivells basals de la FABP4 (A) i
de la FABP5 (B) amb el temps de son amb SaO2 per sota del
90%. *Valors de la FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i
nivells d’insulina
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També, l'analisi de regressio logistica binaria va revelar que l'increment d’1
unitat en la FABP4 circulant representa un augment del 10,8% del risc de tindre SAHS
(P =0,010) i, en els pacients amb SAHS, un increment d'1 unitat de la FABP4 circulant
representa el 6,2% més de risc de tindre SAHS greu versus SAHS lleu (P = 0,020).
Ambdues observacions son independents de l'edat, el sexe, I'index de massa corporal i

els valors d'insulina dels pacients.

5.4) EFECTE DE LA INTERVENCIO DE LA CPAP EN ELS NIVELLS CIRCULANTS
DE LA FABP4 | DE LA FABP5

Al final de la intervencié de l'estudi inicial (8 setmanes), el compliment del
tractament amb CPAP es va aconseguir en un 83% dels participants (n = 48) amb una
mitjana de compliment de 6,0 (5,0—7,0) hores/nit i una pressi6 de CPAP mitjana de
8,9+ 2,0 cm H,0.

Tots els participants de I'estudi de seguiment van mostrar millora estadisticament
significativa en la seua somnoléncia diiirna mitjancant la puntuacié d’Epworth, passant
d’'una puntuacié inicial (EESy) de 10,96 + 5,03 a una puntuacié (ESS;) (de 4,35 + 2,70)
(P < 0,001). Només 1 pacient (2%) després de 8 setmanes en tractament amb CPAP va
tindre una puntuacié EES;> 10.

Després del tractament amb CPAP, es van observar canvis en el perfil
lipidic. Els parametres antropomeétrics (pes i IMC) van canviar significativament després
del tractament amb CPAP (94,1 + 11,6 kg pre-CPAP versus 92,7 + 11,5 kg després de
la CPAP, P = 0,013 i 32,9 + 4,5 kg/m? pre-CPAP versus 32,5 + 4,5 kg/m? post-CPAP, P
= 0,010, respectivament). No obstant aix0, no es van observar canvis pel que fa al
metabolisme de la glucosa, perd si una disminucié en els nivells de colesterol total
(P =0,023) i del LDL colesterol (P = 0,012) (taula 4).
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Taula 4. Canvis en les variables antropométriques i bioquimiques pre-CPAP i post-CPAP

o

Epworth 10,96 + 5,03 4,35 + 2,70
Pes kg 941 = 116 927 = 115 0,013
IMC, kg/m? 32,9 + 45 325 + 45 0,010
Glucosa, mmol/l 6,1+ 2,3 6,1 + 19 0,581
HbA1. % 58 + 0,8 57 = 08 0,185
Insulina, mU/ml 9,7 (7,5-17,1) 9,3 (6,7-16,6) 0,841
HOMA-IR 2,7 (1,7-5,0) 2,4 (1,84.2) 0,350
ﬁcr’r"if/tlem' total, 5,15 + 1,06 4,86 + 1,03 0,023
:%tl‘/:ldesmm" 1,03 + 0,25 1,08 + 0,31 0,174
;?]L‘c;lclf'esm“’" 412 + 1,00 3,79 + 0,94 0,012
ﬁ‘r’:]zf/tlero' no-HDL, 1,20 (1,00-1,60) 1,30 (0,90-2,10) 0,247
Triglicérids, mmol/l 0,48 (0,32-0,70) 0,44 (0,32- 0,57) 0,104
GGT, pKat/l 77 £ 17 77 = 19 0,941
Creatinina, umol/l 374 £+ 73 363 + 72 0,128
Urat, umol/l

Definicié de les abreviacions: IMC = index de massa corporal ; GGT = gamma-glutamiltransferasa

HbA. = hemoglobina glicosilada

Els nivells plasmatics de la FABP4 després del tractament amb CPAP no
van augmentar, pero si la FABP5. La concentraciéo mitjana de la FABP4 va mostrar
una tendéncia a disminuir amb el tractament amb CPAP (28,4 + 9,1 ug/l pre-CPAP
versus 27,1 + 3,8 pg/l després de la CPAP, P = 0,442) (figura 6). En canvi, les
concentracions plasmatiques de la FABPS després de CPAP van augmentar [5,7 (4,4-
7,5 pg/l) pre-CPAP versus 7,4 (6,3-9,4) ug/l després de la CPAP, P < 0,001] (figura 6).
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Figura 6. Efecte del tractament amb CPAP en els nivells de la FABP4 (cercles) i de la
FABPS5 (quadrets). Els resultats representen la mitjana i la DS dels nivells de la FABP4 o
la mitjana i els 25™-75™" percentils per als nivells de la FABP5. Valors de la FABP4
ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina.

La FABP4 plasmatica disminueix en els pacients amb SAHS severa
després del tractament amb CPAP. La reduccio dels nivells de la FABP4 circulant és
estadisticament significativa en els pacients SAHS més greus (n = 14); és a dir, en
aquells amb IAH més elevat i major temps de son amb SaO, < 90% (CT90), on
s’observen uns nivells de 30,7 + 9,3 ug/l pre-CPAP versus 27,7 + 4,4 ug/l després de
la CPAP (P = 0,026).

Per confirmar els resultats i ampliar I'estudi, es van dividir els pacients portadors
de CPAP en tercils de CT90; és a dir, els individus del tercer tercil sén els que
presentaven més dessaturacid nocturna. Es va observar una disminucié estadisticament
significativa en la FABP4 circulant en els pacients del tercer tercil després de 8

setmanes en tractament amb CPAP (Figura 7).
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Figura 7. Nivells circulants de la FABP4 pre-CPAP (cercle blanc) i post-CPAP (cercle negre) en
funcié dels tercils de CT90 (T1, T2i T3)

Els pacients portadors de CPAP amb ESD presenten una disminucio dels
nivells de la FABP4 post-CPAP. Els pacients amb criteris de CPAP van ser dividits
segons la seua puntuacio inicial d’Epworth (EESy) en dos grups: EES, <10 (sense ESD)
i EESy > 10 (amb ESD). A la taula 5, es resumeixen les caracteristiques cliniques i
polisomnografiques dels dos grups.

Els pacients amb ESD tenien un IAH i una CT90 més elevada, encara que la
diferencia no fou estadisticament significativa. A més, els pacients amb hipersomnia
dilirna presentaven més percentatge de dislipemia i de DM (P=0,014 i P=0,043,
respectivament). Els pacients portadors de CPAP amb ESS; < 10 van presentar
augment en els seus nivells FABP4 en resposta al tractament amb CPAP (24,7 £ 7,2
ug/l de pre-CPAP versus 26,6 + 3,5 ug/l post-CPAP, P = 0,030). En canvi, en els
pacients SAHS amb ESD, la reduccido de la FABP4 circulant fou estadisticament
significativa (30,3 = 9,5 pg/l de pre-CPAP versus 27,3 + 4,0 pg/l post-CPAP,
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P = 0,020).La diferencia en el canvi de FABP4 en el seguiment que s’observa en els

pacients amb ESD respecte als SAHS sense ESD és estadisticament significativa
(P=0,002). (Figura 8)

Figura 8. Valors de la diferéncia de FABP4 pre-CPAP i post-CPAP dels pacients segons la puntuacio
basal del test d’Epworth (EESy).
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Taula 5. Caracteristiques basals dels pacients portadors de CPAP segons la
puntuacié basal del test d’Epworth (EESy)

ESS 55 + 27 14,0 + 3,3 < 0,001
FEV1, | 32 +05 26 £ 0,9 0,036
IAH 53,56 + 24,4 69,1+ 30,4 0,110
CT90 9,4 (5,8 -30,7) 16,5 (7,5 -45,4) 0,298
CT85 1,8 (0,5-4,3) 4,6 (1,0-16,5) 0,061

IDO 44,6 (24,1 -63,9) 63,4 (42,9 - 83,2) 0,052
Sa0; mitjana, % 923+1,9 90,9+2,6 0,043
Sa02 minima, % 70,7+9,9 66,6 + 7,7 0,149
Obesitat, % 62,5 75 0,369
HTA, % 37,5 56,2 0,221

Dislipidémia, % 6,2 40,6 0,014
Diabetes, % 0 21,9 0,043
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5.5) GRUIX DE L'INTIMA-MITJANA CAROTIDI (GIMc) | FREQUENCIA DE PLAQUES
D’ATEROMA A NIVELL BASAL DE LA POBLACIO

Els pacients SAHS presenten major grau d’arteriosclerosi subclinica. Els
valors de GIMc van ser més elevats en el grup SAHS que en el no SAHS (665,4 + 120,1
versus 581,3 + 78,1 um, P = 0,005) independentment de I'edat, el génere i 'MC (figura
9). No es van observar diferéncies significatives en els valors de GIMc en els pacients
SAHS associat a factors de risc cardiovascular com la presencia dHTA, DM o
dislipémia.

A més a més, es va detectar major nombre d’individus amb placa d’ateroma en
el grup SAHS (48% versus 2%, P = 0,004). Segons la severitat del SAHS, les plaques
observades es van distribuir : 54 % en SAHS severa, 37.5 % en moderada i 45% en
SAHS lleu (P=0,394).
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Figura 9. Valors individuals del GIMc ajustat per edat, sexe i IMC en
pacients SAHS i no SAHS
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En la nostra poblacié, el GIMc no augmenta segons la severitat de la SAHS.
Pel que fa a la severitat de la SAHS, s’observa que el GIMc esta més augmentat en els

pacients SAHS moderada (695 + 135 pm) que ens els SAHS lleu (652 + 109 ym) i els
pacients SAHS severa (659 + 119 um) (figura 10).
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Figura 10. Valors de GIMc segons la severitat de la SAHS

5.6) CORRELACIONS A NIVELL BASAL DE GIMc AMB LES VARIABLES
ANTROPOMETRIQUES, BIOQUIMIQUES | POLISOMNOGRAFIQUES EN ELS

PACIENTS SAHS

Els valors de GIMc es van correlacionar positivament amb FABP4 (r = 0,22,
P =0,022), la puntuacié del test d’Epworth basal (r = 0,23 , P =0,014 ) i 'edat (r = 0,45,
P<0,001) i no es va correlacionar amb ninguna variable polisomnografica especifica de
SAHS. Tampoc varem observar correlacié amb els nivells basals de FABP5 ni amb el
perfil lipidic ni amb el metabolisme de la glucosa ni amb SAT, VAT ni PIF (Taula 6).
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Taula 6. Correlacions a nivel basal de GIMc amb les variables antropométriques, bioquimiques i

polisomnografiques

|

Edat 0,455 <0,001
IMC 0,073 0,456
Altura 0,042 0,669
Perimetre de coll 0,169 0,081
Perimetre abdominal 0,101 0,300
SAT -0,029 0,771
VAT -0132 0,177
PIF 0,048 0,639
ESSo 0,238 0,014
FEV4 -0,169 0,096
FvVC -0,120 0,239
FEV4/FVC -0,103 0,315
IAH 0,026 0,792
NUm. de apnees obstructives 0,079 0,420
NUm. de hipopnees -0,016 0,277
CT90 0,057 0,561
CT85 0,021 0,828
IDO 0,090 0,354
Sa0; mitjana -0,034 0,725
Sa02 minima 0,017 0,859
Glucosa 0,051 0,600
HbA1c 0,160 0,099
Colesterol total 0,057 0,562
LDL-colesterol 0,052 0,591
HDL-colesterol 0,072 0,462
Triglicérids 0,042 0,666
Creatinina 0,070 0,477
FABP4 0,221 0,022
FABP5 -0,003 0,977

Definicio de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; ESS = test d’Epworth basal;

FEV, = fluxe espiratori forgat; FVC = capacitat vital forgada; IAH = index d’apnea — hipopnea;
CT90 = temps de son amb SaO2 per sota del 90%; CT85 = temps de son amb SaO2 per sota del
85%;IDO = index de dessaturacio; HbA; = hemoglobina glicosilada.

*Valors de la FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina
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5.7) EFECTE DEL TRACTAMENT AMB CPAP A LLARG TERMINI DELS PACIENTS
SAHS SOBRE L’ARTERIOSCLEROSI SUBCLINICA

Dels 125 participants inicials de I'estudi, 85 pacients amb SAHS van continuar
seguiment en la nostra UTRS, perd 22 van rebutjar continuar en 'estudi. Els 85 SAHS
van ser controlats durant un periode de seguiment de 2,1 (1,6-2,4) anys, 50 dels quals
tractats amb CPAP (43 de severs i 7 de moderats) i 35 SAHS no tributaris al tractament
amb CPAP (13 de moderats i 22 de SAHS lleus) (figura 11). Per comparar I'efecte del
tractament a llarg termini, es van dividir en dos subgrups: SAHS amb CPAP i SAHS
sense CPAP. Al final del seguiment, es va realitzar una nova ecografia carotidia i

quantificacio del greix intrabdominal.

Figura 11. Diagrama de flux de I'estudi de seguiment.
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Els pacients SAHS amb

d’arteriosclerosi

indicaci6 de CPAP presenten major grau

subclinica a nivell basal. Les caracteristiques cliniques,

bioquimiques i polisomnografiques d’ambdds grups a nivell basal; és a dir, a la primera

visita, es poden observar a la taula 7.

Taula 7. Caracteristiques cliniques dels pacients SAHS amb CPAP i dels SAHS sense

CPAP a nivell basal

Edat, anys 51,9 + 10 50,6 + 7,8 NS
Sexe, % J& 82 80 NS
Fumadors, % 22 14,3 NS
Hipertensid, % 48 22,9 0,01
DM 2, % 16 29 NS
Dislipémia, % 34 20 NS
Obesitat, % 68 45,7 0,03
IMC, kg/m? 33 + 45 29,8 + 4,7 0,002
TAS, mmHg 132,4 £17,9 122,8 £+ 11,2 0,006
TAD, mmHg 78,6 + 11,9 76 £ 11,7 NS
Glucosa, mmol/l 6 £ 22 53+0,6 NS
Colesterol total, mm/L 5+1 53+0,8 NS
LDLc, mmol/L 3,4+0,9 3,4+0,72 NS
HDLc, mmol/L 1+0,24 1,1+0,3 0,02
Triglicérids, mmol/L 1,4 + 0,69 1,5+0,87 NS
No-HDLc, mmol/L 4 +0,96 4,1+0,9 NS
Creat, mmol/L 759 +17,7 77,7 +14 NS
Mitjana GIMc, um 668,5+121,1 640,2 +115,6 NS
Plaques, % 54 371 NS
Epworth basal 11,3+4,9 9,5+5,3 0,006
FEV1, % 81,4 +£18,2 91,1+ 14,7 0,01
IAH 62,6 + 29,5 142+74 <0,0001
CT90, % 22,6 + 20,6 3+£53 <0,0001
Sa0, mitjana, % 91,4+24 94,3 £1,1 <0,0001

Definicié de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; TAS = pressio arterial sistolica;

TAD = pressi6 arterial diastolica ; ESS = test d’Epworth basal; FEV = flux espiratori forgat;
IAH = index d’apnea — hipopnea; CT90 = temps de son amb SaO, per sota del 90%;

CT85 = temps de son amb SaO; per sota del 85%.
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Tal com podem observar a la taula, no es van trobar diferéncies estadisticament
significatives en ambdds grups, pel que fa a I'edat i al sexe i tampoc, respecte a la
presencia de DM2 i dislipémia, pero en el grup CPAP hi havia una major proporcio
d’HTA i amb major IMC. En la primera visita, tant el GIMc com la presencia de plaques
d’ateroma fou més elevada en el grup CPAP, perd la diferéncia no fou estadisticament
significativa.

El tractament amb CPAP produeix regressié del GIMc en els pacients
SAHS. En el grup SAHS sense CPAP, la mitjana del GIMc no va canviar
significativament durant el seguiment (666,1 + 116,6 versus 648,2 + 110,2 ym, P =
0,249); mentre que en el grup CPAP, es va observar una disminucié del GIMc
estadisticament significativa (679,8 £ 122,9 versus 631,8 + 118,0 ym P<0,001) (figura
12).
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Figura 12. Comparacio del GIMc a nivell basal (cercle blanc) i als
2 anys de seguiment (cercle negre) en el pacients SAHS en
funcié del tractament amb CPAP
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La regressiéo del GIMc en els pacients SAHS amb CPAP s’associa al
compliment del tractament amb pressié continua. En correlacionar les hores d’Us de
CPAP amb el canvi de GIMc en el grup CPAP, es va observar major disminucié del
GIMc a més hores de compliment de la CPAP (r = -0,639, P <0,0001) (figura 13).

Per confirmar els resultats, es va dividir el grup CPAP en complidors i no
complidors. En el grup CPAP, els pacients amb adheréncia al tractament (n = 44) van
mostrar una disminucié del GIMc del 9% (690,8 + 125,5 vs 626,4 + 119,1 pm,
P <0,0001), mentre que els pacients mal complidors (n = 6) van presentar un augment
del GIMc, que suposava un 12% (599,6 + 61,7 versus 671,1 £ 110,9 ym, P = 0,046)
(figura 14).
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Figura 13. Correlacié entre el GIMc i les hores de compliment de la CPAP en els pacients
SAHS
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Figura 14. Evolucié del GIMc en els pacients SAHS amb CPAP segons compliment

En el grup CPAP, els parametres antropometrics com el pes o I'lMC no van
canviar de forma estadisticament significativa després de 2 anys amb pressio positiva i
la puntuacié6 del test d’Epworth va disminuir de forma significativa d’EES, de
11,4+ 4,9 a EES; de 3,3 £ 3,1 (P<0,001).

La regressié de la placa d’ateroma s’observa en els pacients tractats amb
CPAP. En els pacients tractats amb CPAP es va detectar major preséncia de placa
d’ateroma a l'inici de I'estudi (54%). Als 2 anys de seguiment el percentatge de placa
dels pacients SAHS tractat amb CPAP baixa al 44% (P = 0,001).

El canvi de GIMc es van correlacionar negativament amb el numero d’apnees
obstructives (r = -0,326, P =0,002), perd no amb I'lAH ni amb I'lDO ni amb la resta de
variables polisomnografiques especifiques de SAHS. No es va correlacionar ni amb la
puntuacio del test d’Epworth basal ni amb I'edat. Tampoc varem observar correlaciéo amb
els nivells basals de FABP4, FABP5 ni amb SAT, VAT ni PIF (taula 8).

No s’observa correlacié entre els nivells de FABP4 i FABP5 basals amb els
canvis de GIMc al final del seguiment. En el grup SAHS sense CPAP, ni la FABP4 ni la
FABP5 s’associen al canvi de GIMc (r = 0,065, P = 0,711 i r= -0,068, P = 0,696;
respectivament). Al grup SAHS amb CPAP, la FABP4 i la FABP5 basals tampoc es
correlacionen amb els canvis de GIMc (r = 0,183, P= 0,202 i r= 0,151, P = 0,294;
respectivament). Si subdividim, el grup SAHS amb CPAP segons compliment: en els

pacients mal complidors s’observa una correlacié positiva amb tendéncia a la
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significacio (r = 0,771, P= 0,072), perd no s’associa en els pacients complidors
(r=0,137, P=0,374).

Taula 8. Correlacions del canvi de GIMc amb les variables antropométriques, bioquimiques i

polisomnografiques

Edat -0,012 ns
Pes 0,016 ns
Altura 0,012 ns
IMC 0,037 ns
Perimetre de coll 0,055 ns
Perimetre abdominal 0,068 ns
SAT 0,041 ns
VAT 0,004 ns
PIF 0,098 ns
ESSo 0,091 ns
FEV4 -0,153 ns
FvVC -0,099 ns
FEV4/FVC -0,099 ns
IAH -0,160 ns
Num. de apnees obstructives -0,326 0,002
Num. de hipopnees -0,006 ns
CT90 -0,560 ns
IDO -0,169 ns
Sa0O; mitjana 0,048 ns
FABP4 0,069 ns
FABP5 0,061 ns

Definicié de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; ESS = test d’'Epworth basal;
FEV. = flux espiratori forgat; FVC = capacitat vital forgada; IAH = index d’apnea — hipopnea;

CT90 = temps de son amb SaO; per sota del 90%; IDO = index de dessaturacio.
* Valors de la FABP4 ajustats per edat, sexe, IMC i nivells d’insulina
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A l'analisi de regressid multivariant, observem que, dels factors predictors del
canvi de GIMc als 2 anys, Unicament la variable hores d'Us de CPAP fou
estadisticament significant (P< 0,0001) i en segon lloc, el diagnostic de HTA. L'IMC i els
parametres polisomnografics, com I'lAH i la CT90, no van ser determinants sobre
I'evolucié del GIMc (figura 15). Els resultats observats van ser independents dels canvis

de tractament farmacologic o el pes.

Figura 15. Analisi de regressié multivariant dels factors predictors del canvi de GIMc. Variable depenent:
canvi de GIMc. Definici6 de les abreviacions: IMC = index de massa corporal; |IAH = index d’apnea-hiponea;
HTA = hipertensi6 arterial; CT90 = temps amb SaO2 per sota del 90%. Métode: R% 0.452, Durbin Watson:
1.745, p=<0.0001.
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5.8) EFECTE DEL TRACTAMENT AMB CPAP A LLARG TERMINI DELS PACIENTS
SAHS SOBRE EL GREIX INTRABDOMINAL

El tractament amb CPAP en els pacients amb SAHS produeix redistribucié
del greix intrabdominal. En el grup SAHS sense CPAP, la mitjana del SAT i del VAT
no va canviar significativament durant el seguiment [(11.41 £ 4.77 vs 11.78 + 5.55 mm,
P =0.288)i (16.91 + 4.22 vs 15.93 £ 3.59 mm, P = 0.211), respectivament], perd es va
observar un augment estadisticament significatiu del PIF (55.19 + 23.44 vs 63.45 +
23.94 mm, P = 0.021). Mentre que en els pacients SAHS tractats amb CPAP,no varem
observar canvis a la mitjana del VAT i del PIF [(15.74 + 5.79 vs 15.45 £ 6.73 mm, P =
0.603) i (70.89 £ 19.64 vs 74.51 + 25.38 mm, P = 0.264), respectivament], perd el SAT
va disminuir de forma significativa als 2 anys del tractament amb CPAP (11.29 + 5.69 vs
10.47 £5.71 mm, P = 0.012).






6. Discussio
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La tesi derivada del nostre treball permet avaluar la relacié entre SAHS i
malaltia cardiovascular. Atés que la SAHS és un factor de risc de malaltia cardiovascular
i que les xaperones lipidiques com la FABP4 i la FABP5 s’associen a la presencia
d’obesitat, resisténcia a la insulina i malaltia cardiovascular, este estudi ha avaluat
I'associacio entre els nivells de la FABP4 segons la severitat de la SAHS i la seua
resposta al tractament amb CPAP. S’ha determinat per primera vegada la FABP5
circulant en la SAHS i s’ha demostrat que no es correlaciona amb la severitat de la
SAHS i que no respon al tractament amb CPAP.

Tanmateix, hem determinat 'arteriosclerosi subclinica en els pacients amb SAHS
i la resposta a la pressio continua positiva durant un periode de seguiment de 2 anys.
Els nostres resultats permeten afirmar que un correcte compliment de la CPAP produeix
la disminuci6 de la FABP4 circulant i la regressié del GIMc en els pacients amb SAHS

independentment dels factors de risc cardiovasculars.

6.1) FABP4 | FABP5 : DIFERENT COMPORTAMENT SEGONS LA SEVERITAT DE
LA SAHS | EL TRACTAMENT AMB CPAP

El fonament d'este treball és que la SAHS esta fortament associada a alteracions
de la sindrome metabdlica, com la hipertensio, la dislipidemia, resisténcia a la insulina,
l'obesitat i amb major risc cardiovascular,® i les FABP estan sorgint com a
biomarcadors cardiovasculars de risc metabolic. Hem analitzat FABP4 i FABP5 perqué
totes dues se sintetitzen en els adipodcits i macrofags, tenen una funcid metabdlica
similar i els seus nivells en plasma s'han associat a alteracions metaboliques.?®

El nostre principal resultat és, d'una banda, que FABP4 i FABP5 tenen un
comportament biologic diferent en el context de la SAHS. Mentre la FABP4 esta
fortament correlacionada amb la preséncia i severitat SAHS, i el seus nivells
disminueixen amb el tractament amb CPAP en els pacients amb SAHS més severa, la
FABP5 no esta associada als parametres de SAHS ni a la seua severitat i augmenta
després de CPAP.

D’altra banda, la FABP4 circulant, perd no FABP5, determina un augment del
risc de la preséncia de SAHS i en els pacients SAHS, incrementa el risc de patir una

SAHS severa, independentment de I'edat, sexe, IMC i valors d’insulina dels pacients.
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6.1.1) Els nivells de la FABP4 circulants es correlacionen amb la preséncia i
severitat de SAHS. La FABP5 no s’associa als parametres de SAHS ni a la seua

gravetat.

L'associacié entre la SAHS i les alteracions metaboliques és més enlla de
I'atzar. L’apnea del son presenta vies patologiques comunes amb les dels components
de la sindrome metabdlica; en particular, I'obesitat i les seves alteracions lipidiques
associades i el metabolisme de la glucosa, ja que ambdues patologies comporten un
estat inflamatori subclinic i prooxidant.*® Les FABP circulants alliberades del teixit
adipds, tant dels adipocits i macrofags, s'han relacionat amb trastorns metabolics, perd
I'evidéncia amb FABP4 és més forta. En el nostre estudi, hem observat que els pacients
amb SAHS tenen els valors de la FABP4 més augmentats que els no SAHS. Esta
observacié esta d'acord amb una publicacié anterior en poblacié xinesa."®’

A més a més, els nostres resultats mostren que els nivells plasmatics de la
FABP4 augmenten significativament amb la gravetat de la SAHS, independentment de
I''MC o del perimetre de la cintura, fet que recolza 'efecte directe de la FABP4 amb les
alteracions respiratories de la SAHS. No obstant aix0, la correlacié entre els nivells
circulants de la FABP4 i el temps de son amb SaO, per sota del 90% (CT90) es va
incrementar després d'excloure les variables confusores com I'efecte de I'edat, el sexe i
I''MC en ambdues variables.

La quantitat de la FABP4 circulant esta fortament lligada a la quantitat de teixit
adipds, principalment al SAT.""'# En estudis previs, s’ha demostrat que la FABP4
circulant és major en dones que en homes."® Una explicacié per a esta diferéncia en el
genere podria ser que el percentatge de greix en dones és superior en el SAT i, en
canvi, en els homes es troba augmentat en el VAT. En la nostra poblacié formada en un
80% per homes, la FABP4 circulant es correlaciona de manera positiva i significativa
amb el SAT. Esta observacio suggereix que la correlacid6 SAHS i FABP4 és altament
independent del greix. L'associacié entre adipositat corporal i FABP5 és diferent. En
esta cohort de pacients amb SAHS, FABP5 tenia una feble associacié amb el SAT,
perd una forta correlacio amb el PIF. Per tant, una diferent distribucio del greix en els
pacients SAHS podria explicar algunes de les diferéncies entre FABP.

Un altre aspecte a tindre en compte és que la SAHS per se podria contribuir a la
secrecio de FABP4. Tant FABP4 com FABP5 s'expressen en els teixits del pulmd,
principalment en els macrofags alveolars.’® Alguns estudis han observat que FABP4
també se sintetitza a les céllules endotelials peribronquials.”® Estes evidéncies
cientifiques suggereixen que la FABP4 podria tindre un paper en els mecanismes de la

lesi6 pulmonar que, fins ara, és desconegut. Per tant, I'efecte de la hipoxémia
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intermitent que es produeix durant el son, de manera directa o indirecta, en els pacients
amb SAHS pot contribuir a augmentar la FABP4, perdo no la produccié de FABPS5,
encara que no es pot descartar.

En la nostra poblacié hi va haver una correlacio significativa entre FABP4
circulant basal i el temps de son amb SaO, per sota del 90%; és a dir, amb la
dessaturacié nocturna. Els estudis in vitro han demostrat que els productes oxidatius
poden produir un augment en la produccié de la FABP4." Els episodis repetits de
desoxigenacié i reoxigenacié en la SAHS indueixen l'estrés oxidatiu, i contribueixen a
promoure la inflamacié i la lesié dels organs diana, que comporta I'augment del risc
cardiovascular associat a la SAHS.?** Recentment, s’ha demostrat que els nivells de la
FABP4 causen dany directe als cardiomiocits, la qual cosa podria contribuir a la
disfuncié miocardica en situacions en les quals s’incrementa la FABP4'* i algunes

.206
|’

dades preliminars suggereixen que FABP4 podria alterar la funcié endotelia per tant,

FABP4 podria contribuir a I'augment del risc vascular observat en SAHS.

6.1.2) En els pacients SAHS, la FABP4 circulant s’associa al metabolisme de la
glucosa, pero no al perfil lipidic. La FABP5 no es correlaciona amb les alteracions

metaboliques d’esta poblacié.

Durant la SAHS, es produeixen canvis patologics tant al sistema respiratori com
al circulatori que indueixen mecanismes intermediaris? com [lactivacié simpatica,
l'estrés oxidatiu, la inflamacid sisteémica i la disfuncié endotelial que poden estar
implicats en les alteracions metaboliques observades. Els nostres resultats posen de
manifest estes afirmacions, ja que els pacients amb SAHS severa tenien més
augmentades les concentracions d’hemoglobina glicada, insulina i HOMA respecte als
pacients SAHS lleu i moderada, aixi com concentracions d’HDL-colesterol inferiors a la
resta de grups. Tanmateix, FABP4 també sembla que interfereix en el metabolisme de
la insulina per la interaccioé directa amb el seu receptor en diversos tipus cel-lulars.?” En
estudis previs, es va postular que la FABP4 podria ser un bon biomarcador plasmatic de
la predisposicid a presentar sindrome metabolica i DM2.2® Pel que fa a la FABP4
circulant dels pacients SAHS, varem observar una correlacié positiva i estadisticament
significativa amb les variables antropometriques i el metabolisme de la glucosa
independent de I'edat, el sexe, I'index de massa corporal i els nivells d'insulina, perd no
vam observar associacio amb el perfil lipidic d’estos pacients. Els nivells de FABP5 no

es van correlacionar ni amb el metabolisme de la glucosa ni amb el perfil lipidic.
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6.1.3) La FABP4 plasmatica disminueix en els pacients amb SAHS severa després
de 8 setmanes en tractament amb CPAP. La FABPS5 circulant augmenta post-
CPAP.

Sorprenentment, el tractament amb CPAP van tindre diferents efectes en la
FABP4 i la FABP5. S'esperava que ambdues concentracions plasmatiques de FABP
disminuiren després de la millora de l'oxigenaci6 amb la CPAP. Els resultats van
evidenciar que FABP4 només va disminuir significativament en els pacients més greus i
amb més dessaturacié nocturna, fet que s’adequa a l'estudi préviament publicat per
Sovova et al.'®

També hem observat que els nivells de la FABP4 d'aquells pacients amb criteris
per al tractament amb CPAP, perd sense somnoléncia diirna (EES, <10), no es van
modificar després de 8 setmanes amb tractament. Esta observacié pot anar a favor de
l'article recentment publicat per Barbé i col-laboradors que demostren que la prescripcio
de CPAP en pacients amb SAHS sense somnoléncia durant el dia no redueix la
incidéncia d'esdeveniments cardiovasculars.”

Pel que fa a la FABPS5, el tractament amb CPAP produeix un augment dels seus
nivells circulants en tots els casos. L'explicacio d'este fenomen podria estar associada a
les observacions recents que mostren que I'expressio genica de la FABPS en el teixit

adip6s és inhibida per la hipoxia,?*®

el que no suceeix amb la FABP4. En consequéncia,
la millora de I'oxigenacié podria conduir a una major produccié de FABP5 en greix. A
més, les concentracions de FABP5 es van correlacionar amb PIF i quan la FABP5 es va
ajustar per PIF, es va observar una correlacié inversa significativa entre la gravetat de la
SAHS i els nivells de la FABP5. L'impacte de la CPAP en l'adipositat corporal ha sigut
estudiat per diferents autors, perd amb resultats inconsistents. Les nostres dades
suggereixen, d’acord amb Trenell et al.?"® que el tractament amb CPAP podria suposar
una redistribucié del greix corporal amb la disminucié del VAT, donant lloc a diferents
efectes sobre les concentracions de les FABP. La troballa de 'augment del PIF en els
pacients SAHS no tractats amb CPAP i la disminucié del SAT en els tractats amb CPAP,
també dona suport a la disminucié del risc cardiovascular que suposa el tractament amb

pressio positiva.
Cal afegir, que este treball presenta diverses limitacions. D’'una banda,no es va

realitzar una segona PSG després del tractament amb CPAP; per tant, no es pot establir

una correlacié entre l'evolucié de les FABP i els canvis clinics. L'Unic parametre clinic
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que tenim després del tractament i com a variable de seguiment és el test d’Epworth, tal
com passa en la practica clinica habitual, perd com hem demostrat la seva evolucié es
va associar als canvis en la FABP4 circulant. D’altra banda, la mida de la mostra en
I'estudi d'intervencié és bastant petita i la quantificacid del greix corporal va ser
estudiada mitjangant ecografia, fet que pot donar una avaluacié parcial de la distribucio
del greix total.

No obstant aix0, els resultats s6n prou robustos per afirmar la rellevancia clinica
de l'associacio entre els nivells plasmatics de la FABP4 i la severitat de la SAHS, aixi
com la seua disminucié amb el tractament amb CPAP en els més greus, fet que
suggereix que la FABP4 circulant es correlaciona amb les alteracions que es produeixen
durant la nit en els pacients SAHS. Encara que metabolicament FABP4 i FABP5 sén
complementaries, a la SAHS no tenen este comportament, molt probablement a causa
dels diferents rols que estes proteines tenen a nivell pulmonar i les seues diferents

associacions amb la distribucié del greix corporal.

6.2) ARTERIOSCLEROSI SUBCLINICA EN SAHS: RESPOSTA AL TRACTAMENT
AMB CPAP A LLARG TERMINI

L'associacio entre la SAHS i les alteracions cardiovasculars cada vegada és més
ferma, ja que probablement comparteixen processos fisiopatologics comuns. Avui dia hi
ha una activa investigacié que es centra en els mecanismes que vinculen ambdues
alteracions. Estudis previs han demostrat que els episodis repetits d'hipoxia i
reoxigenacio i l'activitat simpatica augmentada durant el son en SAHS, podria activar
diferents vies que promouen l'aterosclerosi com: I'estrés oxidatiu, la disfuncié endotelial i
la inflamaci6 sistémica.?’’ En conjunt, tots aquests factors poden contribuir a la
progressid de l'aterosclerosi i al desenvolupament d’'un esdeveniment cardiovascular
com un infart de miocardi o un accident cerebrovascular.?'#2"

Els estudis amb SAHS son dificils perqué estos pacients tenen sovint nombrosos
factors de risc per l'aterosclerosi incloent la hipertensio, la diabetis i l'obesitat. Aixi
doncs, en els darrers anys hi ha una necessitat creixent per identificar una nova
metodologia no invasiva, per tal de facilitar la identificacié dels individus amb risc de
patir esdeveniments cardiovasculars com sén els pacients amb SAHS. En aquest
treball, hem intentat valorar si I'estudi del GIMc determinat per ecografia és un bon
candidat com a eina clinica de la valoracioé d’arteriosclerosi subclinica en pacients amb
SAHS.
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6.2.1) Els pacients SAHS presenten major grau d’arteriosclerosi subclinica i no

s’associa a la severitat de la malaltia.

El coneixement de l'arteriosclerosi subclinica en pacients amb SAHS és escas i
els factors que prediuen el GIMc en estos pacients no sén del tot coneguts. El GIMc és
un métode util i no invasiu, aixi com un bon marcador per investigar el grau
d'arteriosclerosi subclinica i una eina clinica fiable per a la prediccid d'esdeveniments
cardiovasculars.?’*?" Els nostres resultats demostren que el GIMc esta més augmentat
en el grup SAHS i recolzen que la determinacié del GIMc és un metode eficag per a la
valoracié de l'arteriosclerosi subclinica dels pacients SAHS en les UTRS.

A més, no hem trobat cap relacié significativa entre la gravetat de la SAHS i el
GIMc. Es una troballa que no concorda amb els articles publicats préviament, en els
quals s’afirma que 'augment del GIMc es relaciona amb la severitat de la SAHS.**" No
obstant aix0, una limitacié d'estos estudis és que estos pacients sén relativament joves
amb SAHS i que no representen el tipic pacient amb SAHS com és el cas de la nostra
cohort. Per contra, recentment, Baguet i els seus companys van observar que el GIMc
no va ser diferent entre grups segons la severitat de la SAHS,?" fet que s’ajusta a les
nostres observacions. Per tant, I'analisi general de les dades basals suggereix una
associaci6 directa entre la SAHS i el GIMc independent de les variables de confusié i de
la severitat de la malaltia.

Tanmateix, el nostre estudi també posa de manifest un major percentatge de
plaques en els pacients SAHS, que confirma els resultats d'estudis anteriors que han
trobat que els pacients amb SAHS tenen una major predisposicié a la formacié de la
placa.?’® Probablement, l'aterosclerosi en pacients amb SAHS estd determinada
principalment per l'estrés oxidatiu que comporta la malaltia. La gravetat de la
dessaturacio d'oxigen és un dels principals determinants del GIMc i I'aparicié de plaques
en pacients SAHS.?" No obstant aixo, en els nostres pacients amb SAHS, la gravetat

de la dessaturacio d'oxigen no va ser el millor predictor del GIMc.

6.2.2) El tractament amb CPAP durant 2 anys produeix la regressio del GIMc en

els pacients SAHS i es correlaciona amb la bona adheréncia a la CPAP.

Els articles publicats per Drager i col-laboradors demostren una associacié
independent entre SAHS i arteriosclerosi.””*® Els nostres resultats confirmen i reforcen
esta hipotesi. Este estudi demostra que I'arteriosclerosi subclinica hi és en este grup de

pacients i que el tractament amb CPAP pot revertir els marcadors validats de
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I'arteriosclerosi. Els pacients SAHS en tractament amb CPAP al final del periode de
seguiment presenten una disminucié del GIMc; mentre que en el grup SAHS sense
CPAP, la mitjana del GIMc no va canviar significativament durant els 2 anys. Dels
actualment publicats, el nostre estudi és el que presenta un major seguiment dels
pacients, ja que els estudis realitzats de més llarg termini mostren que la reduccié del
GIMc es va produir principalment en els primers 6 mesos i es va mantenir als 12 mesos
en pacients amb CPAP amb bon compliment.?'®

A més a més, el grup CPAP amb bona adheréncia al tractament va mostrar una
notable disminucié del GIMc, mentre que els pacients mal complidors van presentar un
augment del GIMc. Aquests efectes es van observar sense canvis en el pes o el
tractament que fou monitoritzat durant els 2 anys de seguiment. Cal destacar que la
regressié del GIMc en els nostres pacients SAHS amb CPAP s’iguala a la que aporten
els estudis realitzats amb estatines a llarg termini que mostren que estos farmacs
modifiquen el GIMc després de 6 mesos de tractament.?'*?° Curiosament, dels factors
predictors del canvi de GIMc als 2 anys, unicament la variable hores d’is de CPAP fou
estadisticament significant i, en segon lloc, el diagnostic dHTA en el limit de la
significacio, mentre que la resta dels factors classics de risc cardiovasculars com la
dislipémia o la diabetis, 'IMC, el sexe, I'edat ni els parametres polisomnografics no van
ser determinants sobre l'evolucié del GIMc. En conjunt, els resultats proporcionen
evidéncia que la SAHS és un factor de risc independent d'arteriosclerosi.

Pel que fa a l'augment del GIMc observat en els pacients SAHS sense
adheréncia al tractament amb pressio positiva, esta troballa pot ser deguda a I'addicid
de dos factors principals: la persisténcia de la hipdxia intermitent no corregida per CPAP
per manca de compliment i el fet que la SAHS s'associa amb increment per se del risc
cardiovascular. Un altre aspecte a destacar de les nostres dades és que en el grup
SAHS sense CPAP, la mitjana del GIMc no va canviar de manera significativa durant els
2 anys.

Els nostres resultats han demostrat, per primera vegada, la regressio de la placa
d’ateroma en pacients amb SAHS tractats amb CPAP. Esta evidencia reforga i déna
suport a I'eficacia del tractament amb CPAP en la reduccié del risc cardiovascular en
pacients SAHS. La regressié de la placa observada com a efecte del tractament de
CPAP podria ser explicada per la correccié dels fendmens obstructius, els arousals i les
dessaturacions secundaries als esdeveniments respiratoris, la restauracié de
l'arquitectura del son i la normalitzacié del sistema simpatic, que donaria lloc a una
reparacioé vascular i endotelial, i evitaria I'accié de la cascada inflamatoria que s'activa
com a resultat de l'alliberament de radicals lliures que es produeix durant la nit en els
pacients amb SAHS.
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Un factor, que cal tindre present en I'estudi, és que tots els estudis ecografics
van ser realitzats per la mateixa persona, de manera que redueix la variabilitat inter
observador i que el seguiment durant 2 anys amb ecografia carotidia és I'estudi més
llarg realitzat fins la data en una poblacié de pacients amb SAHS. Per tant, el nostre
treball reforga i afirma la validesa de I'ecografia carotidia com a eina clinica fiable per a
la determinacio de l'arteriosclerosi subclinica en els pacients SAHS.

La principal limitacié de I'estudi és el fet de la comparacié de dos grups de
pacients amb diferents nivells de gravetat SAHS. No obstant aixo, els factors de risc
cardiovasculars no van ser diferents entre els grups.

En conclusio, 'augment del GIMc en la nostra poblacié es va associar amb
SAHS, perd no es va correlacionar amb la seva gravetat. Este estudi demostra que
I'arteriosclerosi subclinica esta més augmentada en els pacients SAHS i que el
tractament amb CPAP produeix la regressié del GIMC en els pacients amb SAHS

independentment dels factors de risc cardiovasculars.

En resum, els nostres resultats donen suport a I'eficacia del tractament amb
CPAP sobre la reduccio del risc cardiovascular en pacients amb SAHS. El nostre estudi
demostra que l'ecografia carotidia en estos pacients pot informar amb fiabilitat de la
precocitat del fenomen arteriosclerdtic i la seua troballa podria ser una indicacié de
CPAP en SAHS. No obstant aix0, es necessiten més estudis abans que esta técnica es

generalitze a les nostres unitats de son.



7. Conclusions
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1) Els valors elevats de la FABP4 estan associats a la preséncia i severitat
de la SAHS, recolzant el seu paper com a biomarcador en les comorbiditats

metaboliques dels pacients amb SAHS.

1.1) La concentracié plasmatica de la FABP4 és superior en els pacients
SAHS davant dels no SAHS.

1.2) Els nivells de la FABP4 circulants augmenten segons la severitat de la
SAHS.

1.3) La FABP4 es correlaciona amb la dessaturacié nocturna.

14) La FABP4 s’associa positivament amb la percepcié individual de
somnoléncia dilirna mesurada mitjangant el test d’Epworth.

1.5) En els pacients SAHS, la FABP4 es correlaciona amb el metabolisme de
la glucosa i no amb el perfil lipidic.

1.6) La FABP4 es correlaciona amb el SAT en els pacients SAHS

2) En els pacients SAHS, els nivells de la FABP4 circulants disminueixen
després del tractament amb CPAP.

2.1)  La reduccié dels nivells de la FABP4 s’observa en els pacients SAHS
més greus; és a dir, amb un IAH més elevat i major dessaturacio
nocturna.

2.2) Els pacients portadors de CPAP amb hipersomnia dilirna presenten més
reduccio dels nivells de la FABP4 a les 8 setmanes del tractament que els

SAHS sense excessiva somnoléncia basal.

3) Els nivells de la FABPS5 circulants no s’associen a la preséncia ni a la

severitat de la SAHS i augmenten després del tractament amb CPAP

3.1) Els nivells de la FABP5 no s’associen amb els parametres
polisomnografics dels pacients SAHS.
3.2) La concentracio plasmatica de la FABP5 no és superior en els pacients
SAHS que en els no SAHS.
3.3) Els nivells de la FABP5 circulants no augmenten segons la severitat de la
SAHS.
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3.4) En els pacients SAHS, la FABP5 es correlaciona amb la FABP4, perd no
amb el metabolisme de la glucosa ni amb el perfil lipidic.

3.5) La FABPS5 es correlaciona amb el PIF en els pacients SAHS.

3.6) La FABPS5 circulant augmenta després del tractament amb CPAP.

4) El tractament amb CPAP en els pacients SAHS produeix redistribucié del

greix intrabdominal.

4.1) EI PIF augmenta en els pacients SAHS no tractats amb CPAP.
4.2) EI SAT disminueix en els pacients SAHS tractats amb CPAP.

5) Els pacients SAHS presenten major grau d’arteriosclerosi subclinica i el
tractament amb CPAP produeix la regressié del GIMc independentment dels

factors de risc cardiovasculars.

5.1) Els valors del GIMc i el percentatge de plaques dateroma sén més
elevats en els pacients SAHS.

5.2) El GIMc no s’associa amb els parametres polisomnografics dels
pacients SAHS.

5.3) EI GIMc no augmenta segons la severitat de la SAHS.

5.4) EIl GIMc es correlaciona amb els nivells basals de FABP4, perd no amb
els de FABPS.

5.5) EI GIMc es correlaciona amb I'edat i la percepcio individual de
somnoléncia ditirna mesurada mitjancant el test d’Epworth.

5.6) L’adheréncia al tractament amb CPAP en els pacients SAHS produeix la
regressioé del GIMc i de la preséncia de plaques d’ateroma.

5.7) Els canvis del GIMc no es correlacionen amb els nivells basals de la
FABP4 ila FABPS5.

5.8) La determinacié del GIMc és un metode eficag per a la valoracié de

I'arteriosclerosi subclinica dels pacients SAHS en les UTRS.
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UNITAT DE TRASTORNS RESPIRATORIS DEL SON

ESCALA EPWORTH DE SOMNOLENCIA DIURNA

Com és de facil que es quedi dormit en les segients situacions?
Si no ha estat en alguna d’aquestes situacions recentment, pensi com es comportaria si estigués

amb ella. Utilitzi la seguient escala i trii el nUmero més adequat a la situacioé segons esta escala:

0 = Mai m’adormo
1 = Poques possibilitats d’adormir-me
2 = Bastants possibilitats d’adormir-me

3 = Gairebé sempre m’adormo

SITUACIO PUNTUACIO

Assegut i llegint

Mirant la TV

Assegut i inactiu en un lloc public

De passatger al cotxe durant més d’una hora, sense pauses

Descansant, a mitja tarda

Assegut, parlant amb algu

Assegut, tranquil després dels apats sense alcohol

Al cotxe, en parar uns minuts pel transit

PUNTUACIO TOTAL
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Esquema de I'obtencié de mostres i les aliquotes processades i

guardades al BioBanc

SAHS (esquema tubs d’extracclé visita 1)

Tub 8.5 ml
AR

Tub10ml Tub10ml Tub 10ml Tub@Sml Tub3Iml Tub3ml Tuk2.7mi
EDTA EDTA EDTA séqum  EDTA EDTA  chrat

‘ Deixar formar el quall, 30min, l
temperatura ambient, posicid vertical

oo - — o Chncult habltual
sompre on hatzontal | agitacd suau ot ot
e 0 Hosplal Sent Jown
~— S
—
BioBane

SAHS (esquema tubs d’extracclé visita 2)

ST

Tub10ml Tubi0ml TubBSml Tub3ml Tub3ml Tub2?mi
EDTA EDTA sim  EDTA  EOTA  chrat

‘ Deixar formar el guall, 30min, l l

temperatura ambient, posicié vertical

No debear mal en posicld vertical, m;;mnl : hmlmﬂ
sempre en horitzontal i agitacit suau
HeiopEnd Uinkvarser Sarrt Joan
S —
—
RioBane
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Procediment normalitzat de treball metodologic de la FABP4 de 'URLA

UNIVERSITAT URLA
" ROVIRA | VIRGILI ) O G e
Procediment Normalitzat de Treball Metodologic
Human Adipocyte FABP ELISA - FABP4
PNT-POD7T03-URLA-11  Revisio: 00 Data: 24-07-2008

1. Fonament i objectiu

L'ELISA de l'adipocyte fafty acid binding protein humana (AFABP — Cat. No. RD191036200R) de
BioVendor &s un biotin labelled antibody based sandwich enzyme immunoassay per la determinacio
quantitativa ¢ AFABP humana en sérum, plasma i extractes de teixits i medi de cultiu.

A TELISA, els calibradors i les mostres son incubades amb un anticds goat polyclonal anti-AFABP
humana retingut en pous de placa de 96 pous. Després d'una hora d'incubacio i una série de rentats,
s'afegeix un anticos policlonal anti-AFABP marcat amb biotina i s'incuba amb FAFABP capturada
durant una hora. Després d'una segona série de rentats, s'afegeix un conjugat streptavidin-
horseradish peroxidase. Després de 30 min d'incubacio i I'dltima série de rentats, el conjugat
remanent permet reaccionar amb el substrat H:0:-tetramethyibenzidine. La reaccio s'atura per
I'addicid d'una solucid &cida i 'absorbancia del producte groc resultant es mesura a 450nm.
L'absorbancia és proporcional a la concentracid d’AFABP. La corba estandard es construeix
representant els valors d'absorbancia vers les concentracions d’AFABP, i les concentracions de les
mostres desconegudes es determinen utiliizant la corba estandard.

2. Espécimen

Sérum o plasma huma, exiractes de teixits o medi de cultiu.

3. Documentacié relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data

6. Solucions, reactius i materials

Nota: com es tracta d'un kit ELISA comercial, totes les solucions i reactius que son necessaris,
venen inclosos en el propi kit. Només cal sequir les indicacions del protocol proporcionat per la casa
comercial.

Tots els reactius proporcionats estan preparats per fer-los servir, excepte el AFABP Master
Calibrator, els Quality Controls i el Wash Solution Concentrafe (10x). A I'apartat nimero 9, s'indica la
seva preparacio.

Material Capacitat Tractament Observacions

Previ
tubs eppendorf 1,5ml o No és necessari autoclavat
probeta 1l —- -
puntes micropipeta 2-200ul - No és necessari autoclavat
puntes micropipeta 100-1000p! Mo és necessari autoclavat
puntes micropipeta 50-350p! —- No és necessari autoclavat
multicanal
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7. Instrumentacié | equips:

Lector ELISA | Laboratori 2. Bioquimica 012592
BioWhittaker
KINETIC-QCL
Roller Laboratori 2. Biogulmica 012416
Agitador orbital (propietat de Psiquiairia) Ens el deixen fer
sernvir cada vegada
que el necessitem.
Micropipeta Laboratoris 1/2. Genética |
multicanal Biologia Molecular/
Bioquimica
Micropipeta 2-200p1 Laboratoris 1/2. Genética |
Biologia Molecular/
Bioquimica
Micropipeta 100- | Laboratons 1/2. Genética |
1000p1 Biologia Molecular/
Bioquimica

Es imprescindible llegir-se el protocol de la casa comercial que ve amb el kit abans diniciar el
procediment. Cada lot sol tenir una actualitzacid del protocol | en cada compra ens arriba un lot
diferent.

9. Procediment

Nota #1. Aquest kit ELISA comercial inclou un protocol proporcionat per la casa comercial; s'indica
sequir les instruccions de procediment proporcionades per la casa comercial.
MNota #2. Tols els reactius s’han d'atemperar previ a fer-los servir, també, s'han de portar a
temperatura ambient, les mostres de plasma i sérum previ a ser pipetejades.

Nota #3. Per realitzar aquest kit es necessita 1 litre d'aigua MilliQ per placa, que sigui recent Es a
dir, del mateix dia o del dia anterior.

Nota #4. Si no és necessaria tota la placa, es poden refirar les tires que no siguin necessaries |
guardar-les en un altre marc de placa de 96 pous dins la bossa d'aluminl proporcionada amb la
bosseta dessecant i segellar-la. Cal guardar-la a 2-8°C, preservant-a de Ia humitat.

9.1, Preparacid dels reactius

911 Wash solution
Diluir els 100mi de Wash Solution Concentrate amb 900mi d'aigua MIiC en una probeta de
1L
Estabilitat | emmagatzematge: la Wash solution diluida és estable durant un mes a 2-8°C.

9.1.2 Human AFABP Calibrators
IMPORTANT: per la reconstitucid del Master Caillbrator liofilitzat amb el Difution Buffer, cal
consultar en cada cas el Certificate of Analysis que va inclds en cada kit (fulla groga).

Reconstituir el Master Calibrator liofilitzat amb el Diution Buffer previ a l'inici de I'assaig.
Afegir el volum indicat de Difution Buffer i deixar dissoldre com a minim 15 min, en el roffer.
La concentracid resultant de la solucid estoc d'/AFABP humana és de 25ng/ml.

Estabilitat | emmagatzematge: els calibradors sdon estables fins a la data de caducitat
indicada si es conserven a -20°C.

913 Quality Controfs
IMPORTANT: per la reconstitucid dels Quality Controls liofilitzats amb aigua MilliQ, cal
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consultar en cada cas el Certificate of Analysis que va inclds en cada kit

Reconstituir els Quality Controls (HIGH 1 LOW) liofilitzats amb el aigua MilliQ previ a l'inic
de 'assaig.

Cal tractar els controls com a mostres; per tant, cal diluir-los 1:10 amb Dilution Buffer abans
de ser utilitzats.

Per exemple: 30p1 Quality Control + 270yl Dilution Burffer

Estabilitat i emmagatzematge: els controls de qualitat reconstituits perd no diluits, son
estables fins a la data de caducitat indicada si es conserven a -20°C.

9.2 Preparacio de la corba estandard

El Master Calibrafor reconstituit constitueix Ia solucié estoc dAFABP de 25ng/ml. La corba estandard
es prepara a partir de I'estoc per dilucions seriades amb dilution buffer segons la segient taula:

estincard Diluton Butier  COmeenracio
:n?::c;f g::fgiaror - 25 ng/mi
500yl estandard 6 7501 10 ng/mi
500yl estandard § 5001 5 ng/ml
500yl estandard 4 500pl 2.5 ng/ml
500yl estandard 3 750p1 1 ngiml
500yl estandard 2 500pl 0.5 ng/ml

9.3. Preparacio de les mostres

La dilucié recomanada per les mostres de sérum o plasma és de 1:10 amb Dilution Buffer. Depenent
del tipus de poblacié d'estudi es podria requerir una altra dilucio.

Es recomana: 30pl mostra + 270yl dilution buffer.

Estabilitat | emmagatzematge: no guardar les mostres diluides.

| 9.4. Procediment experimental

941 Preparar una plantilla amb el disseny de la placa ELISA, en qué a cada pou de la
placa ='indiqui qué hi correspon (blancs, estandards, controls | mostres).
942 Pipetejar 100l dels estandards, els controls de qualitat, el blanc (dilution buffer) i

les mostres; preferiblement per duplicat d’acord amb la plantilla préviament dissenyada.
Quan s’hagin dispensat totes les mostres, cal eliminar les bombolles generades en
dispensar amb una agulla de xeringa. Seguidament, cal segellar la placa amb un film
adhesiu transparent.

943 Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, en un agitador orbital a
100rpm.

944 Primera série de rentats.
Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi
ben seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300pl/pou.
Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.
Realitzar aguesta operacio 5 vegades.
Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.
945. Pipetejar 100p! de Biotin Labelled Anti-AFABP Antibody Solution a cada pou.
9.4.6. Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, en un agitador orbital a
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100rpm.
947. Segona série de rentats.
Eliminar el volum dels pous 1 picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi
ben seca.
Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300pl/pou.
Omplir 1a placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.
Realitzar aquesta operacio 5 vegades.

948. Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

9.4.9. Pipetejar 100pl de Streptavidin-HRP Conjugate a cada pou.

9.4.10. Incubar la placa a temperatura ambient durant 30 min, en un agitador orbital a
100rpm.

9.4.11. Tercera série de rentats.
Eliminar el volum dels pous 1 picar la placa sobre un bloc de papers de filire, perqué quedi
ben seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300pl/pou.
Omplir 1a placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.
Realitzar aquesta operacio 5 vegades.

9.4.12. Pipetejar 100yl de Substrate Solution a cada pou. Cal realitzar aquesta operacio
preservant el reactiu de 'exposicid a la llum. Un cop dispensat el volum de reactiu als pous
de la placa, cal cobrir-la amb un paper d'alumini durant el temps d’'incubacio.

9.4.13. Incubar la placa a temperatura ambient durant 10 min; important, SENSE
AGITACIO. Durant aquest temps, els pous adquireixen una coloracio blava, en diferent grau
segons la concentracié d'AFABP.

94.14. Aturar la reaccid afegint 100pl de Stop Sofution per pou. En aquest punt, la
coloracio blava es torna groga en afegir la solucio de stop.
9.4.15. Esperar 5 min després d’haver afegit la solucio de stop i, sequidament, determinar

'absorbancia llegint a 450nm en un lector ELISA. Si algun valor excedeix el limit que pot
llegir el lector ELISA, la lectura que s'obtindra sera OVERFLOW. En aquest cas, es pot fer
una segona lectura a 405nm.

9.4.16.

10. Verificacid de la técnica i interpretacio de resultats

10.1. Calculs

A partir dels valers d’abserbancia obtinguts pels estandards i pel blanc, es confeccionara una corba
estandard. Es recomana utilitzar el programari GraphPad Prism 5. El model matematic que cal
aplicar és una funcio paramétrica de quart ordre. Si aquest model no s'ajustés adequadament, és
possible aplicar una funcid paramétrica de tercer ordre.

Els estandards no estan diluits, mentre que les mostres i els controls de qualitat si ho estan; la
dilucid aplicada que es recomana d'inici és 1:10. Cal tenir en compte el factor de dilucio a I'hora de
fer els calculs.

102 Limits de I'assaig

Els resultats que excedeixin el valor d'absorbancia de l'estandard corresponent a la concentracio de
25ng/ml malgrat la dilucié 1:10 aplicada haurien de ser repetits aplicant una dilucio més gran. També
s’haurien de repetir aquelles mostres que el seu valor d'absorbacia estigui per sota del valor més
baix de la corba aplicant una dilucid més petita o si es donés el cas, sense diluir la mostra. El factor
de dilucid a aplicar ha de decidir-se en funcid a I'absorbancia obtinguda i les absorbancies
observades per la corba estandard.

10.3. Controls de qualitat

Cal validar els valors de conceniracio obtinguts pels controls de qualitat HIGH | LOW. Per fer-ho, cal
recorrer al Certificate of Analysis que va inclds en cada kit (fulla groga). En aquest document, es
presenten uns rangs de valors de concentracid en els que s’haurien de trobar les concentracions
obtingudes pels controls en el nostre assaig.

11. Guia de problemes
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!.-S.enyél FEBLE a tots els pous Omissio d'algun reactiu en algun dels passos del kit.

Preparacid no adequada d'algun reactiu o mala consemnvacio.

Realitzacio del procediment abans que els reactius es
trobessin a temperatura ambient

2. Senyal MOLT ALTA o ELEVAT | Procediment de rentats no realitzat de manera adequada
soroll de fons

Sobreexposicio; temps d'incubacio amb el substrat excessiu
abans d'afegir la solucio de stop.
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ABSTRACT

Objective To evaluate circulating adipocyte and epidermal fatty acid-binding protein (FABP4
and FABPS) concentrations in patients with obstructive sleep apnea (OSA), as well as the effects
of continuous positive airway pressure (CPAP) treatment.

Methods Our cross-sectional study included 125 patients. After polysomnography, 58
participants met the criteria for CPAP treatment and they were included in a closed cohort study
of 8-weeks of CPAP treatment. General anthropometric and biochemical data and circulating
FABP4 and FABPS levels were determined in all patients at baseline and after CPAP treatment in
those receiving this therapy.

Results Circulating FABP4 but not FABPS5 levels were higher in patients with OSA (p=0.003).
FABP4 but not FABPS values were associated with parameters of OSA severity independently of
age, gender, adiposity and insulin resistance (p<0.05). FABP4 but not FABPS concentrations
were determinants of OSA presence [OR: 1.11, p=0.010] and severity [OR: 1.06, p=0.020]. After
CPAP treatment, FABP4 levels decreased in the more severe patients (p=0.019), while FABPS5
levels increased in all patients (p<<0.001).

Conclusions FABP4 is directly associated with OSA severity and did not change with CPAP
treatment, while FABPS was not associated with OSA severity and increased with CPAP
treatment. FABP4 and FABPS have different associations with OSA. FABP4 but not FABPS

could be considered a marker of metabolic alterations in OSA patients.

KEYWORDS: adipocyte fatty acid-binding protein, continuous positive airway pressure,

epidermal fatty acid-binding protein, obstructive sleep apnea, therapy
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is a very prevalent disease in adult population, and its prevalence
increases with age'”. OSA is a risk factor for cardiovascular disease, particularly when
accompanied by marked nocturnal hypoxemia'*. The relationship between OSA and
cardiovascular risk is complicated by confounding factors involved in the two entities such as
obesity, age and gender. It has been recently reported that, in severe OSA patients, treatment with
continuous positive airway pressure (CPAP), in addition to improving daytime symptoms
(excessive sleepiness) and quality of life,’ has a considerable impact on metabolic alterations,
including decreased cholesterol levels and improved insulin resistance which reduce
cardiovascular risk™”.

The association between OSA and cardiometabolic alterations is likely due to common
pathophysiological pathways. Recently there has been active research focusing on molecules
linking OSA with metabolic alterations. Among these studies, the fatty acid binding proteins
(FABP) are good candidates as markers of OSA and metabolic alterations.

FABPs are a family of metabolically related, low molecular weight proteins acting as cytoplasm
fatty acid transporters. The adipocyte FABP (FABP4) is one of the better known FABP subtypes.
Data from animal studies have suggested that increased FABP4 levels are associated with
dyslipidemia and with the development of insulin resistance®’. Interestingly, FABP4 is also
expressed in macrophages, particularly during intracellular lipid accumulation, as in the foam cell
formation process®. In FABP4 knock out animals, the epidermal FABP (FABP5) is overexpressed
in adipocytes, replacing, in part, the FABP4 intracellular function®.

Albeit mainly intracellular, these proteins are in part released into plasma, and circulating levels
can be measured. The role of circulating FABP4 as a metabolic derangement biomarker has been
widely established by our group and other groups'®'*. FABP4 plasma levels are associated with

obesity, type 2 diabetes, and metabolic syndrome'® "

. Interestingly, the increase in plasma
FABP4 levels precedes the above-mentioned metabolic alterations'” and thus has been suggested
as a biomarker of metabolic risk'*. FABP4 has also been associated with vascular disease because

FABP4 levels are associated with the coronary atherosclerosis burden'”. Circulating FABP4
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correlates with endothelial dysfunction and a causal role, beyond its role as a biomarker, in
vascular damage has been suggested'®. Circulating FABP4 levels have been studied in OSA
patients, and an association with OSA presence and severity has been reported'”'*. Moreover,
CPAP treatment seems to decrease FABP4 levels'®. Recently, Bhushan and colleagues reported
that childhood obesity and OSA are associated with higher plasma FABP4 levels, which increase
cardiometabolic risk®’. The clinical significance of circulating FABPS5 is less known. It has a
significant direct correlation to FABP4 and has been suggested to have a role similar to that of
FABP4 as biomarker of cardiometabolic risk. Moreover, its association to carotid intima-media
thickness has been reported, although its impact as a cardiovascular risk marker is not clearly
established*"**. Both FABP4 and FABPS are also expressed in alveolar macrophages and
endothelial peribronchial cells, although only high FABP4 levels have been associated with
asthma and bronchopulmonary dysplasia®. There are no data on the correlation between FABP5
and OSA.

We hypothesized that, because of the close metabolic relationship between FABP4 and FABPS,
both adipokines would be associated with OSA severity and associated metabolic disorders.
Taking into consideration the complimentary metabolic role of FABP4 and FABPS at the cellular

level, we aim to analyze the association of these two molecules with OSA and its treatment.

MATERIAL AND METHODS

Design and study participants

This study included two parts: a cross-sectional study and a closed-cohort intervention study. We
included 125 men and women, aged 18 — 75, with suspected OSA who were referred to the Sleep
Disorders Unit of our hospital. OSA was assessed by overnight polysomnography (PSG).
Exclusion criteria included ventilatory failure, previous cardiovascular disease, other major
chronic medical illness, psychiatric disorders and severe alcoholism. All participants received

dietary counseling and sleep hygiene advice at the beginning of the study.
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Sleep study

PSG was performed using a computerized diagnostic system (eXea PSG, BITMED, Zaragoza,
Spain). Manual scoring of sleep and respiratory events were performed according to standard
criteria. Sleep parameters included the apnea/hypopnea index (AHI score), duration of
desaturation, arousal index, oxygen desaturation index (ODI) and lowest and mean oxygen
saturation (Sa0,). After PSG, OSA severity was quantified as follows AHI < 5/h (non OSA), 5/h

> AHI < 15/h (mild), 15/h > AHI < 30/h (moderate), and AHI > 30/h (severe).

Clinical measurements

Anthropometric parameters and blood pressure were measured. Forced expiratory volume in the
first second (FEV)), forced vital capacity (FVC), and the FEV/FVC ratio were determined at
baseline by simple spirometry. The Epworth Sleepiness Scale score was calculated** at baseline
(ESSp) and at the end of intervention period.

Body fat was measured according to the ultrasound image review consensus® (MyLab 50 X-
Vision ultrasonograph, Esaote, Italy). Briefly, the thicknesses of subcutaneous and visceral
adipose tissue (SAT and VAT respectively) were measured by placing the probe (7.5 — 12 MHz)
perpendicular to the skin on the epigastrium. SAT was defined as the distance between the
anterior surface of alba line and fat—skin barrier. VAT extends from the anterior surface of the
liver (left lobe) to the posterior surface of alba line. The preaortic intrabdominal fat (PIF) was the
distance between the aorta anterior wall and the posterior surface of the rectus abdominis muscle,

measured 1-5 cm above the umbilicus at the xiphou-umbilical line.

CPAP intervention

Following confirmation of OSA, all severe and moderate OSA with daytime sleepiness (ESS, >
10) or associated cardiovascular risk factors were treated with CPAP for 8 weeks and effective
pressure was verified initially (Goodknight 420G CPAP, Covidien-Nellcor and Puritan Bennett,

Boulder, USA). Adherence was defined as follows: CPAP used at least 4 h/night during 75% of
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the study nights. Withdrawal criteria included worsening of the clinical symptoms, non-adherence

or voluntary departure from the study.

Laboratory analysis

Blood samples were drawn after an overnight fast, and serum and plasma samples were obtained.
Lipid profiles and glucose, HbA, creatinine and gamma glutamyl transpeptidase (GGT) levels
were measured immediately, using standard enzymatic and colorimetric techniques adapted to a
Modular P-800 autoanalyzer (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). FABP4, FABPS and insulin
levels were determined with commercial ELISA kits (BioVendor—Laboratory Medicine, Brno,
Czech Republic; and Mercodia AB, Uppsala, Sweden) in serum samples stored at -80°C. All of
the samples were analyzed individually and simultaneously. Insulin resistance was calculated
using the homeostasis model assessment method™®. Biochemical assessments were performed at
baseline and at the end of the intervention period.

Statistical analysis

Two-sided p<0.05 obtained with SPSS version 19.0 (Chicago, USA) were considered statistically

significant (Statistics are detailed in the online supplement).

RESULTS

Anthropometry and biochemical baseline characteristics and their correlations to FABP4
and FABP5

The 125 participants were distributed into four categories according the AHI score obtained by
PSG: non-OSA (n=18), mild OSA (n=33), moderate OSA (n=24) and severe OSA (n=50).
Among OSA patients, 49 subjects did not meet criteria for CPAP treatment (including mild OSA
patients and those moderate OSA patients without cardiovascular risk factors or ESS;<10). CPAP
treatment was prescribed to a total of 58 participants, 8 of whom were diagnosed with moderate
OSA with cardiovascular risk factors or ESSy>10, and to all 50 participants with severe OSA
criteria. Among these participants, 2 participants discontinued CPAP treatment and were
excluded from the follow-up study, and 8 participants declined to undergo the follow-up study
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(figure 1). Finally, 48 patients underwent follow-up; among them, 7 had moderate OSA, and 41
had severe OSA. The baseline characteristics of the study participants, distributed according to
the above-mentioned OSA categories, are summarized in table 1 and in supplementary table 1.
We observed a positive association between baseline circulating FABP4 levels and
anthropometric variables and glucose metabolism variables independent of age, gender, BMI and
insulin levels (table 2). Although FABPS5 levels were also associated with weight and waist
circumference, their associations were weaker (table 2). FABP4 levels were more strongly
correlated with SAT than FABPS; however only FABP5 was significantly associated with PIF
(table 2).

Association of circulating FABP4 and FABPS with OSA parameters

Baseline circulating FABP4 levels were higher in OSA patients compared to non-OSA patients
(25.8+9.7 pg/l vs. 19.1 £ 7.9 pg/l, p=0.003) independent of age, gender, BMI and insulin levels.
Higher baseline levels of FABP4 were observed with increasing OSA severity (overall p=0.017)
(figure 2). FABPS levels were similar in the non-OSA and OSA groups (p=0.919) regardless of
OSA severity (p=0.641) (figure 2). Moreover, baseline circulating FABP4, but not FABPS, levels
were associated with specific OSA parameters independent of confounding variables (table 2).
Briefly, FABP4 at baseline was positively correlated with the individual perception of daytime
somnolence (ESS,) (r=0.288, p=0.003) and the verification of OSA alterations by PSG variables
such as the AHI score (r=0.298, p=0.002), the number of obstructive apnea and hypopnea
episodes (r=0.209, p=0.031 and r=0.312, p=0.001, respectively), ODI (r=0.246, p=0.006) and the
sleep time with Sa0, levels below 90% (r=0.334, p<0.001) and 85% (r=0.317, p=0.001) (table 2).
The association between baseline circulating FABP4 levels and sleep time with SaO, levels
below 90% was increased after adjusting for of age, gender and BMI on both variables (r=0.778,
p<0.001) (figure 3). Baseline circulating FABP4 levels were also inversely correlated with SaO,
mean levels (r=-0.411, p<0.001), FEV, (r=-0.565, p<0.001) and FVC (r=-0.622, p<0.001). None
of these parameters were correlated with FABP5 plasma concentrations (table 2 and figure 3).
Moreover, a binary logistic regression analysis revealed that each increment of 1 unit in

circulating FABP4 accounted for a 10.8% increased risk of having OSA (p=0.010). Within OSA
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patients, an increment of 1 unit of circulating FABP4 levels accounted for a 6.2% increased risk
of having severe OSA vs. mild OSA (p=0.020). Both observations were independent of the age,
gender, BMI and insulin values of the patients.

Effect of CPAP intervention on circulating FABP4 and FABPS

At the end of the intervention study (8 weeks), adherence to CPAP treatment was achieved by
83% of the participants (n=48) with a median of 6.0 (5.0 — 7.0) h per night and a mean CPAP
pressure of 8.9 + 2.0 cm H,O

All the participants from the follow-up study showed improvement in their daytime sleepiness
reported by the ESS score, and only 1 of those patients (2%) had an ESS score greater than 10 at
the end of the 8-week CPAP treatment period.

Anthropometry parameters (weight and BMI) changed significantly after CPAP treatment (94.1 +
11.6 kg pre-CPAP vs. 92.7 + 11.5 kg post-CPAP, p=0.013 and 32.9 + 4.5 kg/m’ pre-CPAP vs.
32.5 + 4.5 kg/m’ post-CPAP, p=0.010, respectively). However, no changes were observed
regarding glucose metabolism (data not shown).

The mean FABP4 concentration showed a decreasing trend following CPAP treatment (28.4 £ 9.1
png/l pre-CPAP vs. 27.1 £ 3.8 pg/l post-CPAP, p=0.442) (figure 4), and this reduction became
significant when only the most severe patients (those with a higher AHI score and sleep time with
Sa0, levels <90%, n=14) were taken into consideration (30.7 £ 9.3 pg/l pre-CPAP vs. 27.7 £ 4.4
ng/l post-CPAP, p=0.026). Those patients allocated to received CPAP despite not presenting
daytime sleepiness (ESS(<10, n=20), did not show statistically significant differences in their
FABP4 levels in response to CPAP treatment (26.0 + 8.5 pg/l pre-CPAP vs. 26.9 + 4.0 ng/l post-
CPAP, p=0.218). The FABPS5 plasma concentrations after CPAP were increased [5.7 (4.4 — 7.5

ng/l) pre-CPAP vs. 7.4 (6.3 — 9.4) ug/l post-CPAP, p<0.001] (figure 4).

DISCUSSION

OSA is strongly associated with metabolic syndrome alterations such as hypertension,
dyslipidemia, insulin resistance, obesity and increased cardiovascular risk’” and FABPs are
emerging cardio metabolic risk biomarkers. Our main result is that FABP4 and FABPS5 show
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different biological behaviors in the OSA context. While FABP4 is correlated with OSA presence
and severity and its levels decrease with treatment only in the most severe patients, FABPS is not
associated with OSA parameters and shows increased expression after CPAP.

OSA shares common pathological pathways with that of metabolic syndrome components,
particularly obesity and its associated lipid and glucose metabolism alterations, as well as with
subclinical inflammatory and prooxidant status™. The circulating FABPs released from the
adipose tissue, both from adipocytes and macrophages, have been related to metabolic alterations,
with stronger evidence for FABP4. We observed that OSA patients have increased FABP4
values. This observation is in accordance with a previous publication in the Chinese population'’.
Moreover, our data extend this observation by showing that FABP4 plasma levels increase
significantly with OSA severity. The amount of circulating FABP4 is strongly linked to the
quantity of adipose tissue, mainly the SAT?. However after adjusting the data for BMI and waist
circumference the correlation between both sleep time with SaO, levels <90% and FABP4
remained highly significant. Because FABP4 exhibits higher expression in SAT, the impact of fat
on FABP4 is mainly observed in women; however, our population was 80% men. These
observations suggest that the OSA and FABP4 correlation is highly fat independent. The
association between FABPS5 and corporal adiposity is different. In this cohort of OSA patients,
FABPS5 showed a weak association with SAT but a strong correlation with PIF. Therefore a
different fat distribution could explain some of the differences between FABPs. Another
possibility to take into consideration is that OSA itself could contribute to FABP4 secretion. Both
FABP4 and FABP5 are expressed in lung tissues, mainly in alveolar macrophages™. FABP4 is
also synthesized in peribronchial endothelial cells®. Therefore, a direct pulmonary effect of
hypooxygenation in OSA patients leading to increased FABP4, but not FABPS5, production
cannot be ruled out. Moreover, the FABP changes were independent of BMI supporting a direct
effect associated with OSA alterations. The impact of sleep abnormalities, such as apnea and
hypoxia, on the sympathetic system could be implicated in the observed metabolic alterations.
Surprisingly, CPAP treatment had different effects on FABP4 and FABPS levels. It was expected
that the plasma concentrations of both FABP would decrease after improving oxygenation;
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however, only FABP4 decreased significantly in those more severe patients, which is in
accordance with that previously published data by Sovova et al.'’. Moreover, the FABP4 levels of
those patients that fulfilled the criteria for CPAP treatment but who did not present clinical
daytime sleepiness were not altered after the 8-week CPAP treatment. Barbé et al. have
previously demonstrated that CPAP prescription in OSA patients without daytime sleepiness does
not reduce the incidence of cardiovascular events®. Regarding FABP5, CPAP treatment produced
an enhancement of its circulating levels. This phenomenon may be explained by recent
observations showing that FABPS, but not FABP4, gene expression in adipose tissue is inhibited
by hypoxia’'. Accordingly, improving oxygenation could lead to higher FABPS production in fat.
Moreover, FABP5 concentrations were correlated with PIF, and when FABPS concentrations
were adjusted according to PIF, there was a significant inverse correlation between OSA severity
and FABPS levels. The impact of CPAP on body adiposity has been addressed in some studies,
with inconsistent results. Our data are in accordance with those of other studies®” suggesting an
effect on total fat and VAT.

In our population, there was a significant correlation between baseline circulating FABP4 and
sleep time with Sa0, levels below 90%. In vitro studies have shown that oxidative products
promote FABP4 upregulation®. The repeated episodes of de-oxygenation and re-oxygenation in
OSA, which induce oxidative stress, contribute to inflammation and end-organ injury, thereby
leading to the increased cardiovascular risk associated with OSA®’. It has been reported that
circulating FABP4 directly interferes with myocardial cell function by reducing their
contractibility,” and some preliminary data suggest that FABP4 could alter endothelium

function'®; therefore, FABP4 might contribute to the increased vascular risk observed in OSA.

Limitations of the study

We did not perform a second PSG after CPAP treatment; thus, we could not establish a
correlation between FABP changes and clinical evolution. The only clinical measure of the effect
of CPAP treatment in OSA patients used in this study was EES, which is also commonly used in

clinical practice, and its evolution was associated with changes in FABP4 expression. The sample
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size, particularly in the intervention study, was rather small, complicating the statistical
significance of any changes. Fat distribution was studied by ultrasonography, providing only a
partial assessment of total fat distribution. BMI differences between the OSA and non-OSA

patients hindered interpretation of the results.

CONCLUSIONS

Increases in FABP4 expression are associated with OSA presence and severity, and FABP4 levels
decrease following CPAP treatment in the most severe patients, suggesting that FABP4 is
associated with alterations that occur during OSA. Although metabolically complimentary to
FABP4, FABPS levels are not correlated with OSA, most likely because of the different roles that
these proteins play at the pulmonary level and their different associations with body fat

distribution.
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Table 1 Baseline characteristics of the study population

Variable non OSA mild OSA moderate OSA severe OSA
(n=18) (0=33) (0=24) (n=30) P

Age (years) 43£10 5010 52£10 5010 0.028
Gender (F/M) 7/11 6/27 4/20 8/42 0.191
BMI (kg/m’) 270127 20752 30339 33752 <0.001
Neck circumference (cm) 38.6+3.9 40439 42039 429433 <0.001
Waist circumference (cm) 91.6+8.7 10224132 105.0 +11.1 111.0+9.7 <0.001
SAT, (mm) 102251 11.0244 11854 114259 0.802
VAT (mm) 14.1243 17.1245 164261 158£5.1 0.257
PIF (mm) 36.3£15.6 549218 5872231 71.9+17.9 <0.001
Diabetes (%) 0 9.1 83 12 0.496
Hypertension (%) 5.6 304 29.2 46 0.017

Smoking status (non-/current /ex-

ki ) 722111167 3947212394  41.7120.8/375 28/24/48 0.092
ESS score 6.5%26 0.0+5.0 8.8+4.7 10.7£5.0 0.010
FEV, (1) 33:08 31208 3.0£06 2808 0318
Ve () 41209 40£1.0 4009 3.7£1.0 0.393
FEV/FVC 793+6.0 77062 75.7+172 762+8.7 0.487
AHI score 1.0(03-20) 9.7(63-11.5) 222(16.7-274) 647 (44.8-87.1) <0.001
Sleep time with S20: <90% (%) 01 (0.0-02)  1.0(0.2-2.8) 49(1.6-8.0) 14.0(6.2-345  <0.001
0Dl 03(0.1-0.6) 24(09-58 1L7(73-189) 46.8(24.1-752) <0.001
$a0; mean (%) 95.3(94.0-96.2) 94.5(93.6-95.3) 93.1(92.5-94.5) 92.2(90.2-932) <0.001

OSA, obstructive sleep apnea; BMI, body mass index; SAT, subcutanecous adipose
tissue; VAT, visceral adipose tissue; PIF, preaortic intrabdominal fat; SBP, systolic
blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; ESS, epworth sleepiness scale;
FEV,, forced expiratory volume in the first second; FVC, forced vital capacity;
AHI, apnea-hypopnea index; Sa0O,, oxygen saturation; ODI, oxygen desaturation
index.

The results represent the mean+SD or the median (25™-75"™ percentiles).
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Table 2 Correlations of the adjusted FABP4* and FABPS
levels with anthropometic, biochemical and
polysomnographic variables at baseline

FABP4 FABPS
Variable r p 4 p
Weight 0.458  <0.001 0.202 0.037
Height -0.460  <0.001 0.025 0.797
Neck circumference 0.185 0.056 0.080 0.413
Waist circumference 0.623  <0.001 0.261 0.007
SAT 0.432  <0.001 0.215 0.027
VAT 0.087 0.378 0.117 0.231
PIF 0.177 0.081 0.210 0.038
ESS, score 0.288 0.003 -0.011 0.912
FEV) 0.565  <0.001 0.128 0.208
FVC -0.622 <0.001 0.078 0.448
FEV,/FVC 0.033 0.748 0.127 0.211
AHI score 0.298 0.002 -0.012 0.902
Number of bstructive 599 0031 0000  1.000
apneas

Number of hypopneas 0.312 0.001 -0.043 0.639
i 0334 <0001 0126  0.196
ODI 0.246 0.006 0.033 0.716
Sa0; mean -0.411 =0.001 -0.106 0.277
FABP4 3 - 0.238 0.013

FABP4, adipocyte fatty acid-binding protein; SAT, subcutaneous
adipose tissue; VAT, visceral adipose tissue; PIF, preaortic
intrabdominal fat; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic
blood pressure; ESS, epworth sleepiness scale; FEV,, forced
expiratory volume in the first second; FVC, forced vital capacity;
AHI, apnea-hypopnea index; SaO,, oxygen saturation, ODI,
oxygen desaturation index; GGT, gamma glutamyl-transferase.
*The FABP4 values were adjusted for age, gender, BMI and
insulin levels unless when associations between weight, height,
neck circumference, waist circumference, SAT, VAT and PIF were
studied.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1 Flow-chart of the study design.

OSA, obstructive sleep apnea; CPAP, continuous positive airway pressure.

Figure 2 Comparison of circulating FABP4 (white bars) and FABP5 (black
bars) levels in the serum of the study participants at baseline according to OSA
severity.

FABP4, adipocyte fatty acid-binding protein; FABPS, epidermal fatty acid-
binding protein; OSA, obstructive sleep apnea.

The results represent the mean and SD for FABP4 levels or the median and
25"_75™ percentiles for FABP5 levels.

The FABP4 values were adjusted for age, gender, BMI and insulin levels.

Figure 3 Association of sleep time with SaO, levels <90% with circulating
FABP4 or FABPS levels in the study population at baseline.

FABP4, adipocyte fatty acid-binding protein; FABPS, epidermal fatty acid-
binding protein; Sa0,, oxygen saturation.

The FABP4 values were adjusted for age, gender, BMI and insulin levels.

Figure 4 Effect of CPAP treatment on circulating FABP4 (circles) and FABPS
(squares) levels in OSA patients.

CPAP, continuous positive airway pressure; FABP4, adipocyte fatty acid-
binding protein; FABPS, epidermal fatty acid-binding protein; OSA, obstructive

sleep apnea.
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The results represent mean and the SD for FABP4 levels or the median and
25"_75™ percentiles for FABP5 levels.
The FABP4 values were adjusted for age, gender, BMI and insulin levels.

#p<0.001.
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423 patients were assessed for eligibility

Figure 1 298 were excluded
- 276 met exclusion criteria
182 cardiovascular disease
69 previously diagnosed
chronic iliness
22 bariatric surgery
3 severe alcoholism
- 22 declined to participate

‘ 125 were elegible to enter the study |

A

18 non OSA 107 OSAwgreincIudgdmthe
baseline analysis

SN

58 had criteria for CPAP 49 did not have criteria for
treatment CPAP treatment
8 declinedto continue the study "
2 had CPAP intolerance
48 underwent 8-week CPAP
treatment

48 were includedin the
follow-up analysis

Figure 2
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AVALUACIO DE LA RELACIO
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METHODS
Sleep studies

An oronasal thermistor was used to identify the absence of flow rate during
respiratory apnea events. The measurement of nasal cannula pressure was used for the
coding of hypopnea. If the signals were lost, alternative measurements included the
following: for apnea, nasal cannula and hypopnea by the thermistor. An oximeter, based on a
4-beat exponential average (PureLight technology of NONIN MEDICAL, Inc., Plymouth,
Minnesota, USA), was used. Respiratory movement belts were based on inductive
technology. Manual scoring of sleep and respiratory events was performed by trained
personnel, according to the standard criteria'”. Apnea was defined as an absence of airflow
of 10 seconds or longer, and hypopnea was defined as an airflow reduction (>50%) lasting
10 seconds or longer, with a greater than 3% decrease in oxygen desaturation. Obstructive
sleep apnea was defined as an apnea-hypopnea index (AHI) score of 5 or more events per h.
We included a manual overview of ODI events. ODI was assessed at 3% desaturation. CPAP
titration was performed using an auto-CPAP device, following a validated protocol®.
Laboratory analysis

Blood was collected in EDTA, citrate and serum tubes at 8:00 am after a 10 h
overnight fast. The blood tubes were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes at 4°C within 1
h, and plasma and serum were obtained. Lipids, GGT, HbAlc and creatinine were analyzed
immediately, and plasma and serum aliquots were stored at -80°C until the FABP4, FABPS
and insulin analyses were performed.
Statistical analysis

The normality distribution was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. A
log-transformation was performed before the analyses when the variables exhibited a skewed
distribution. The data are presented as the means + SDs or the median (25" — 75™
percentiles) as appropriate for continuous variables (normally or non-normally distributed,
respectively) and as frequencies for categorical variables. The Mann-Whitney U or %2 test

was used to compare continuous or categorical variables between groups. Spearman’s
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correlation tests were used to analyze bivariate associations. The effects of confounding
variables on FABP4 expression (variables strongly correlated with FABP4 levels) were
excluded by adjusting FABP4 levels for age, sex, BMI, and insulin levels, using a regression
lineal model. The CPAP effect was analyzed using Wilcoxon’s signed-rank test. Logistic
regression analyses were conducted to evaluate the associations of FABP4 and FABP5 with
the presence and severity of OSA. Tertiles of the AHI score (1 to 3) and sleep time with
Sa0, levels < 90% (1 to 3) were calculated in the patients on CPAP treatment. Both
variables were fused into a single variable (2 to 6) to identify the most severe patients, who
were defined as the patients with higher scores (5-6).

RESULTS

Circulating FABP4 levels, but not FABPS levels, were significantly correlated with
age, sex, BMI and insulin levels (Supplementary table 2).

We studied SAT, VAT and PIF because FABP4 is closely associated with total fat
amounts, particularly SAT, which was confirmed in this group of patients. VAT and SAT,
assessed by ultrasonography, were measured in the xiphoid region and were not correlated
with the total fat amount but provide an idea of relative proportions. PIF was more clearly
associated with total visceral fat. In our study, BMI was positively correlated with SAT

(1=0.378, p<0.001), VAT (r =0.320, p<0.001) and PIF (1=0.675, p<0.001).
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Supplementary table 1.

Variable non OSA mild 0SA moderate 0SA severe OSA

(n=18) (@=33) (n=24) (n=50) P
SEP (mmHg) 123+10 12413 126 +13 133+19 0.107
DBP (mmHg) 72£9 76=11 77+13 79213 0.157
FEV1 (%) 06.6 +16.4 80.6 +16.4 86.6 £15.1 S1.1+18.4 0.038
FVC (%) 96.6 +16.8 88.0+138 86.7+13.4 81.0+179 0.030

Sleep time with 520, <85% (%) 0.0 (0.0-0.0)  0.0(0.0-0.2) 0.5(0.0-15  32(00-113)  <0.001
Fasting blood glucose (mmoll) 51 (49-53) 53(4.9-57) 56(5.2-6.1) 55(51-6.0) 0.013

HbAz (%) 52(49-54)  53(51-57) 56(54-5.9) 5.6 (5.3 -6.0) 0.001
Fasting insulin (mU/ml) 50(43-82) T6(.6-113) T6(5.6-109) 103(7.3-194)  0.001
HOMAIR L1(L0-19)  19(11-27) 19(14-31) 25(L7-60)  <0.001
Total cholesterol (mmol/) 50%08 5.0+08 50+11 51%09 0.644
LDL-cholesterol (mmolll) 34408 35407 33409 35409 0.599
HDL-cholesterol (mmolT) 12402 1L1£03 12403 1.0£0.2 0.022
Triglycerides (mmol) 1007-13)  13(09-2.0) 12007-17)  12(1.0-16) 0.071
Creatinine (umol) 7517 80£13 76+13 75:18 0208
GGT (uKatf) 0.33 (0.17-0.53) 0.48(0.33-0.55) 0.44 (0.26-0.58) 0.50(0.33-0.78)  0.039
FABP4 (ngh)* 19179 22.9+10.0 244272 28.5+10.0 0.001
FABPS (ugl) 56(44-98) 57(49-78) 57(49-93) 58(42-74) 0.812

OSA, obstructive sleep apnea; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood
pressure; FEV|, forced expiratory volume in the first second; FVC, forced vital
capacity; SaO,, oxygen saturation. HbAlc, glycated haemoglobin; HOMA-IR,
homeostasis model assessment insulin resistance index; LDL, low density
lipoprotein; HDL, high density lipoprotein; GGT, gamma glutamyl-tranferase;
FABP4, adipocyte fatty acid-binding protein; FABPS, epidermal fatty acid-binding
protein.

The results represent the mean+SD or the median (25th—75th percentiles).

*The FABP4 values were adjusted for age, gender, BMI and insulin levels

Supplementary table 2.
FABP4 FABPS
r p r p
Age 0.257 0.004 -0.064 0.481
Gender -0.466 0.001 0128 0.155
BMI 0.512 <0.001 0.152 0.091
insulin 0.371 <0.001 0122 0.178
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Abstract

Aims Obstructive sleep apnea (OSA) is thought to be associated with an increased risk of
cardiovascular disease. Carotid intima - media thickness (cIMT) is a surrogate marker of
subclinical atherosclerosis. We evaluated subclinical atherosclerosis in OSA patients and

the effect of continuous positive airway pressure (CPAP) treatment on cIMT.

Methods and results We included 125 patients with suspected OSA. After
polysomnography, 107 patients were diagnosed with OSA; 58 of these met the criteria for
CPAP treatment. cIMT was measured by ultrasonography at baseline in all patients and
after 2.1 years of follow up in 50 patients on CPAP and 35 without CPAP treatment.
CPAP adherence was defined as > 4 h/night, for > 75 % of study nights.The average
cIMT was significantly thicker in OSA than in non-OSA patients (665 + 120 vs. 581 + 78
um, P =0.005). Atheromatous carotid plaque was more prevalent in OSA than non-OSA
patients (48 % vs. 2 %, P =0.004). Baseline cIMT did not differ according to OSA
severity. Among OSA patients, the mean cIMT remained stable over time in the group
without CPAP, whereas cIMT decreased markedly in the CPAP group (679 + 122 vs. 631

+ 117 um, P <0.0001).

Conclusion Increased cIMT was associated with the presence of OSA, but not with its
severity and regressed upon CPAP treatment. Our study supports the efficacy of CPAP
treatment in mitigating the cardiovascular risk of OSA patients and suggests that

increased cIMT may be a further indication for CPAP treatment in these patients.

Keywords: obstructive sleep apnea, intima-media thickness, atherosclerosis, continuous

positive airway pressure
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Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a major public health problem, affecting 3-7 % of the
general adult population, and its prevalence increases with age.' > OSA is caused by the
collapse of the upper airway during sleep; this generates recurrent episodes of partial
(hypopnoea) or complete (apnoea) obstruction, resulting in intermittent hypoxemia,
arousals and cardiovascular and metabolic consequences.’ A number of recent studies
have suggested the possibility that sleep apnoea could be a manifestation of metabolic
syndrome, and it is associated with cardiovascular disease.** The relationship between
OSA and cardiovascular risk is challenging to evaluate due to the confounding factors
associated with both entities, such as obesity, age, gender and other cardiovascular risk
factors. The association between hypertension, obesity, lipid alterations and insulin
resistance and OSA is well established.® Continuous positive airway pressure (CPAP) is
the first-line treatment for symptomatic obstruction sleep apnoea, relieving daytime
sleepiness and improving patient quality of life.” Moreover, CPAP treatment has an
important impact on metabolic alterations decreasing cholesterol levels, insulin resistance

. . . 1
and blood pressure, and thus, reducing cardiovascular risk.® 10

The association between OSA and cardiovascular alterations is likely due not to
chance but rather to certain common pathophysiological pathways. Currently, there is
active research focusing on the mechanisms linking both alterations. Previous studies
have demonstrated that repeated episodes of hypoxia and reoxygenation and increased
sympathetic activity during sleep in OSA, could activate different pathways that promote
atherosclerosis, such as oxidative stress, endothelial dysfunction and systemic
inflammation."' Together, all of these factors could contribute to atherosclerosis
progression by causing myocardial infarction and stroke.** Clinical studies focusing on

the role of atherosclerosis in sleep apnoea syndrome are often difficult to interpret
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because OSA patients frequently present numerous cardiovascular risk factors. However,
Drager and colleagues have demonstrated an independent association between OSA and
atherosclerosis.'? Progressive, subclinical arterial wall alterations precede cardiovascular
clinical events, which reflect advanced atherosclerotic disease. Early-stage morphological
abnormalities of the arterial walls can be visualised by B-mode ultrasonography to
measure the carotid intima-media thickness (cIMT). The cIMT is a useful, non-invasive,
reliable and reproducible marker of the degree of subclinical atherosclerosis, and it is
directly correlated with the incidence of cardiovascular events.”> " cIMT above the 75th
percentile adjusted by age and gender is considered a marker of increased cardiovascular
risk. In addition, the presence of plaques is an independent predictor of future
cardiovascular disease.'® Recent studies in patients with OSA and without other
comorbidities have shown that cIMT is increased and correlates with the severity of
OSA, particularly when accompanied by marked nocturnal hypoxemia.'"'® OSA and
hypertension together have additive effects on markers of subclinical atherosclerosis. "
Moreover, although CPAP treatment is not associated with changes in carotid diameter, it

has been suggested to improve early signs of atherosclerosis.*’

The purpose of this study was to evaluate the hypothesis that CPAP treatment in

patients with OSA can improve the carotid IMT.
Methods
Patients

This work is an observational prospective case-control study. We included 125 men and
women, aged 18 — 75, who were referred to the Sleep Disorders Unit of our hospital for
suspected OSA. OSA was diagnosed by overnight polysomnography (PSG) in 107

patients, of whom 85 were followed-up for 2.1 (1.6 — 2.4) years (50 with CPAP and 35
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without CPAP treatment). The exclusion criteria were as follows: ventilatory failure,
previous cardiovascular disease, other major chronic illness, psychiatric disorders or
severe alcoholism. The investigation conformed to the principles outlined in the
Declaration of Helsinki. The study protocol was approved by our hospital ethics
committee and all subjects gave written informed consent. All of the participants received

dietary counselling and sleep hygiene advice at the study enter.
Clinical measurements and laboratory analysis

Anthropometric parameters and blood pressure were measured at baseline and at the end
of the intervention. Forced expiratory volume in the first second (FEV}), forced vital
capacity (FVC) and the FEV/FVC ratio were determined at baseline by simple
spirometry. The Epworth Sleepiness Scale score was calculated”'** at baseline (ESS)
and at the end of intervention period (ESS;); a score of more than 10 was considered

suggestive of excessive daytime somnolence.

Fasting venous blood samples were collected from all participants between 8:00 and
10:00 AM after PSG for lipid profile, glucose, HbA ., creatinine and red blood cell count

measurements, using standard techniques.

Sleep Study

PSG was performed using a computerised diagnostic system (eXea PSG, BITMED,
Zaragoza, Spain). Manual scoring of sleep and respiratory events was performed
according to standard criteria by trained personnel.”> An apnea was defined as an absence
of airflow for 10 seconds or longer and a hypopnoea as an airflow reduction (>50 %)

lasting 10 seconds or longer with a greater than 4 % decrease in oxygen saturation. OSA
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was defined as an apnea-hypopnea index (AHI) score of 5 or more events per hour. The
sleep parameters studied were AHI score, duration of desaturation, arousal index, oxygen
desaturation index (ODI) and lowest and mean oxygen saturation values (Sa0,). Based
on the PSG, OSA severity was classified as 5/h > AHI < 15/h (mild), 15/h > AHI < 30/h

(moderate) and AHI > 30/h (severe).**
CPAP intervention

Following confirmation of OSA, patients with severe or moderate OSA with daytime
sleepiness (ESS, > 10)* or associated cardiovascular risk factors underwent an attended
overnight autoCPAP titration (Goodknight 420G CPAP, Covidien- Nellcor and Puritan
Bennett, Boulder, USA) on the second night of the sleep study. A patient was considered
adherent when CPAP was used at least 4 h/night for 75 % of the nights of the study. The
patients were withdrawn from the study if their clinical symptoms worsened or upon
voluntary withdrawal.

Measurement of Carotid IMT and Plaque

The carotid intima-media thickness (cIMT) was measured on the same day as the blood
samples were obtained at baseline and at the end of the follow-up period, in OSA
patients. We used a My Lab 60 X-Vision sonograph (Esaote S.p.A, USA) with a linear
array ultrasound probe of 7-12 MHz transducer to identify the intimae media complex of
the far wall of the common carotid (CCA) (1 cm proximal to the bifurcation) of the left
and right carotid arteries. Assessment of cIMT was made by radiofrequency of in vivo
images. The images were obtained and measured by a single operator to avoid inter-
observer variability. We averaged the CCA IMT measurements of the left and the right
carotid arteries to obtain the mean cIMT (mIMT). A plaque was defined as a focal

structure of at least 0.5 mm or 50 % of the surrounding IMT value encroaching into the
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arterial lumen, or a thickness > 1.5 mm as measured from the media-adventitia interface

.. . 26
to the intimae lumen interface.

Statistical Analysis

The cIMT was the primary outcome. The data are presented as the mean + SD or median
and interquartile range as appropriate for continuous variables and as frequencies for
categorical variables. Data not normally distributed, as determined using Kolmogorov—
Smirnov test, were logarithmically transformed before analysis. The Mann-Whitney U or
% test was used to compare continuous or categorical variables between groups. The
baseline characteristics of patients with OSA according to the CPAP group assigned were
compared by two-tailed #-tests for continuous variables and Fisher’s exact for nominal
variables. Spearman correlation tests in OSA patients were used to analyse bivariate
associations. The effect of CPAP treatment was analysed using the Wilcoxon signed-rank
test. Linear regression analyses were conducted to evaluate the association between cIMT
changes and CPAP treatment. A sample size of 64 subjects was able to detect a
significant mean difference with an alpha = 0.05 and a detection power of 90%. In all
cases, a two-sided P—value of less than 0.05 was considered to be statistically significant.
Statistical tests were performed using SPSS version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Sample size calculation and 95% CI for Spearman rhos coefficients were obtained using

the MedCalc software version 12.7.0.0 (MedCalc, Belgium).
Results
Study participants

The 125 patients were distributed in four categories according to the AHI score obtained
by PSG: non OSA (n = 18), mild OSA (n = 33), moderate OSA (n = 24) and severe OSA

(n = 50). The baseline characteristics and respiratory parameters of the study participants
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stratified according to the above mentioned OSA categories are summarised in Table 1.
The average cIMT of OSA patients was significantly thicker that of non- OSA patients
(665 £ 120 vs. 581 £ 78 um, P = 0.005). The proportion of patients with atheromatous
carotid plaque was higher in the OSA group than in non-OSA group (48% vs. 2%,

respectively; P = 0.004).

Relationship between cIMT and OSA severity

Baseline cIMT did not differ among OSA severity groups (mild OSA, 652 + 109 um;
moderate OSA, 695 £ 135 um and severe OSA, 659 = 119 pm, P = 0.391). Briefly, cIMT
at baseline was positively correlated with the perception of daytime somnolence (ESSy)
(r=0.238, 95% CI [0.051 to 0.409], P =0.014) and age (r = 0.455, 95% CI [0.291 to
0.594], P <0.0001). None of the variables obtained by PSG in OSA patients showed any
correlation with cIMT values. Plaques were detected in 54% of patients with severe OSA,

38% of patients with moderate OSA, and 45% of those with mild OSA.

Effects of CPAP

CPAP treatment was prescribed to a total of 57 participants, including 50 participants
with severe OSA and 7 with moderate OSA accompanied by cardiovascular risk factors
or ESSy > 10. Among those, 7 patients with severe OSA declined to participate in the
follow-up study (Figure I). The optimal CPAP was 8.9 = 2.0 cm H,O (range: 6 — 14 cm
H,0). At the end of the follow up, 88 % of participants reported adherence to CPAP
treatment, with a median of 4.9 4+ 2.1 (range: 0 — 7 h) hours per night.

Anthropometry parameters (weight and BMI) did not change significantly after
CPAP treatment. However, sleepiness (evaluated by Epworth score) decreased

significantly in the CPAP group (11.4+4.9to 3.3+ 3.1, P <0.001).
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In the CPAP group, the adherent patients (n = 44) showed a striking decrease in
cIMT (690 vs. 626 um, P < 0.0001), whereas the non-adherent patients (n = 6) presented
an increase in cIMT (599 vs. 671 um, P = 0.046). Thus, changes in cIMT were
significantly correlated with CPAP compliance (r =-0.639, 95% CI [-0.779 to -0.439], P

<0.0001) (Figure 2).

Anthropometric and biochemical changes at follow up between the CPAP and OSA

without CPAP treatment groups

Eighty-five OSA patients were followed-up for an average of 2.1 (1.6 — 2.4) years. Of
these patients, 50 were newly treated with CPAP at study entry (43 severe OSA and 7
moderate OSA) and 35 did not use CPAP (13 moderate OSA and 22 mild OSA) (Table
2). However, 22 OSA patients declined to participate in the follow-up study. There were
no significant differences at baseline in demographics and CV risk factors between OSA
patients with and without CPAP. The subjects did not significantly alter the dosage of any

medications used during the study.

The serial mIMT at baseline and at 24 months were 680 + 123 vs. 632+ 118 pm, P <
0.0005 and 666 = 117 vs. 648 £ 110 um P = 0.249 in the CPAP and no CPAP groups,
respectively (Figure 3). The mIMT did not change significantly from baseline to study
follow up in the no CPAP OSA patients. A multivariate analysis performed on the CPAP
group and adjusted for possible confounding factors, showed that the main determinant of

cIMT change was CPAP adherence (Figure 4).

Regarding the presence of plaques, 3 of 13 OSA patients without CPAP and 9 of 27
patients with CPAP presented a striking decrease in cIMT, resulting in plaque regression
(23% vs. 33%). The observed changes were independent of classical cardiovascular risk

factors and pharmacological treatment or weight changes.
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Discussion

In this study, we confirmed that OSA patients have an elevated cIMT, which is a
validated marker of subclinical arteriosclerosis. Our most important finding is that the
cIMT was decreased after two years of CPAP treatment. This observation is further
supported by the finding that only those patients who adhered to treatment showed a
regression; in the non-adherent group, the cIMT increased. Although an association
between OSA and cardiovascular and metabolic risk factors has been demonstrated
previously, the effect of CPAP on cIMT was independent of its impact on cardiovascular

risk factors related to metabolic dysfunction.

Knowledge regarding early atherosclerosis in patients with OSA is scarce, and
factors predicting carotid IMT in these patients are not well defined. The impact of sleep
abnormalities, especially apnoea and hypoxia, on the sympathetic system could be
implicated in some metabolic and vascular alterations. However, the underlying
mechanisms are not completely understood. The demonstration of an independent
association between OSA and atherosclerosis is difficult because the majority of patients
with OSA suffer from metabolic alterations and several risks factors for atherosclerosis,
including hypertension, diabetes and obesity. Conversely, a cross-sectional study
demonstrated an independent association between OSA and atherosclerosis.'> OSA-
related hypoxia and systemic inflammation might be associated with the progression of
atherosclerosis and increased risk of cardiovascular morbidity.'® The present study found
that cIMT was significantly higher in patients with OSA than in non OSA subjects. In
addition, cIMT was significantly correlated with Epworth Sleepiness Scale score and age.
Our study confirmed the results of previous studies, namely that patients with OSA have
an increased predisposition to plaque formation.'” However, our study differed from

previous studies in that patients with hypertension, diabetes or hyperlipidemia were
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excluded because these conditions can increase cIMT. The ratio of plaque formation
reported here was less profound than that in a previous report investigating patients with
OSA and control subjects by Schultz et al.”” Thus, the present data demonstrated that,
even in the absence of multiple risk factors, OSA is associated with a significant degree

of plaque formation.

The atherosclerosis in OSA patients is likely caused mainly by the oxidative stress
associated with the disease. The pathophysiological mechanisms linking both alterations
are not known. The severity of oxygen desaturation is one of the main determinants of
cIMT and plaque occurrence in OSA patients.28 However, in our OSA patients, the
severity of oxygen desaturation was not the best predictor of carotid wall thickness. On
the other hand, we did not find a significant link between the severity of OSA and cIMT.

This is inconsistent with the findings of several previous studies.'”'®

However, one major
limitation of these studies is that they recruited relatively young patients who may not

represent typical patients with OSA. In contrast, Baguet et al. recently observed that

cIMT did not differ among OSA severity groups.”’

This study demonstrates that early atherosclerosis exists in this group of patients and
that CPAP treatment can reverse validated markers of atherosclerosis. Interestingly,
patients assigned to CPAP therapy reverted to intimae-media thickness values that are
within the same range as those of control subjects with no OSA. The magnitude of
reduction in cIMT with CPAP was similar in those patients with no OSA and without

cardiovascular disease.

Therefore, the overall analysis of basal data suggests a direct association between
OSA and cIMT independent of confounding variables. Our prospective results confirm

and reinforce this hypothesis. A clear significant reduction on cIMT was observed after 2
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years of CPAP despite the absence of changes in BMI. Our results are consistent with
those of previous studies that showed that the reduction of cIMT occurred primarily in
the first 6 months and was sustained at 12 months in patients with reasonable CPAP

. 30
compliance.

The decrease in cIMT was paralleled by clinical improvement assessed by the
Epworth test. All studied markers of atherosclerosis were similar in OSA patients with
and without daytime sleepiness, suggesting that the harmful effects of OSA are not

confined to individuals with hypersomnolence.'®

In the CPAP group, we found a significant correlation between CPAP adherence and
a striking decrease in cIMT. The observation of a significant reduction (9 %) of cIMT
after 2 years of CPAP therapy is remarkable. Many studies showed that statins reduced
intimae-media thickness after 6 months of therapy.®'”* Interestingly, CPAP may share
some similarities with the effects of statins. However, poor CPAP compliance is
associated with increased cIMT (12 %) much higher than that observed in OSA patients
without CPAP. This finding may be due to the combination of two main factors: the
persistence of intermittent hypoxia not corrected by CPAP and the fact that untreated
OSA is an independent risk factor for all-cause mortality after long-term follow-up.** In
the OSA subjects who received no CPAP, the mean cIMT did not change significantly

along the study.

The plaque regression in OSA patients with CPAP, independent of classical
cardiovascular risk factors and pharmacological treatment or weight changes supports the
efficacy of CPAP treatment for cardiovascular risk reduction in OSA patients. Several
prospective studies have shown that the plaque presence in the carotid arteries increases

the risk of a coronary event or stroke between 1.8 and 4.1 fold*® .This plaque regression
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associated with the CPAP treatment effect could be explained by the reduction of
arousals, chest effort, intermittent hypoxia and sympathetic activation at night in OSA
patients. These conditions would lead vascular and endothelial repair, limiting the

activation of the inflammatory cascade as a result of the release of free radicals.

Our study has both strengths and limitations that should be discussed. The strengths
include that all cIMT studies were performed by the same person, reducing inter- and
intra-observer variability, and that the follow-up for 2 years with carotid ultrasound is the
longest-term study performed in a population of OSA patients to date. The main
limitations are the study population size and the comparison of two groups of patients
with different OSA severities, with some patients treated and some not. However, the
cardiovascular risk factors did not differ between groups. The only clinical measure of
the effect of CPAP treatment in OSA patients used in this study was EES;, which is also

commonly used in clinical practice.

In conclusion, increased cIMT was associated with OSA but was not correlated with
OSA severity. This study demonstrates that early atherosclerosis occurs in this group of
patients and that CPAP treatment reduced cIMT in OSA patients independently of the
management of other cardiovascular risk factors. Our results support the efficacy of
CPAP treatment in the reduction of cardiovascular risk in OSA patients. Carotid
ultrasonography provided a reliable report of the precocious arteriosclerotic phenomena
in these patients. Our study suggests that the finding of increased cIMT may be a further
indication for CPAP treatment in moderate OSA patients. However, additional studies are

needed before this technique is more widely used in our sleep units.
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Figure Legends

Figure 1 Study flow chart.
Figure 2 Correlation of changes in cIMT and CPAP adherence.
CIMT, carotid intimae-media thickness; CPAP, continuous positive airway pressure.

Figure 3 Carotid intimae-media thickness at baseline (white boxes) and after 2-year

follow-up (striped boxes) in relation to CPAP adherence.

Figure 4 Multivariate regression analyses. Dependent variable: mean intimae-media
thickness change. Introduced variables: hypertension, mean CPAP adherence, BMI, CT

90, AHI. Method: introduce, R%: 0.452, Durbin Watson: 1.745, p=<0.0001.

CPAP, continuous positive airway pressure; body mass index, BMI; CT90, Oxygen

saturation < 90%, % of total sleep time.
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Table I Baseline characteristics of the study population

Variable non 05A mild 054 maderate 054 severe 054 Pralue
n=18) n=33) m=H4 n==0)
Age (years) 4110 0110 210 50£10 0.028
Male gender, n (%) 11(61) 2T(8Y) 0@ 23 0.191
BMI (k') 70127 17152 03zie 337152 <0001
Neck errcumference (em) 386139 404139 20139 419133 <0001
Abdomina] eireumference (cm) 916187 10221132 10502111 1110z97 <0001
SBP (zmafg) 13110 14113 126213 13119 0.107
DBP (mmHg) 7119 7111 Tt13 Tet13 0157
ES5 bazeline score 65126 85150 88147 107150 0010
FEVi (L) 33108 31108 30106 18108 0318
FVC(L) 41109 40110 40109 37110 0393
FEV/FVC 793160 710162 751172 762187 0487
AHT score* 10(03-20) 97(63-115) DI(16T7-274  AT(HB-B811) =000
CT80 Gay* 01(00-02) 10(02-28) 49(L6-80) 140(62-345 <0001
ODF 03(01-08) 24{09-58) 1IL7(73-189)  4638(41-752) <0001
5a0h mean (%)’ 95 (94 - 96) 95 (94-95) 93(93-95) 92 (90-93) =0.001
Fasting blood ghucose (mmel LY 31(49-53) 3348-5T) 56(3.2-61) 35(31-60) 0013
Fastmg wwsulin (mUml ) 50(43-80) T6(46-113) TE(5.6-109) 103(73-194) 0.001
HOMA-TR! 11(10-19) 19(11-27) 19(14-31) 25(L7-60) =6 001
Total cholesterol (mmolL) 50108 50108 50zl 51109 064
LDL cholesterol (mmolL) 34108 35107 33109 35109 0599
HDL cholestero] (mmolL) 12102 11103 12103 L0102 0022
Triglycerides (mmol/L)* 10{07-13) 13(09-20) 1207-17 12(L0-18) 0071
Creatinme (jimol1) 5El7 8tl3 T6x13 TiT18 0208
Unate (imol/L) 138183 3016 3680 368180 0.700
eIMT (um) 581+78 632+ 109 695 £135 639119 0018
Plaques (%) 2 15 9 27 0.016

OSA, obstructive sleep apnoea; BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP,
diastolic blood pressure; pESS, epworth sleepiness scale; FEV, forced expiratory volume
in the first second; FVC, forced vital capacity; AHI, apnoea-hypopnoea index; CT90,
Oxygen saturation < 90%, % of total sleep time; ODI, oxygen desaturation index; SaO,,
oxygen saturation; HOMA-IR, Homeostasis model assessment insulin resistance index;
LDL, low density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein; cIMT, carotid intimae-media

thickness.

"Log-transformed before analysis.
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TABLE 2 Baseline characteristics of the OSA with and without CPAP patients

Variahle CPAP group  No CPAP group Prahie
(m=50) (n=235)

Ape (years) 510+10 S06E7E 0488
Male gemder, n (%) 41(83) 28 (30) 1000
Smoking (%) pi] 14 0135
Hiypertension (%) 48 13 0034
Type 2DM (%) 18 3 0.075
Dryslipidaesmia (%) ] 0 0212
BMI (kzir) 33245 WE+47 0.002
SEP (nmiHE) 1314178 11282113 0004
DBP (mmEg) TREE1LD 11T 0334
Baseline ESS scom 113+40 a5+53 0118
FEV, 1) 18£048 31107 0043
AHI score' 501 (384-858) 118(85-19.0) =0.0001
CTo0 4 138(5.7-30.0) 11{03-30) =0.0001
Sa0, mean (35 07 (90 - 93) 05 (94 -05) =0.0001
HOL cholestero] (mmolL) 11024 L1£03 0.022
LT cholestero] (mmol/T.) 34E09 34x0m 0856
Naon-HOL cholestere] {mmolL) 4+004 41+09 0722
Trighyceridss (mmal L) LO(W-170)  130{080-2.00) 0952
Creatining (omol L) 750%177 717414 0.617
Urate (el L) 3IT31+763 3607 £76.3 0462
€IMT mean yum) 65 +1211 021156 0,506
Plaque (%) ] 37 0.185

OSA, obstructive sleep apnoea; CPAP, continuous positive airway pressure; DM,

diabetes mellitus; BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP,

diastolic blood pressure; ESS, epworth sleepiness scale; FEV, forced expiratory

volume in the first second; AHI, apnoea-hypopnoea index; CT90, Oxygen saturation

< 90%, % of total sleep time; SaO,, oxygen saturation; HDL, high density

lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; cIMT, carotid intimae-media thickness.

"Log-transformed before analysis.
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423 patients were assessed for eligibility

F;gure 1 293 were excluded
- 276 met exclusion criteria
182 cardiovascular diseases
69 previously diagnosed
with chronic ilness
22 bariatric surgery
3 severe alcohalism
- 22 declined to participate

b

¥

1256 were eligible to enter the study

ST

18non 0SA | [33midOSA | | 24moderate 0SA | |  S0severs OSA |

7 declined to
continue in the study

17no criteria 7 had criteria 43 CPAP treatmant
11 mild OSA and 4 for CPAP for CPAP
moderate OSA declinedto % treatment

continue in the stuchy
L J ‘r \

| 2zmigosa] | 13moderae 05 | | 50 05A with CPAP
i l y
35 054 without CRPAP wereincluded in the 50 OSA with CRAP
follows-up analysis CPAP wereincluded in
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Figure 2

200

100—

-100—]

changes in cIMT (um)

-200—

-300 T



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AVALUACIO DE LA RELACIO ENTRE FABP4, FABP5 I EL RISC CARDIOVASCULAR EN PACIENTS AMB LA

SINDROME D'APNEA-HIPOPNEA DURAN EL SON (SAHS)
10. ANNEX II

Raquel Catala Pérez
DIPOSIE Legal s I T GGG g 3 e

Figure 3
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