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Dedicada a en Vicent i a na Mar






Miquel Costa i Llobera

Mon cor estima un arbre! Més vell que l'olivera

més poderds que el roure, més verd que el taronger,
conserva de ses fulles I'eterna primavera

i lluita amb les ventades que atupen la ribera,

que cruixen lo terrer.

No guaita per ses fulles la flor enamorada;
no va la fontanella ses ombres a besar;
mes Déu ungi d'aroma sa testa consagrada
i li dona per terra I'esquerpa serralada,

per font la immensa mar.

Quan lluny, damunt les ones, reneix la llum divina,
no canta per ses branques l'aucell que encaptivam;
el crit sublim escolta de I'aguila marina

o del voltor qui puja sent I'ala gegantina

remoure son fullam.

Del llim d'aquesta terra sa vida no sustenta;
revincla per les roques sa poderosa rel;

té pluges i rosades i vents i llum ardenta,

i, com un vell profeta, rep vida i s'alimenta

de les amors del cel.

Arbre sublim! del geni n'és ell la viva imatge;
domina les muntanyes i aguaita l'infinit;

per ell la terra és dura, mes besa son ramatge
el cel que I'enamora, i té el llamp i I'oratge

per gloria i per delit.

Oh si: que quan a lloure bramulen les ventades

i sembla entre I'escuma que tombi el seu penyal,
llavors ell riu i canta més fort que les onades

i, vencedor, espolsa damunt les nuvolades

sa cabellera real.

Arbre mon cor t'enveja. Sobre la terra impura,
com a penyora santa duré jo el teu record.
Lluitar constant i véncer, regnar sobre l'altura
i alimentar-se i viure de cel i de llum pura...

Oh vida! oh noble sort!

Amunt anima forta! Traspassa la boirada

i arrela dins I'altura com I'arbre dels penyals.
Veuras caure a tes plantes la mar del mén irada,
i tes cangons tranquil-les aniran per la ventada

com l'au dels temporals.
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PRESENTACIO

Aquesta Tesi doctoral s’emmarca dins de 'estudi SYBILA portat a terme per
un equip multidisciplinari de les unitats de son de tres centres de la provincia de
Barcelona: I'Hospital Universitari de Bellvitge, 'Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau i I'Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

L’objectiu de l'estudi va ser avaluar la relacié entre la sindrome d’apnea-
hipopnea obstructiva del son (SAHS) i la disfuncié metabdlica, a través del model
extrem que suposen els pacients amb obesitat morbida amb una elevada

prevalencga de disfuncié metabdlica i també de la SAHS.

La presentacid6 d’aquesta tesi es realitza en forma de compendi de
publicacions de dos articles publicats en revistes internacionals de I'ambit de la
medicina del son i de la medicina respiratoria segons la normativa vigent de la
Universitat Autbnoma de Barcelona (RD 1393/2007 aprovada en junta de govern 2
marg 2011) i pretén aprofundir en la fisiopatologia que regeix la relacié entre la
SAHS, la sindrome metabolica i I'obesitat, aixi com I'efecte del tractament amb
pressio positiva a la via aéria sobre la disfuncié metabdlica en pacients amb SAHS

greu.

L’'estudi a on es descriuen les caracteristiques basals de la poblacio
analitzada, i que va ser publicat pel nostre grup en el European Respiratory Journal
en el 2011, no esta inclos en la presentacio de la actual tesi perd donada la seva

relacio amb els resultats exposats s’inclou en els annexos.
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INTRODUCCIO

1. INTROUDCCIO

1.1. Revisio historica i definicié de la sindrome d’apnea-hipopnea obstructiva
del son (SAHS)

Encara que ja existeixen referéncies en la literatura classica,' Charles
Dickens a la novel-la The Posthumous Papers of the Pickwick club al 1837 va
descriure detalladament Jack, un personatge “formds i gras” que molt
probablement patia les consequéncies d'una sindrome d’apnea-hipopnea
obstructiva del son (SAHS), ja que tal i com es retratava a la novel-la classica,
roncava fortament, tenia una cara pletorica amb edemes periférics, alternava
periodes de son amb menjar, i segons Dickens, tenia una percepcié en general
disminuida. Una clara representacié de les consequéncies d’'una SAHS greu, amb

excessiva somnoléncia diiirna, cor pulmonale i deterior cognitiu.?

Es per aquest motiu que en descripcions cliniques posteriors, es va utilitzar el
terme de la sindrome de Pickwick, en que confluien, el que avui en dia
considerem, dues patologies clarament diferenciades perd que comparteixen
caracteristiques cliniques comunes com son la SAHS i la sindrome d’obesitat
hipoventilaci6. No va ser, pero, fins 1956 quan Burwell va descriure com a
sindrome de Pickwick [l'associacié d’hipercapnia didrna, obesitat morbida,
somnoléncia dilirna, cianosi, policittmia i cor pulmonale® i que actualment
coneixem com a sindrome dobesitat hipoventilacié. Finalment al 1976
Guilleminault va redefinir i ampliar el que actualment coneixem com la sindrome
d’apnea-hipopnea obstructiva del son incloent també la seva ocurréncia en
pacients no obesos i per tant diferenciant-la de la sindrome d’obesitat

hipoventilacié.*

A pesar de que aquesta descripcid clinica i fisiopatologica és recent,
actualment es considera una de les malalties respiratories més prevalents® a la
nostra practica clinica diaria a poca distancia de la malaltia pulmonar obstructiva
cronica.’ Més enlla de les seves conseqléncies cliniques immediates, en les
darreres décades s’ha demostrat que la SAHS és un factor que contribueix
independentment a les malalties cardiovasculars,’” en especial a la hipertensié,8 les

metaboliques com la diabetis mellitus® i a les cerebrovasculars.' Es, per tant, per
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les seves vastes consequéncies, cada vegada més abordada per diferents
especialitats mediques conferint-li un creixent interés multidisciplinari i de salut

publica.

Aquest fet es recull a la darrera definicié que es va publicar a I'any 2005 per
la Societat Espanyola de Pneumologia i Cirurgia Toracica (SEPAR) fruit del
consens de 17 societats cientifiques. Es considera la SAHS com un quadre de
somnoléncia excessiva, trastorns cognitivoconductuals, respiratoris, cardiacs,
metabolics o inflamatoris secundaris a episodis repetits d’obstruccié de la via aéria
superior durant el son."" A més, aquests episodis es mesuren amb l'index de
apnea-hipopnea del son (IAH). Un IAH major de 5 associat a simptomes
relacionats amb la malaltia i no explicats per altres causes, es considera diagnostic
de SAHS."

1.2. Epidemiologia i factors de risc de la SAHS

La sindrome d’apnea-hiponea obstructiva del son és una malaltia molt
prevalent que afecta entre el 4 i 6% dels homes i entre el 2 i 4% de les dones de la
poblacioé adulta, encara que es considera que aproximadament el 24% dels homes
i el 9% de les dones en la poblacié general presenten un trastorn respiratori durant
el son amb o sense clinica associada, la qual cosa suposa un problema de salut

plblica i comporta un elevat cost economic.’'>"

La SAHS es caracteritza per la preséncia durant el son d’episodis repetits de
col-lapse total (apnees) o parcial (hipopnees) de la via aéria superior. Aquests
episodis s’acompanyen de dessaturacions cicliques nocturnes que suposen
episodis d’hipoxia i reoxigenacié (hipoxia intermitent), augment d’activitat simpatica
i canvis de pressid intrapleural.™ La hipoxia intermitent i laugment de l'activitat
simpatica afavoriran I'activacié de vies fisiopatogéniques intermediaries (inflamacio
sistémica, estrés oxidatiu, alliberacié d’acids grassos lliures, disfuncié endotelial i
hipercoagulabilitat) que secundariament produiran un augment de I'aterogénesi,"
el substrat fisiopatologic per al desenvolupament d’hipertensié arterial,> malaltia
cardiovascular,” malaltia cerebrovascular,'® sindrome metabdlica,'® 'augment de la
|.16

mortalitat per causes cardiovasculars i lI'augment de la mortalitat globa

Paral-lelament, i com a consequéncia dels events respiratoris nocturns, es
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produiran despertars corticals transitoris (arousals) que fragmentaran I'estructura
del son, produint un son no reparador, desenvolupant la caracteristica somnoléncia
dilrna, alteracié de les funcions cognitives, deteriorament de la qualitat de via i

augment del risc de patir accidents de transit.""°

Els principals factors de risc que predisposen al desenvolupament de la
SAHS a l'edat adulta son l'edat, el génere masculi i l'obesitat. L’obesitat
incrementa directament el risc de col-lapse de la via aéria afavorit pel diposit de
greix a la mateixa. Altres mecanismes relacionats son la disminucié dels volums
pulmonars secundariament al diposit de greix visceral, la modificacié dels
mecanismes neurals compensatoris i la inestabilitat del centre respiratori (veure

figura 1).%

Acumulacio de
greix subcutani Acumulacio de
greix visceral

Reduccio del

volum pulmonar/»--

Obstruccio de s
la via aéria T Jumer

Figura 1. Factors anatdmics que predisposen als obesos a la SAHS.

No queda clar encara perque els homes tenen més risc de desenvolupar la
SAHS, es creu que principalment es deu a la major tendéncia a patir una
distribucio central del greix quan guanyen pes, la qual cosa afavoriria el diposit de
greix a nivell de la via aéria i també produiria una disminuciéo dels volums
pulmonars.?' Addicionalment, hi ha estudis que indiquen que els homes tenen una
via aéria més allargada i per tant amb més propensié al col-lapse.?? S’ha observat
per altra banda que les dones tenen una millor resposta del centre respiratori
enfront de carregues resistives (major ventilacié6 minut durant carregues

inspiratories resistives).23 L’edat avancada n’és un altre important factor de risc pel
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desenvolupament de la SAHS. Es creu que la gent gran té una major tendéncia al
col-lapse de la via aéria per la pérdua de l'elasticitat tant de la via aéria com del
pulmd, tenint en consequéncia uns volums pulmonars menors. La gent gran pot
tenir també disminuit el llindar d’arousal, produit per una pitjor qualitat de son, i
probablement també tenen per una menor eficiéncia dels musculs dilatadors de la
via aéria.?*%

Altres factors de risc per al desenvolupament de la apnea del son de tipus
etnics, genétics, alteracions anatdmiques craniofacials, la menopausa en les dones
i, finalment, la SAHS també s’ha associat a tabaquisme per mecanismes que no es

coneixen amb exactitud.?’
1.3. Tractament de la SAHS

El tractament amb pressié positiva continua a la via aéria (CPAP) és el
tractament d’eleccio per la SAHS greu o simptomatica. Va ser descrita per primera

vegada l'any 1981.%

Aplicada per via nassal, la pressié positiva a la via aéria
produeix un increment de la pressio intraluminal a la via aéria que contraresta les
forces d’oclusié, també incrementa el volum pulmonar al final de l'espiracio,
estabilitzant d’aquesta manera la traccié caudal del pulmé. El tractament amb
CPAP ha demostrat que és cost-efectiva quan es tenen en compte els beneficis
neurocognitius i cardiovasculars.?® La adheréncia a la CPAP oscil-la entre el 60 i

70%, que és semblant al d’altres tractaments cronics.*

L’objectiu del tractament amb la CPAP sera evitar el col-lapse de la via aéria
superior, eliminar, per tant, els esdeveniments respiratoris nocturns, la dessaturacio
arterial nocturna, normalitzar I'lAH, leficiéncia i estructura del son i, en
consequéncia, millorar la simptomatologia secundaria, la qualitat de son i també la

qualitat de vida.”

La darrera normativa de la SEPAR estableix la indicacié de tractament amb
CPAP en pacients amb SAHS greu (IAH>30) o una SAHS moderada (IAH 15-29,9)
en cas d’haver-hi simptomes o comorbiditat associada. En els pacients amb SAHS
lleu i en els pacients amb SAHS moderada sense simptomes ni comorbiditat es

recomana fer una valoracio individualitzada, ja que hi ha evidéncia que tenir un
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IAH>15 suposa un increment del risc cardiovascular independent dels
simptomes.®' Actualment les alternatives de tractament a la CPAP inclouen la
terapia posicional i els dispositius d’avancament mandibular. Les mesures
higienicodietétiques estan indicades a tot pacient amb SAHS independentment de

la gravetat.®’

1.4. La SAHS i I'obesitat: una relacio bidireccional

Tal i com s’ha comentat al segon apartat d’aquesta introduccio, I'obesitat és
el principal factor de risc per al desenvolupament de la SAHS.?® Estudis
poblacionals longitudinals han estimat que la incidéncia de la SAHS es multiplica
per 6 quan s’incrementa un 10% del pes en comparacié en subjectes amb pes
estable i, per altra banda, la perdua del 10% de pes pot reduir fins a un 26% I'lAH

1.3 Fins el 70% dels pacients amb SAHS tenen obesitat, que normalment és

inicia
una obesitat de distribucié central, es a dir, amb acumulacié de greix a nivell
abdominal i cervical.*®> Es postula que aquesta distribucio del greix suposa una
major carrega mecanica sobre el sistema respiratori, augmentant la pressio tissular
sobre la via aéria, disminuint el volum pulmonar i la traccié caudal de la traquea el
que afavoreix el col-lapse de la via aéria superior. Addicionalment a través de la
secrecio de certes adipocines com la leptina, I'obesitat pot inestabilitzar el control
del centre respiratori.?® L’estreta relacié entre 'acumulacié de greix visceral i la
SAHS va ser descrita per Vogonzas et al., que van detectar que la quantitat de
greix visceral mesurat per tomografia axial computeritzada (TAC) abdominal, tenia
una millor correlacié que l'index de massa corporal (IMC) amb les diferents

mesures de severitat de la SAHS com I'|AH i la hipoxia intermitent.®*

Per altra banda, es possible que la SAHS per si mateixa pugui predisposar a
I'obesitat i empitjorar les seves consequencies. Estudis epidemioldgics prospectius
han demostrat que la disminucié de les hores de son, un dels efectes de la SAHS,
pot predisposar al desenvolupament de I'obesitat.*> S’ha demostrat que els
pacients diagnosticats de SAHS tenen una major dificultat per a perdre pes
respecte a pacients sense SAHS amb el mateix grau d’obesitat.*® Una possible
explicacio és que la somnoléncia i el cansament, simptomes frequents en la SAHS,
s’associen a una reduccié de l'activitat fisica i, per tant a una reduccié de la

despesa energética.37 Un efecte clau en aquesta relacio, és la resposta del teixit
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visceral al tractament de la SAHS. Existeixen estudis positius que van observar
una disminucié significativa del greix visceral després del tractament amb
CPAP.*®*®  Malauradament, aquestes dades no shan pogut confirmar
posteriorment per estudis controlats aleatoritzats. Hoyos et al. en estudi aleatoritzat
amb sham-CPAP, un sistema de CPAP infraterapéutic utilitzat com a control, no
van observar canvis a les 12 setmanes sobre el greix visceral ni perihepatic

1.*° Dos estudis més aleatoritzats controlats fets amb

mesurat per TAC abdomina
posterioritat,*"*? tampoc varen poder demostrar canvis amb el tractament amb
CPAP sobre el greix intraabdominal mesurant per ressonancia magnética nuclear i

TAC abdominal.

En relaci6 aquest efecte bidireccional SAHS-Obesitat, en les darreres
décades s’ha demostrat que la SAHS té un efecte negatiu sobre els diferents
aspectes del metabolisme i que comparteix moltes de les vies per les quals
l'obesitat i, en concret, I'obesitat visceral provoca alteracions metabdliques.
Aquestes alteracions es revisen en els apartats seguents d’aquesta introduccié. Un
fet clau en la majoria de treballs que investiguen la relacié entre la SAHS i les
anomalies metaboliques consisteix a controlar els resultats ajustant-los pel grau
d’obesitat o excloent als pacients obesos. En aquest treball de tesi doctoral hem
optat per estudiar una poblacié extrema en que hi ha un elevat risc de patir tant la

SAHS com les diferents alteracions metaboliques secundaries a I'obesitat.
1.5. La SAHS i la sindrome metabolica

La sindrome metabolica (SMet) constitueix una constel-lacié de diferents
factors metabolics i antropométrics reconeguts com a factors de risc
cardiovasculars. Segons la darrera definicid de la National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel (KNCEP-ATP) lll, la SMet es diagnostica quan,
com a minim, es compleixen tres dels criteris seguents: augment de la
circumferéncia de la cintura com a indicador d’obesitat central, augment de la
tensio arterial, hiperglucémia en deju, hipertriglicéridemia i disminuci6 de colesterol
unit a proteines de baixa densitat (c-HDL).** La definicié de la SMet no ha estat
exempta de polémica, sobretot per la manca d’'una unitat fisiopatogenica entre els
diferents factors que la defineixen.** Pero de fet, la preséncia de la SMet augmenta

la incidéncia de malaltia cardiovascular i diabetis mellitus independentment del
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la produida per causa

risc

cardiovascular progressiu en incrementar-se el nombre de components de la

SMet.*® La SMet és, per tant, una eina Util clinicament, ja que proporciona d’una

manera rapida i amb dades facilment accessibles (dades antropomeétriques i les

obtingudes amb una analisi estandard) una aproximacio del risc cardiometabolic

tant en la poblacié general com en poblacions especialment susceptibles amb

factors de risc cardiovasculars o en poblacions amb obesitat. Existeixen diferents

definicions de la SMet (veure taula 1).** Aquest fet explica algunes diferéncies de

prevalenca entre publicacions, que oscil-len entre el 8% de I'india, i el 24% dels

EEUU en homes i del 7% a Franca al 43% de Italia en dones.*® Pero, una dada

consistent en la literatura és que la SMet esta creixent paral-lelament a la actual

epidémia d’obesitat, independentment del continent i I'étnia.*® La definicié de la

NCEP-ATP Il és actualment la més utilitzada per ser la més simple i de més facil

aplicacio.

TAULA 1. DEFINICIONS DE LA SINDROME METABOLICA

Criteri
d’obesitat

Glucosa basal
deju

Triglicérids

Colesterol
HDL

Pressio
arterial

Addicionals

Organitzacio
mundial de la salut
1999

Diabetis, intolerancia
ala glucosa o
insulinoresisténcia i
dos o més dels
criteris:

IMC> 30 kg/m2
o index
cintura/maluc
>0,9 homes
>0,85 dones

>1,7 mmol/L

<0,9 mmol/L homes
<1,0 mmol/L dones

2140/90 mm Hg
o0 medicacio

Secrecié d’albumina:

220 mcg/min o Rati

albumina/creatinina:
=230 mg/g

Grup europeu per a

I'estudi de la

insulinoresisténcia

1999

Insulinoresisténcia

en pacients no
diabétics i dos o

més dels criteris:

Circumferéncia
cintura:
>94 cm homes
>80 cm dones

26,1 mmol/L

>2 mmol/L

<1,0 mmol/L

2140/90 mm Hg
o medicacid

NCEP-ATP lll
2009

Tres o més dels
criteris:

Circumferéncia
cintura (s’ajusta per
etnia):
>94 cm homes
>80 cm dones

>5,6 mmol/L o Us
de medicacio

>1,7 mmol/L
0 medicacio

<1,0 mmol/L homes
<1,3 mmol/L dones
o0 medicacid

2130/85 mm Hg
0 medicacio

NCEP-ATP llI: National Cholestrol Education Program’s Adult Treatment Panel Il

Federacio
internacional per a
la diabetis 2005

Circumferéncia de
la cintura especifica
per I'étnia i dos o
més dels criteris
seglients:

25,6 mmol/L o
diabetis

>1,7 mmol/L
o0 medicacio

<1,03 mmol/L homes
<1,29 mmol/L dones
o0 medicacio

=2130/85 mm Hg
o0 medicacio
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A pesar que no hi ha un acord amb la base fisiopatologica d’aquesta
sindrome, és considera l'obesitat visceral i la insulinoresisténcia com els seus
eixos vertebradors.* Es creu que el greix visceral juga un paper crucial a través de
I'alliberacié dels acids grassos lliures (FFA) i angiotensina Il. A nivell del fetge, els
FFA produiran un increment de la produccié de glucosa, triglicérids i la secrecio de
lipoproteines de molt baixa densitat. Els FFA també reduiran la sensibilitat a la
insulina a nivell muscular, inhibint la recaptacié de la glucosa mediada per la

insulina.’’

Paral-lelament es disminuira la producciéo de glicogen i per tant es
produira acumulacié intramuscular de triglicérids. L’excés de glucosa, FFA i
angiotensina tindra efectes toxics directes a nivell de les cél-lules B pancreatiques
produint hiperinsulinémia i per tant la insulinoresisténcia.’® Addicionalment, la
hiperinsulinémia pot contribuir directament a la hipertensi6 augmentant la

reabsorci6 de sodi i incrementat el to simpatic (veure figura 2A).%*>*

A
Hipertensio
[ J Colesterol HDL
Triglicérids A Colesterol LDL : K
FFA Insulina Activacio
VLDL - Simpétic‘a
Glucosa ,(/ 5
\ e 5
% ?
fnsulina
@ Glicogen

£ v FFA
Diposit intramuscular
de triglicerids

Figura 2A. Mecanismes que regeixen les alteracions metaboliques en la SMet: Els acids
grassos lliures (FFA) alliberats del teixit adipds i el seu efecte en diferents organs. Factors

anatomics que predisposen als obesos a la SMet.
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A tots aquests mecanismes s’hi sumara l'efecte endocri i paracri
proinflamatori produit pel mateix teixit adipés (veure figura 2B). La produccié per
part dels adipocits i els macrofags derivats dels mondcits existents en el mateix
teixit adipds de Interleucina 6 (IL-6) i el factors de necrosi tumoral alfa (TNF-a)
entre altres, produiran més insulinoresistéencia i lipolisi dels triglicérids
emmagatzemats al teixit adipds, incrementant per tant, els FFA circulants. La IL-6
junt a altres citocines, pot estimular també la produccié de glucosa hepatica i de
colesterol lligat a proteines de molt baixa densitat (c-VLDL), afavorint també la
insulinoresisténcia a nivell muscular.®® Paral-lelament, les citocines i els FFA
estimularan la produccié hepatica de fibrinogen i de I'activador de l'inhibidor 1 del
plasminogen afavorint un estat protrombotic. Addicionalment s’ha associat la
sindrome metabdlica a la reduccié d’adiponectina, una hormona amb efecte
antiinflamatori i potenciadora de la sensibilitat a la insulina, que podria contribuir

per tant a la fisiopatologia de la sindrome.*®

B
Hipertensio
B J Colesterol HDL ®
Triglicerids 1 Colesterol LDL Interleucina-6
FFA \Insulina Activacio
VLDL Simpatica
Glucosa SIS -_A"ﬂ-":‘/’:
TNF-a N 2 d
Interleucina-6 Insulina
Proteina
C-reactiva ; @ Gli
icogen

FFA

| .
\/.
Fibrinogen ‘/ G)
y PAI-1 *-$ Adiponectina

Estat protrombotic Diposit intramuscular
de triglicerids

Figura 2B. Mecanismes que regeixen les alteracions metaboliques en la SMet: Esquema de

I'efecte sobreposat de I'estat proinflamatori sobre la insulinoresisténcia produida pels FFA.
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1.5.1. Associacio entre la SAHS i la sindrome metabolica

La sindrome metabolica és molt prevalent en els pacients amb SAHS amb
percentatges que varien entre el 42% i el 87%.°""° La coexisténcia de les dues
entitats és tan frequent que al final dels anys 90 es va proposar que la SAHS
podria formar part de la SMet en el que es va anomenar com la sindrome Z.*

L’associacio entre les dues entitats s’ha avaluat en grans estudis poblacionals,‘r’g'61

198263 § corroborat per estudis de cohorts® que han demostrat

estudis transversals
una associacio consistent independentment de I'étnia i del continent. Una de les
principals preocupacions d’aquests estudis ha sigut controlar el possible efecte
confusor de l'obesitat en aquesta relacié. Tal i com s’ha desenvolupat a 'apartat
anterior, tant l'obesitat com la resistencia a la insulina son els principals
determinants del desenvolupament de la SMet. Perd, a més, I'obesitat també es
considera el principal factor de risc pel desenvolupament del la SAHS. Per aquest
motiu en el estudis mencionats s’ha fet un esfor¢ especial per controlar I'efecte

confusor de I'obesitat, i ho han fet ajustant aquesta associacié per ''MC®1>%

pel
perimetre de cintura® o per I'index de cintura-maluc.®’ Altres estudis han controlat
aquest factor, comparant a pacients amb SAHS i sense SAHS aparellats per
'IMC,%? o d’'una forma més concreta han ajustat pel greix visceral mesurat pel TAC
abdominal®® o bé, han descartat simplement als pacients amb obesitat.*> En
conjunt totes aquestes aproximacions, i a pesar d’alguns estudis negatius,®>®
coincideixen a trobar una associacié entre la SAHS i la SMet independent de
'obesitat. El nostre grup, en un estudi previ que s’inclou a 'annex d’aquesta tesi
doctoral, va demostrar que inclus en pacients amb obesitat extrema, pacients amb
obesitat morbida inclosos en un programa de cirurgia bariatrica, la SAHS també
s’associava a un pitjor perfil metabolic.®” De fet globalment s’estima que el fet de

patir una SAHS augmenta 5 vegades la probabilitat de patir SMet.

La majoria d’estudis han trobat una associacio significativa entre la SMet i
I'lAH, mentre que I'associacié amb la hipoxia intermitent era lleu o absent. Aquest
resultat difereix dels models animals que suggereixen la importancia de la hipoxia
intermitent i les alteracions metaboliques.®® De fet en els pacients amb SAHS,
I'index de dessaturacions (ID) té una correlacié més important amb el greix visceral
que amb altres index d’obesitat com I'lMC.** Per aquest motiu alguns autors han

proposat que la SAHS es pugui considerar part de la SMet.***® En aquesta linia,
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diversos estudis suggereixen que la presencia del SAHS en pacients amb SMet
establerta contribueix a un major grau d’alteracié metabolica i d’inflamacioé un cop
ajustat pels parametres d’obesitat central, i aquesta relacié és independent de la

somnoléncia.®®

Existeixen diferents questions no resoltes quant a la relaci6 entre la SAHS i la
SMet. Es creu que la SAHS actua com a factor agreujant de I'efecte de I'obesitat
sobre la disfuncié metabdlica, perd no esta clarament definit si existeix un patré
concret de la disfuncié metabdlica associada a la SAHS i si aquest patr6 varia en
funcié del grau d’obesitat, de I'edat o del génere. De fet la major part d’estudis s’ha

portat a terme en homes o amb un clar predomini masculi,'>®%%2

en aquests
estudis I'associaci6 de la SAHS amb la SMet és dona a través sobretot dels factors
obesitat central, hipertensié i hiperglucémia. En l'inic estudi poblacional fins el
moment fet en dones, que en va incloure 400 amb edats compreses entre 20 i 70
anys, es va demostrar que la relacié entre el IAH i la SMet es produia sobretot per
la preséncia de l'obesitat central, la dislipémia i la hipertensio, i en menor grau per

la hiperglucémia.®’
1.5.2. Efecte del tractament amb CPAP sobre la sindrome metabolica.

S’ha demostrat milloria de diferents aspectes del perfil metabdlic després del
tractament de la SAHS, pero la major part no incloien un grup control. Fins el
moment tan sols s’han publicat dos estudis aleatoritzats i controlats que analitzen
I'efecte de la CPAP sobre la SMet en conjunt. Coughlin et al. no van demostrar cap
milloria en el metabolisme glicidic, lipidic ni tampoc en la SMet en un conjunt de 36
pacients amb SAHS greu comparats amb els pacients del grup de sham-CPAP,
perd si una milloria de la tensié arterial.”® Entre les limitacions de I'estudi cal tenir
en compte el curt interval d’intervencio, 6 setmanes amb un periode de rentat entre
les intervencions probablement insuficient (1 setmana), i per altra banda el
compliment baix de la terapia (inferior a 4 hores/nit). Més recentment, Hoyos et al.
en un estudi controlat en una poblacié de SAHS obesos no seleccionats tampoc va
poder demostrar cap efecte de la CPAP sobre la SMet en conjunt, pero un altre
cop els resultats estaven limitats per una baixa adheréncia al tractament.”
Dorkova et al. en un estudi no controlat va plantejar la importancia del compliment

del tractament de la CPAP per obtenir efectes sobre el metabolisme.”" En aquest
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estudi la CPAP reduia significativament el grau de resisténcia a la insulina,
inflamacié, estrés oxidatiu i risc cardiovascular global tan sols en el grup de

pacients que complien el tractament més de 4 hores.”
1.6. La SAHS i les alteracions del metabolisme lipidic

La dislipémia és un dels factors de risc principals per al desenvolupament de
I'arteriosclerosi, base fisiopatologica de la malaltia cardiovascular. L'increment de
la relacié entre els nivells de colesterol lligat a lipoproteines de baixa densitat (c-
LDL) i colesterol lligat a lipoproteines d’elevada densitat (c-HDL) esta associat a un
major risc cardiovascular.” Com que s’ha demostrat que la SAHS actua com un
factor de risc cardiovascular, és d’especial interés estudiar si la dislipémia pot ser

una de les vies a través de la qual la SAHS incrementa el risc cardiovascular.®

Estudis experimentals en animals han demostrat que la hipdxia intermitent
indueix a dislipémia tant en ratolins prims com en obesos, aixi com que la intensitat
de la hipoxia és proporcional a la disfuncié lipidica.?® Addicionalment I'exposicié a
la hipoxia intermitent simultania a una dieta rica amb colesterol indueix
arteriosclerosi aortica, fet que no es produeix per les dues exposicions per

separat.®®
1.6.1. Associacio entre la SAHS i el metabolisme lipidic

En humans, l'estudi de l'associacid entre la SAHS i la dislipémia és
probablement un dels aspectes menys estudiats en relaci6 a les alteracions
metaboliques associades al trastorns respiratoris del son. La major part del estudis
existents no han sigut dissenyats per avaluar el perfil lipidic com a principal
variable, addicionalment cal tenir en compte que molts d’ells estan limitats per la
seva escassa poténcia i per la manca de control de factors confusors tant
importants com la dieta i el nivell d’activitat fisica, al qual el metabolisme lipidic n’és

especialment sensible.”
En el primer estudi poblacional transversal en 4991 subjectes de la cohort del

Sleep Health Heart Study van observar que a mesura que augmentava la gravetat

de la SAHS (mesurada per I'index de pertorbacié respiratoria (IPR)), augmentaven
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els nivells de triglicérids (TG) i disminuien els nivells c-HDL.”® Posteriorment en un
estudi francés fet amb 846 persones grans voluntaries, dissenyat especificament
per avaluar la relacio de la SAHS amb el perfil lipidic, també es va observar que a
mesura que s’incrementava I'lD augmentaven els nivells de TG i disminuien els de
c-HDL. Aquesta relacio era independent de I'edat, del génere i de I'obesitat central.

En canvi I'lAH tan sols s’associava independent a la hipertrigliceridéemia.”®

Aquesta relacio és confirma en diferents estudis clinics realitzats en poblacié
remesa a unitats de son, en que també troben una associacié entre la disminucio
dels nivells de c-HDL i la SAHS independent de 'IMC™ i 'increment de c-LDL i la
SAHS corregida pel diametre de cintura.®> Kono et al. en un estudi aparellat en
pacients no obesos (IMC <30Kg/m2 i area de greix visceral mesurada per TAC
Abdominal <900m2) a pesar de no trobar diferencies entre pacients SAHS i no
SAHS del valors mitjans de TG o c-HDL, van trobar diferéncies significatives amb
el percentatge de pacients amb i sense dislipémia (48% vs 25%, p <0,05).%°
Recentment en una cohort prospectiva de 2081 pacients remesos per
polisomnografia no es va confirmar l'associacié del colesterol total o c-LDL amb
I'ID, perd en contrast la gravetat de la hipoxia intermitent s’associava a I'increment
dels TG i disminucié del c-HDL independent de la SMet i de I'obesitat.”® L’IAH tan
sols s’associava a la hipertrigliceridémia. L’associacio entre la hipercolesterolemia i
la hipertrigliceridémia també s’ha confirmat en pacients amb sospita de SAHS

d’origen asiatic.”®
1.6.2. Efecte del tractament amb CPAP sobre la dislipémia

Els estudis clinics aleatoritzats, especialment si utilitzen la sham-CPAP, soén
crucials per a estudiar l'efecte del tractament sobre els diferents aspectes
metabolics ja que pel sol fet de ser diagnosticats de SAHS i d'iniciar tractament
amb CPAP pot comportar canvis d’estil de vida especialment sobre I'activitat fisica
i la dieta. El primer estudi i amb una major grandaria mostral (n=220) va demostrar
una disminucio significativa del nivells de colesterol total després d’un mes de
tractament amb CPAP en pacients amb somnoléncia, SAHS greu i obesitat grau
11).”® Aquest efecte no es va poder confirmar quan es va comparar amb el grup de
CPAP subterapéutica. En dos estudis posteriors tampoc es van observar canvis en

poblacié semblant amb obesitat greu al mes i tres mesos de tractament.”*® Cal
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remarcar que en aquests dos darrers estudis I'is de la CPAP va ser inferior a 4
hores. En un tercer estudi fet amb una poblacié amb SAHS greu simptomatica pero
amb obesitat més moderada, després d’'un periode de 4 mesos de tractament
tampoc es van veure canvis en el perfil lipidic.®" En el 2010 Lam et al. tampoc van
poder demostrar cap efecte sobre el metabolisme lipidic a la setmana de
tractament amb CPAP, pero, en canvi, al seguiment dels pacients 11 setmanes
més, en un disseny d’estudi obert, si que van detectar disminucié de TG i del

colesterol total en pacients amb IMC per sota de 25 kg/m?2.*°

Tampoc es van obtenir canvis en el perfil lipidic en un altre model d’estudi
utilitzat per Kohler et al. que consisteix amb la retirada del tractament durant 2
setmanes, mentre que es va demostrar que en retirar el tractament amb CPAP
augmentaven els nivells de les catecolamines en orina, no es van veure canvis en

els nivells de lipids.®

Per tant els estudis mencionats demostren un escas efecte de la CPAP sobre
el perfil lipidic en condicions basals. Recentment Phillips et al. van publicar I'inic
assaig terapéutic controlat amb CPAP amb resultats clarament positius. En aquest
estudi van estudiar les corbes de concentracié de lipids cada 3-4 hores durant 24h
en 29 pacients, observant una disminucié molt més marcada dels TG postprandials
en els pacients als 2 mesos de tractament amb CPAP terapéutica comparada amb
la sham-CPAP.® Aquest fet podria ser remarcable ja que els nivells de TG

postprandials estan associats a un augment del risc cardiovascular.®
1.7. La SAHS i la esteatosis hepatica no alcoholica

La esteatosis hepatica no alcoholica (NAFLD), és 'acumulacié excessiva de
lipids principalment en forma de triacilglicerols en el fetge de pacients en que s’ha
descartat el consum d’alcohol en excés. La NAFLD és la hepatopatia més
prevalent i la causa principal d’elevacié de les transaminases. La NAFLD inclou el
fetge gras simple i la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). La NASH pot
evolucionar a cirrosi post-NASH (20% dels casos) i a carcinoma hepatocel-lular. La
prevalenga de les dues entitats augmenta proporcionalment amb el grau

d’obesitat.®®
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Avui en dia es considera l'esteatosi hepatica com una manifestacio de
resisténcia a la insulina i una part important de la SMet.®® Encara que la seva
fisiopatologia és complexa, es creu que la evolucié de la NAFLD a NASH es deu
inicialment a que la obesitat visceral i la insulioresisténcia augmenten el flux de
acids grassos lliures (FFA) cap el fetge on serviran de substrat per a la sintesi i
acumulaciéo de TG. Posteriorment una segona noxa com l'estrés oxidatiu o la

peroxidacid lipidica iniciarien un estat inflamatori progressant a la NASH.#’

D’aqui que els darrers anys ha crescut I'estudi de la relacié entra la SAHS i la
NASH, ja que la hipoxia intermitent cronica a través de l'alliberacié de radicals
lliures podria activar el desenvolupament de NAFLD i accelerar la seva progressio
a NASH. Estudis realitzats en animals han demostrat que, de fet, la hipoxia
intermitent produeix acumulacié de TG a nivell hepatic,®® i és capac d’estimular la
sobreexpressidé de gens lipogénics, atenuar la regulacié del metabolisme lipidic i

reduir la sensibilitat a la insulina.®

Juntament als factors de risc classics com la diabetis, I'obesitat i la
hiperlipémia, el SAHS ha sorgit com un causa de NAFLD. Després de I'ajust pels
confusors, el SAHS greu ha demostrat ser un bon factor predictor de I'elevacio dels
nivells de transaminases hepatiques.’®®' En estudis oberts abans-després del
tractament amb CPAP, s’ha demostrat que un dia de tractament millora els nivells
de transaminases i aquestes es mantenen al cap de 6 mesos.* Tractaments amb
CPAP a més llarg termini (2 - 3 anys) també van demostrar milloria de la esteatosi
valorada per TAC abdominal i corroborada per la milloria de les transaminases.*
Pero els dos unics estudis aleatoritzats controlats no van poder reproduir aquest
efecte.*’® Val a dir que es tractaven de pacients amb nivells de transaminases
quasi dintre de la normalitat. Pero I'elevacio dels enzims hepatics no es tradueix
necessariament amb la preséncia de NAFLD/NASH. Per al seu diagnostic es
precisa biopsia hepatica, la qual cosa limita molt la possibilitat d’explorar I'efecte de
la SAHS directament sobre les cél-lules hepatiques. Fins ara tan sols 2 estudis han
analitzat la histologia hepatica en relacié a la SAHS.*"* En els dos casos es
tractava de pacients obesos morbids en els quals s’havia obtingut una bidpsia
hepatica en el moment de la cirurgia bariatrica. Els dos estudis van demostrar una

forta associacio entre la severitat de la hipoxia i I'esteatosi i fibrosi hepatica.
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Recentment s’han desenvolupat noves técniques no invasives prometedores
Steatotest© NASHtest© i Fibrotest© per avaluar I'esteatosi, I'esteatohepatitis i la
cirrosi respectivament. En una cohort de 220 pacients SAHS amb diferents nivells
d’obesitat, la gravetat de la hipdxia es va associar amb I'esteatosi mesurada amb
el Steatotest©.”® Queda encara per analitzar la resposta al tractament de la CPAP

de la esteatosi mesurada amb aquests nous tests.
1.8. La SAHS i les alteracions del metabolisme glucidic

La International Diabetes Federation estima que 246 milions d’adults tenen
diabetis mellitus, i atés l'increment progressiu de I'obesitat podrien arribar a patir
diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) fins a 380 milions al 2025. La diabetis és la causa
del 6% de la mortalitat global i s’estima que el 50% de les morts associades a la
DMT2 estan causades per malalties cardiovasculars.’® En la darrera década s’ha
anat acumulant evidéncia de que la SAHS s’associa a alteracié del metabolisme
glucidic.’” La recerca dels darrers anys s’ha centrat a contestar les preguntes
cliniques de si 'apnea del son predisposa a l'alteracié glucidica independentment
de l'obesitat, si té un efecte sinérgic negatiu sobre el metabolisme glucidic i les
seves complicacions a llarg termini i si el tractament de la SAHS pot revertir part
d'aquestes alteracions.®®® La DMT2 i les diferents alteracions del metabolisme
glucidic es poden definir d’acord a distints criteris i per diferents métodes que van
des de l'alteracié de la glucémia basal en deju,'® passant per la intolerancia oral a
la glucosa mesurada pel test de sobrecarrega oral a la glucosa i la
insulinoresisténcia (tant mesurada per métodes simples com el HOMA-IR com pel
laborids clamp hiperinsulinémic euglicémic),'®"'% fins a la diabetis establerta. A la
taula 2 es descriuen les definicions de les diferents alteracions del metabolisme
glucidic que han sigut utilitzats en els estudis que exploren la associacié entre la

SAHS i el metabolisme glucidic.
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TAULA 2. METODES | DEFINICIONS DE LES DIFERENTS ALTERACIONS DEL

METABOLISME GLUCIDIC

Glucosa basal en deju (FPG)

Hemoglobina glicosilada A1c
(Hb A1c)

Homeostatic model
assessment index of
insulinresistance. (HOMA-IR)

Test de tolerancia oral a la
glucosa (TTOG)

Glucosa en sérum
mesurada en deju

Determinada en una mostra
sanguinia mesura el control
glucidic durant 2 - 3 mesos

Producte normalitzat de glucosa i
insulina en deju utilitzant la formula
(Insulina sérica x glucosa
sérica)/22,5

El test de tolerancia oral a la
glucosa es realitza després de
com a minim 8 hores de deju,
s’administra una sobrecarrega
oral de 75g de glucosa dissolta

en aigua

Glucosa en deju alterada (IFG)
Glucosa basal en deju entre 110
y 126 mg/dI
Diabetis: Glucosa basal en deju
2126 mg/dl o 7 mmol/L
(ADA 2010)

Diabetis: Hb A1c > 6,5%
Prediabetis Hb A1c de 5,7 a 6,4%
(ADA 2010)

Estimacio de la
insulinoresisténcia validada
contra el clamp hiperinsulinémic
euglicémic. Mesura el grau de
insulinoresisténcia
(Mathews 1985)

Tolerancia a la glucosa normal:
Glucosa plasmatica a les 2h
<140 o <7,8 mmol/L
Alteracio6 de la tolerancia a la
glucosa: Glucosa plasmatica a les 2h
entre 140-199 mg/dl o0 7,8-11,1 mmol/L
Diabetis: Glucosa plasmatica a les 2h
del TTOG 2200 mg/dl 0 211,1 mmol/L

(ADA 2010)

Sensibilitat a la insulina quantificada
per via infusié endovenosa de
glucosa i insulina mesurant sota un
estat de euglucémia

Es la técnica de referéncia per
mesurar la insulinoresisténcia
(De Fronzo 1979)

Clamp hiperinsulimeénic
euglicéemic

1.8.1. Associacio entre la SAHS i la intolerancia a la glucosa/insulinoresisténcia

La intolerancia a la glucosa (IGT) es considera un estat prediabétic reversible
que és un potent factor de risc per a la progressio a la diabetis i per al
desenvolupament de malaltia cardiovascular.'®'** El concepte d’intolerancia de la
glucosa en deju (IFG) es va introduir a 'any 1997 per la American Diabetes
Association com un analeg més simple del test de tolerancia oral a la glucosa
(TTOG)." La IFG identifica un subgrup de poblacio de risc diferent que la IGT pel
desenvolupament de diabetis i amb menys risc de malaltia cardiovascular.’® Aixd
es deu a que probablement utilitza altres vies fisiopatologiques. La IFG és el
metode més senzill i ampliament utilitzat. La resisténcia a la insulina és, en canvi,
la via fisiopatoldgica principal que conduira finalment a la diabetis establerta.'? Es
consideren per tant, 3 mesures d’estats prediabétics que aporten informacié
complementaria i tenen un interés especial per ser modificables. La seva correccio

suposa la possibilitat de prevenir també la morbimortalitat associada a la DMT2.
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Existeixen amplis estudis poblacionals transversals que han demostrat
I'associacio entre la insulinoresisténcia i la intolerancia a la glucosa, tant en deju
com després de la sobrecarrega oral a la glucosa, amb la SAHS. Els estudis
mencionats han demostrat que aquesta associacid és independent del

génere,'” "% de I'etnia,'®""® de I'edat i del grau d’obesitat.""*

El Sleep Heart Health Study que inclou una poblacié de 2656 individus, va
demostrar que la hipdxia (valorada per la saturacié mitjana nocturna) s’associava a
intolerancia a la glucosa independentment de I'edat, del génere, I'MC i la
circumferéncia de la cintura.'® La gravetat de la SAHS mesurada amb I'|AH també
s’associava al grau de insulinoresisténcia després d’ajustar per I'obesitat. Més
recentment es va demostrar amb la mateixa cohort que la magnitud de I'associacié
entre el trastorn respiratori del son i la IFG, IGT i la diabetis era semblant tant en
pacients amb normopés com amb sobrepés.'* Theorell-Hagléw et al. en un estudi
fet en 400 dones van demostrar que la SAHS s’associava independentment a una
disminucié de la sensibilitat a la insulina mesurada per I'index de sensibilitat a la
insulina (ISI), calculat pel TTOG."® En un estudi longitudinal poblacional, Linberg
et al. van demostrar que la presencia de la SAHS s’associava al deteriorament de
la sensibilitat a la insulina en el seguiment a 11 anys.'"® La gravetat del la hipoxia
intermitent (mesurada per I'ID) s’associava a una disminucié de 'lSI i a un augment

de FTHOMA-IR, mentre que I'|AH sols s’associava a 'increment de 'THOMA-IR.'"

La majoria d’estudis clinics fets en poblacié derivada per sospita de SAHS
confirmen aquesta associacié®®''®"'?” amb tan sols alguns estudis negatius.' "%
En poblacions de pacients derivats per estudi a unitats de son, els pacients amb
SAHS tenien més alteracié de la glucosa basal i més diabetis independentment de
Iobesitat i 'edat.’”* S'ha descrit també un augment de la IR i la IGT independent

62,118,120,121 H122,121 |

del pes i una relacié inversa entre la insulinoresisténcia i I'lA
''D."" Addicionalment, Barcelo et al. després de comparar 2 grups de pacients
amb SAHS amb i sense somnoléncia van suggerir que la hipersomnoléncia dilrna
podria ser un marcador de risc de desenvolupar alteracions del metabolisme
glucidic.127 Van observar que els pacients amb somnoléncia (mesurada per escala
de somnoléncia de Epworth i test de laténcies multiples) presentaven nivells sérics

de glucosa i insulina superiors.'®
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1.8.2. Associacio entre la SAHS i la diabetis mellitus tipus 2

La prevalenca de la SAHS, entre els pacients amb DMT2 oscil-la entre 86% i
58% segons els estudis poblacionals més importants fets en pacients diabétics i
utilitzant la polisomnografia com a eina diagnéstica.”'** La prevalenca més
elevada correspon a I'estudi multicéntric fet en una poblacié de 305 diabétics amb
obesitat, Sleep-AHEAD."™®® Mentre que la prevalenca més baixa, del 58%, és

'observada pel Sleep Heart Health Study,™"

coneguda cohort multicéntrica que
incloia pacients de major edat, menys obesos, on el criteri de DMT2 era la de
'autodeclaraci6 i s'utilitzava un criteri estricte de hipopnea (dessaturacié del 4%).
Aronsohn et al. en un estudi fet a la consulta de endocrinologia/atencié primaria en
60 pacients diabétics consecutius, van trobar una prevalenca de SAHS de 77%. En
aquest cas es tractava de pacients més joves (57 anys) amb una obesitat menys
greu (IMC=34), pero utilitzant un criteri d’hipopnea menys estricte amb una

dessaturacié del 3%."°

De forma inversa multiples estudis, tant poblacionals com clinics, han estimat
que la prevalenca de DMT2 en pacients amb SAHS oscil-la entre el 15 - 30%
dependent de la poblacié estudiada, de la gravetat de la SAHS i del métode utilitzat
per definir la DMT2.2114122136143 | 5 major part d’aquests estudis van utilitzar
definicions validades de DMT2 basades en dades de la glucosa basal o del test de
tolerancia oral a la glucosa, mentre que alguns d’ells van emprar definicions menys
estandarditzades basades en I'autodeclaracié de DMT2 o 'us d’antidiabétics orals.
Els estudis van trobar una associacio significativa després d’ajustar els resultats
pels principals factors de risc que comparteixen ambdues entitats, incloent 'lMC o
altres mesures d’obesitat central. En dos d’aquests estudis, I'associacidé es perdia
després de controlar per factors de confusio.®®' S’ha demostrat també
I'existéncia d’'una relacié estadisticament significativa entre la gravetat de la SAHS
i la prevalenca de DMT2.%1%.1401%4 G3| destacar, per la seva grandaria mostral, els
resultats de la European Sleep Apnoea Cohort (ESADA), atés que van analitzar
7000 pacients procedents d’aquesta cohort multicéntrica i multinacional que inclou
pacients de tot Europa, d’lsrael i de Turquia. En aquesta cohort el diagnostic de
SAHS greu (IAH>30) es va associar amb el risc de tenir DMT2, definida pel nivell
d’hemoglobina glicosilada (HbA1c), un cop ajustat per [lobesitat, I'edat,
comorbiditats i I'tis de medicacié (OR ajustat = 1,87; 95% IC, 1,45-2,42).""
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La hipersomnoléncia dilrna, també s’ha hipotetitzat com a mediadora entre la
associacio de SAHS i DMT2. En aquest sentit, Ronksley et al., van trobar que
I'associacié entre SAHS i DMT2 tan sols es donava en pacients amb SAHS greu i
somnoléncia dilirna, definida per una escala de Epworth superior a 9 punts.™' Val
a dir que de moment no s’ha comprovat aquesta hipotesi amb mesures objectives

de somnoléncia com podria ser el test de laténcies multiples.
1.8.3. Associacio entre la SAHS i la incidéncia de la diabetis mellitus tipus 2

A més de demostrar-se aquesta relacié en estudis transversals, 7 estudis
longitudinals prospectius han analitzat la incideéncia de DMT2 en els pacients amb
SAHS. De fet, en la cohort de Wisconsin es va observar que la presencia de SAHS
(IAH 2 15) augmentava el risc de patir DMT2 després d’un seguiment de 4 anys.®
Perd aquest risc no era estadisticament significatiu en ajustar pel grau d’obesitat,
pel génere i per 'edat. En canvi, en el Busselton Health Study, fet a Australia la
SAHS augmentava el risc de patir DMT2 també amb un seguiment a 4 anys i
aquest es mantenia en ajustar pel diametre de cintura (HR: 13, IC 95% 1,6-114)."*°
Aquests darrers resultats s’han d’interpretar amb cautela per 'ampli interval de
confianga i la menor grandaria mostral (n=299). Botros et al. van trobar també una
associacio independent entre la SAHS i la DMT2 incident després d’ajustar per
edat, génere, raca, IMC, glucosa basal en deju i inclius ajustant pel canvi de pes
durant el seguiment de 2,7 anys."™” En dividir els pacients per quartils de gravetat
de la SAHS, el fet de estar en els 3 darrers quartils (IPR > 8) augmentava la
incidéncia de DMT2 (HR: 1,43, IC 95% 1,10-1,86)."" Celen et al. en un estudi
clinic fet amb 168 pacients amb un seguiment mitja de 16 anys van trobar una
major incidéncia de DMT2 en els pacient amb SAHS pero tant sols en dones.'? En
canvi, en un estudi poblacional més recent fet a Suécia amb una cohort de 141
homes sense DMT2 coneguda i amb un seguiment mitja d’11 anys, van observar
que aquesta relacio no era exclusiva de les formes més greus ja que l'increment de
la gravetat de la dessaturacions nocturnes era un factor predictor del
desenvolupament de DMT2 (HR: 4,4, IC 95% 1,1-18,1) després d’un rigords ajust
pels factors confusors (edat, IMC, HTA inicial, diferéncia d’IMC inicial-final i anys
de tractament amb CPAP)." Finalment, aquesta associacié, també es va
confirmar en un estudi asiatic fet amb 4000 individus de mitjana edat, on es va

observar que la hipdxia intermitent estava associada a un increment del risc de
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desenvolupar DMT2 als 3 anys de seguiment.'* El valor global de les esmentades
evidéncies va ser avaluat per una metanalisi que incloia els sis darrers estudis amb
5953 participants i un seguiment mitja de 2,7 - 16 anys.147 Van concloure que la
SAHS moderada-greu s’associava a un major risc de patir DMT2 (Risc relatiu 1,63;
IC 95% 1,09-2,54) en comparacié amb I'abséncia de SAHS.™ En canvi, els
pacients amb SAHS lleu no van mostrar un risc superior als no SAHS (Risc relatiu
1,22; IC 95% 0,91-1,65). La principal limitacié d’aquests estudis va ser I'escassa
incidéncia de nous casos de diabetis.'*” D’aqui ve el valor de la darrera publicacio,
en que es va demostrar una incidéncia acumulada de DMT2 de 9% (IC 95%: 8,4—
9,8%) en una cohort historica en que es van avaluar 8678 pacients no diabétics,
amb un seguiment mitja de 67 mesos."® En aquest estudi els pacients amb SAHS
greu (IAH>30) tenien un 30% de probabilitat de desenvolupar DMT2 definida en

base dels registres nacionals.'®

Per tant, I'evidéncia constatada per estudis transversal demostra que hi ha
una major prevalenga de DMT2 en els pacients amb SAHS i, aquesta és
independent dels factors de risc que tenen les dues malalties en comu. Encara que
escassa, hi ha evidéncia que indica que la SAHS pot afavorir el desenvolupament
de la DMT2.

1.8.4. Efecte de la SAHS sobre el control glicemic dels pacient amb diabetis

mellius tipus 2

Un aspecte rellevant és també I'efecte que pot tenir la SAHS sobre el control
de la DMT2 ja establerta i en concret sobre el control glicémic. En un primer estudi
amb 279 pacients diabétics no es va trobar una associacio significativa entre la
SAHS i el control de la DMT2 a través de 'Hemoglobina glicosilada (HbA1c)."** En
aquest estudi es va fer polisomnografia per al diagnostic de la SAHS tan sols en el
22% dels pacients, i la durada dels estudis nocturns va ser curta, aproximadament
d'unes 4 hores. Posteriorment Aronsohn et al. van realitzar polisomnografia
complerta (amb més de 7 hores de registre) a 60 pacients reclutats en una clinica
de diabetis. El 77% d’aquests pacients van presentar una SAHS, " la gravetat de
la qual s’associava a un increment dels nivells de HbA1c després de I'ajust rigoros
per les variables cliniques i antropométriques (incloent medicacions, obesitat i

nivell d’exercici). Els pacients diabétics amb SAHS tenien una mitjana ajustada de
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HbA1c 3,69% superior als pacient no apneics.”™ Cal destacar que la magnitud
d’aquesta associacié és comparable, com a minim, a la diferéncia aconseguida
pels antidiabétics orals utilitzats habitualment. A I'analisi multivariant, la HbA1c
també es va correlacionar de forma significativa amb I'l[AH i a altres variables de
son. Si tan sols s’analitzaven les primeres 4 hores de son aquesta associacié no es
mantenia, la qual cosa fa pensar que el temps de son i probablement el
percentatge son REM pot influir en aquesta relacié. Aquests resultats es van
confirmar per dos estudis clinics posteriors.'**"*° Fendri et al. en un estudi clinic fet
en 26 pacients amb sobrepés-obesitat, i DMT2, van monitoritzar la glucosa
transcutania de forma continua durant la nit i van comprovar que els pacients amb
SAHS tenien la glucosa nocturna un 38% més elevada quan es comparava amb

els pacient que no tenien SAHS, independent de I''MC."*°

Recentment, 'esmentada cohort europea ESADA va corroborar aquests
resultats en 1100 pacients diabétics, en els quals van trobar que l'increment de la
gravetat de la SAHS augmentava la probabilitat de tenir un mal control glicemic
(HbA1c >7%)."" Els pacients amb una SAHS greu tenien una OR de 2,02 (IC 95%,
1,11-3,66) per un pitjor control de la diabetis, un cop ajustat pels principals factors
de confusio.”' De la mateixa manera la mitjana de la HbA1c entre els pacients
diabétics augmentava amb l'increment de la gravetat de la SAHS de 6,76% (IC
95%, 6,39-7,13) en els pacients sense SAHS a 7,48% (IC 95%, 7,18-7,79) en els
pacients amb SAHS greu o moderat.”*' En conjunt, per tant, hi ha evidéncia de que
tant la presencia com la gravetat de la SAHS pot estar associada a un pitjor control
glicémic, i aquest fet pot tenir importants implicacions en el maneig del pacient

diabétic.
1.8.5. Efecte del tractament amb CPAP sobre el metabolisme glucidic

Un cop revisades les evidéncies publicades sobre la relacié entre la apnea
del son i el metabolisme glucidic, un pas indispensable per discernir i diferenciar
possibles associacions marcades per multiples covariables, és valorar I'efecte que
pot tenir el tractament de la SAHS sobre la incidéncia, control i sobretot pel seu

efecte sobre estats prepatologics que conduiran finalment a una DMT2 establerta.
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1.8.5.1. Efecte del tractament amb CPAP sobre la prediabetis

Hi ha nombrosos estudis oberts que han demostrat un efecte positiu de la
CPAP sobre el metabolisme glucidic en pacients no diabétics.”"*" En un estudi no
controlat, Harch et al. van ser dels primers en observar una milloria en la
sensibilitat a la insulina mesurada per la prova de referencia, el clamp
hiperinsulinémic euglicémic, després de dues nits de CPAP."" Yang et al. en un
metaanalisi en que van incloure 15 estudis, la major part d’ells no controlats, va
demostrar una millora del HOMA-IR amb la CPAP, perd en canvi no van trobar
efecte sobre els nivells de glucosa basal.’ Tal i com he comentat en I'apartat del
metabolisme lipidic, I'estudi dels efectes del tractament amb estudis aleatoritzats
controlats és crucial, atées que el metabolisme glucidic, igual que el lipidic, és
extremadament sensible als efectes de I'exercici fisic, la dieta i les modificacions
de l'estil de vida, que actuen com a factors confusors. Actualment existeixen sis
estudis controlats que avaluen l'efecte de la CPAP sobre la prediabetis amb
resultats menys optimistes. Coughlin et al. en un estudi controlat creuat, no van
trobar canvis en el HOMA-IR, en una poblaci6 de pacients homes obesos
caucasics i amb una SAHS greu, després de 6 setmanes de tractament amb CPAP
comparat amb sham-CPAP.70 Posteriorment Hoyos et al. tampoc van trobar cap
diferéncia en el HOMA-IR en un estudi aleatoritzat controlat després de 12
setmanes de tractament, en una poblacié no seleccionada de pacients obesos amb
SAHS.*° Si que van trobar canvis en I'index IS tan sols en els pacients complidors
de la CPAP (>4h/nit).*° Es important remarcar que tant en I'estudi d’'Hoyos et al.
com en el de Coughlin et al. 'is mitja de la CPAP va ser inferior a 4 hores per
nit,*>"® suggerint que una bona adheréncia a la CPAP pot ser crucial per veure
efectes al tractament sobre el metabolisme glucidic. En aquest sentit, la
importancia del I'is de la CPAP ha sigut confirmada recentment en un estudi
controlat realitzat en pacients amb prediabetis i sobrepés/obesitat en que es va
demostrar que el tractament amb 8 hores amb CPAP durant 2 setmanes millorava
la tolerancia a la glucosa (TTOG) i la sensibilitat a la insulina (mitjangat el test
dinamic endovends de tolerancia a la glucosa) quan es comparava amb un
tractament placebo per via oral.”®® Un altre estudi controlat realitzat amb pacients
asiatics amb sobrepés/obesitat van observar milloria de la sensibilitat a la insulina
(mitjangat el test dinamic endovends de tolerancia a la glucosa) tan sols després

d’una setmana de tractament,*” val a dir que la milloria va persistir als 3 mesos tan
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sols en els pacients IMC >25Kg/m?. Paral-lelament, en un estudi pilot en 13
subjectes amb SAHS moderat-greu paucisimptomatics (escala de Epworth <10) i
no diabétics, no van trobar cap milloria en els parametres glucidics (HOMA-IR,

HbA1c) després de 4 setmanes de tractament.™

A pesar de la negativitat d’alguns
dels estudis mencionats, una metaanalisi recent d’estudis aleatoritzats i controlats
que incloia 244 pacients sense diabetis, va mostrar una baixada modesta del
HOMA-IR (-0,44) després del tractament amb CPAP comparat al de la sham-
CPAP.™° La major limitacié d’aquesta metaanalisi és que inclou un estudi que
posteriorment es va retirar per errors d’analisi detectats amb posterioritat.156’157
Finalment Weinstock et al. no van trobar cap diferencia a la tolerancia a la glucosa
mesurada pel TTOG després de 8 setmanes de tractament amb CPAP comparat
amb sham-CPAP en una poblaci®é amb una obesitat moderada.’® En canvi en
aquest mateix estudi, en un subanalisi amb els pacients amb SAHS més greu (IAH
>30) es va observar una milloria amb la CPAP de la glucosa a les 2h del TTOG,
del IHOMA-IR, de I'lSI i del percentatge de normalitzacié de la tolerancia oral a la
glucosa.”™® Kohler et al. no van obtenir canvis en el HOMA-IR en el model de

retirada del tractament durant dues setmanes.®?

En conclusié podem dir que no hi ha resultats concloents sobre I'efecte de la
CPAP sobre diferents marcadors prediabétics. Sembla ser que I'efecte sobre la
resisténcia a la insulina quan es mesura per 'HOMA-IR és escas i no s’han
demostrat canvis amb la CPAP de la glucosa basal en deju. Els canvis positius
demostrats sobre la tolerancia oral a la glucosa i a la sensibilitat a la insulina
semblen dependents de la gravetat de la SAHS, d'una bona adheréncia al

tractament i s’han observat en pacients que com a minim presenten sobrepés.
1.8.5.2. Efecte del tractament amb CPAP sobre la diabetis tipus 2 i el seu control

Tan sols existeix un estudi observacional en una cohort de pacients amb
SAHS moderat-greu (IAH 220) que estudia I'efecte de la CPAP sobre la incidéncia
de DMT2. En aquest estudi van observar que I'is regular de la CPAP, determinat
per la declaracié del metge de primaria, s’associava a una reduccio significativa de

la incidéncia de DMT2 després d’un seguiment mitja de 2,7 anys."’
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Queda encara per dilucidar I'efecte del tractament amb CPAP sobre el control
de la diabetis. Existeixen 5 estudis no controlats que han analitzat I'efecte de la
CPAP sobre el metabolisme glucidic en pacients amb DMT2. Dos d’ells van
demostrar milloria dels nivells de glucosa nocturna després d’una nit i després de 5
setmanes de tractament amb CPAP."*'® Dos estudis més, van demostrar millora
de la sensibilitat a la insulina mesurada pel clamp hiperinsulinémic euglucémic,
sense observar canvis a la HbA1c."®""%? Pel contrari, Babu et al. en un estudi fet en
25 pacients obesos amb DMT2, van observar milloria a la HbA1c i en la glucosa
postpandrial després de 3 mesos de tractament amb CPAP. Aquesta milloria va
ser més marcada en els pacients que van utilitzar la CPAP més de 4 hores, de fet
el descens de HbA1c es correlacionava amb I'ls de la CPAP."® West et al. en
'dnic estudi aleatoritzat i controlat amb un disseny doble-cec, no van poder
demostrar cap efecte sobre la HbA1c o la sensibilitat a la insulina després de 3

mesos de tractament.®

Aquest estudi es va realitzar en 42 pacients diabétics
obesos (IMC=37) i amb somnoléncia diirna (escala de Epworth mitjana de 14) i
una SAHS greu (IAH mitja de 36/h), pero el compliment mitja del tractament va ser
baix (3,4h/nit).80 Aquest baix compliment podria explicar en gran part la negativitat
de l'estudi. En conclusio, hi ha escassa evidéncia sobre I'efecte de la CPAP tant
sobre la incidéncia com sobre el control de la DMT2. Estudis de cohorts
longitudinals i estudis controlats-aleatoritzats més amplis s6n necessaris per aclarir
i quantificar els possibles efectes del tractament eficagc de la SAHS sobre la

incidéncia i el control de la DMT2.

1.9. Mecanismes fisiopatologics de la SAHS en el desenvolupament de les

alteracions del metabolisme glucidic

Queden encara per establir els mecanismes fisiopatoldgics que produeixen
les alteracions metaboliques en la SAHS. La fragmentacié del son i la hipdxia
intermitent son les dues conseqléncies principals que caracteritzen la SAHS i que
es consideren els desencadenants de [lactivaci6 d'una serie de vies
fisiopatologiques intermediaries que inclouen: la hiperactivitat del sistema simpatic,
I'activacio de les vies inflamatories sistémiques i dels teixit adipos, I'estrés oxidatiu,
alteracio de les hormones reguladores de la gana i diferents alteracions en els

eixos hipotalem-hipofisiaris. Aquests mecanismes afavoriran el desenvolupament
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de resisténcia a la insulina amb la consequent progressié a intolerancia a la

glucosa i finalment a la DMT2 establerta, veure figura 3.'%%

Sindrome de apnea-hipopnea del son

N

Hipoxia
Cronica
Intermitent

Fragmentacio6 del son
& despertars transitoris

E Estrés Oxidatiu Activacié Inflamatoria Activacié | |
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OBESITAT . P / \ /’
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N

Figura 3. Mecanismes que regeixen les alteracions metabdliques en la SAHS.

> Dislipemia | Hipertensid >

1.9.1. Efectes de la privacié i fragmentacioé del son sobre el metabolisme glucidic

Els episodis d’oclusié total o parcial de la via aéria (episodis d’apnea-
hipopnea) produeixen despertars corticals transitoris (arousals) i, per tant,
fragmentacio del son, la alteracié de la estructura i la reduccié del son total. La
relacio entre la reduccid en hores de son i el metabolisme glucidic en els pacients
amb poblacions SAHS ha sigut poc estudiada. Hi ha multiples estudis, tant
longitudinals com transversals, fets amb poblacions diverses que suggereixen que
el temps de son reduit, que en la majoria d’estudis es defineix com dormir menys
de 6 hores, s’associa a un risc augmentat de desenvolupar DMT2."%""" De fet, en
un metanalisi recent, el risc relatiu per al desenvolupament de DMT2 en els
pacients que presentaven son insuficient era de 1,28 (IC 95% 1,03-1,60) comparat
amb els subjectes amb son normal.'”? Aquests resultats estan recolzats per estudis

experimentals fets en adults sans, en els quals es va demostrar que la restriccio de
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la durada del son produiria una disminucié de la sensibilitat a la insulina i una

reduccié de la tolerancia a la glucosa.'”*""®

Encara no es coneixen els mecanismes pels quals la restriccié de les hores
de son produeix l'alteracié del metabolisme glucidic. Els pacients amb privacié de
son, tant total com parcial, aixi com els pacients que dormen cronicament poques
hores pateixen un augment vesperti del cortisol plasmatic i un augment de les

catecolamines circulants, %17

el que suggeriria que el déficit de son produeix una
alteracio del eix hipotalem-hipofisiari i I'activacié del sistema simpatic. Per una altra
banda també s’ha demostrat que tant els subjectes que dormen normalment
poques hores, com els que estan sotmesos a privacio de son tenen un augment de
la produccié de citocines proinflamatories, adipocines produides pel teixit adipos i

una alteracio de la secrecié de I'hnormona de creixement.'”®

Paral-lelament, estudis transversals han determinat que el dormir poques
hores és un factor de risc independent per guanyar pes i per tenir una distribucié
central del greix.180 El resultat es podria explicar en part, per la preferéncia per
aliments rics en carbohidrats i greixos dels subjectes sans que experimentalment
es van sotmetre a restriccio de son.'® Aquesta privacio de son es va associar al
desequilibri entre dues de les hormones reguladores de la gana, la leptina i la
grelina, fet que explicaria 'augment de la sensacio de la gana i per tant I'increment

de la ingesta.'

Addicionalment, hi ha evidéncia que la somnoléncia i el
cansament s’associen a una reduccio de la activitat fisica i per tant a una reduccio

de la despesa energética.’’

Independentment de la durada de son, el tret caracteristic de la SAHS és la
fragmentacid del son. S’ha intentat emular experimentalment aquest patro
mitjangant estimuls auditius o mecanics per aillar I'efecte de la hipdxia intermitent.
La fragmentacié del son a curt termini (2-3 nits) ha demostrat disminuir la
sensibilitat a la insulina.'®®"'®® De fet en I'estudi de Tasali et al. suggereixen que la
supressi6 del son profund produit per la fragmentacié del mateix podria ser un dels
mecanismes intermediaris.’®* Encara que hi ha menys evidéncia que amb la
hipoxia intermitent, en un assaig clinic fet amb adolescents, es va trobar associacio
entre el index de arousals i la resisténcia a la insulina mesurada per 'lHOMA-IR

independent de 'obesitat i de I'lAH.'®
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En conjunt podem dir que la privacio i la fragmentacié del son pot contribuir a
la disfuncié metabdlica en la SAHS. Pero encara hi manquen estudis poblacionals,
clinics i translacionals ben dissenyats que puguin determinar ailladament I'efecte

d’aquests estimuls sobre les vies intermediaries i el metabolisme.
1.9.2 Efectes de la hipdxia intermitent sobre el metabolisme glucidic

Una caracteristica tipica de la SAHS sén els episodis rapids d’hipdxia
reoxigenacio produits en consequéncia del episodis de oclusioé de la via aéria. De
fet avui en dia la hipoxia intermitent (HI) es considera el signe guia de la SAHS i
cada vegada més és el nexe d’unio entre la SAHS i la malaltia cardiovascular i les
alteracions metaboliques.'®® Per aquest motiu s’han desenvolupat models animals
que analitzen independentment aquest mecanisme. De fet, s’ha demostrat amb
models de ratolins, tant prims com obesos, que la HI disminueix la sensibilitat a la
insulina, i aquest efecte és reversible un cop cessa I'estimul.’®®'®® Es creu que la
HI també pot afectar el metabolisme glucidic a través de I'augment del to simpatic,
de la inflamacié sistéemica, de 'augment de l'estrés oxidatiu i també dels efectes
directes sobre el teixit adipds, el fetge, el pancrees i el musculs (veure figures 3 i
4).

1.9.2.1 Efectes sistémics de la hipoxia intermitent: Activacioé simpatica, inflamacio

sistémica i estrés oxidatiu

S’ha demostrat ampliament que la hipdxia intermitent estimula diverses vies
fisiopatologiques. L’augment del to simpatic produit per la HI ha sigut extensament
estudiat tant en models animals com amb humans, i de fet, es considera que és un
dels principals factors que contribueixen al desenvolupament de la hipertensié i a
la malaltia cardiovascular en els pacients amb SAHS.' Paral-lelament s’ha
demostrat que les catecolamines produeixen una disminucié de la sensibilitat a la
insulina i una disminucié de la recaptacié de glucosa mediada per la insulina.’®" '
Per dades procedents d’estudis clinics fets en pacients amb SAHS, coneixem que
hi ha un augment de la pressio arterial associada al augment de [activitat
simpatica i que aquesta millora amb el tractament amb CPAP.'%*"% De fet aquests
resultats s’han pogut reproduir en models animals, en que s’ha demostrat que

I'efecte de la hipoxia intermitent sobre la pressié arterial s’ha pogut inhibir a través
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de farmacs bloquejadors del sistema simpatic.'®® Aquestes dades s’han pogut
corroborar recentment en un assaig fet amb ratolins sotmesos a hipoxia
intermitent, en el qual els animals medul-lectomitzats milloraven la secreci6
d’'insulina i la hiperglucémia en comparaci®6 amb els que no havien sigut

medul-lectomitzats.'®’

Els episodis d’hipoxia-reoxigenacié que es produeixen en la SAHS també
s’han associat a la produccié de radicals lliures i, per tant, es considera que
promouen l'estrés oxidatiu, que secundariament, també podria contribuir a
lalteracié del metabolisme glucidic.’® Jelic et al. van cultivar cél-lules endotelials
procedents de pacients amb SAHS i van detectar nivells més elevats de
nitrotirosina i de ciclooxigensasa 2, marcadors de l'estrés oxidatiu i de la
inflamacié, en pacients amb SAHS, que posteriorment milloraven de forma
significativa amb el tractament amb CPAP."® Addicionalment, estudis amb ratolins
han demostrat que la HI produeix un increment de la peroxidacio lipidica que es

correlaciona amb la disfuncié ventricular esquerra.’®

La hipoxia intermitent activa la transcripcié del factor nuclear factor kappa
(NF-KB).201 Aquest es considera un dels principals reguladors de la resposta
inflamatoria i dels gens proaterogénics, que finalment produiran entre d’altres el
TNF-a, la interleucina 8 o la molécula d’adhesié intercellular 1.2°"?% S’ha
demostrat activacio del NF-kB en teixit cardiovascular de ratolins sotmesos a Hl i a
monacits cultivats de pacients amb SAHS.?°*?% Amb aquest mateix model d’estudi
de l'efecte de la HI sobre cultius cel-lulars, s’ha demostrat una activacio
preferencial del NF-kB sobre el factor induible per hipoxia (HIF-1) que s’estimula
sobretot per la hipdxia mantinguda.?’’ De fet els mediadors sistémics i vasculars
dependents del NF-kB s’han trobat elevats en pacients amb SAHS, quan es
|.204-

comparen amb pacients control, el que contribueix en a la disfuncié endotelia

2% E| tractament amb CPAP ha demostrat millorar aquests mediadors.?*
1.9.2.2. Efecte de la hipoxia intermitent sobre els drgans diana
A banda dels efectes sistemics de la hipoxia intermitent actualment tenim

evidéncia dels efectes organespecifics que influiran directament sobre el control

del metabolisme glucidic (figura 4).
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Figura 4. Mecanismes entre la hipdxia intermitent i la alteracié del metabolisme glucidic.
1.9.2.2.1. Efecte de la hipoxia intermitent sobre el fetge

Tal i com s’ha esmentat a 'apartat 8 d’aquesta introduccié, hi ha evidéncia de
que la HI cronica a través de l'alliberacié de radicals lliures, entre d’altres, podria
activar el desenvolupament de NAFLD i accelerar la seva progressié a NASH. S’ha
observat que I'exposicid a HI incrementa els enzims clau per a la biosintesi de
lipids en el fetge, en part mediats pel factor de transcripcid HIF-1.2%2% |3
produccié de glucosa esta augmentada per la HI, com corrobora 'augment del
contingut de glicogen, lincrement de l'expressi6 denzims clau per a la

gluconeogeénesi i la secrecié de glucosa pels hepatocits.?® 18321

Els metabolits de I'0xid nitric aixi com I'0xid nitric-sintasa induible augmenten
amb la HI cronica paral-lelament a la reduccid dels enzims antioxidants i
provoquen dany a 'ADN i apoptosi dels hepatocits.?'?'? Addicionalment, la HI
incrementa la peroxidacio lipidica i I'expressio o fosforilacié de la p47Phox, una

proteina citoplasmatica reguladora de la NADPH oxidasa, enzim generador de
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superc‘)xids.213 Les citocines proinflamatories, TNFa i la proteina inflamatoria dels
macrofags 2 no s’afectaven en els ratolins prims sotmesos a HI pero, en canvi, si
que s’incrementaven en els ratolins obesos sotmesos 4 setmanes a H1."%¢ Periodes
més perllongats d’hipoxia intermitent si que han demostrat 'augmenta de citocines
proinflamatdries com la interleucina-1B, la IL-6, i la proteina inflamatoria dels
macrofags també en ratolins prims paral-lelament a I'activacio del NF-kB.?'° De fet,
tant el factor de transcripcié HIF-1a com el NF-kB s’han vist incrementats després

de 5 setmanes de HI.2"

En resum, I'evidéncia experimental recolza que la HI promou la lesid hepatica
i incrementa la secrecid de glucosa per diversos mecanismes. Els danys tant
funcionals com estructurals podrien explicar, per tant, la relacié entre la NAFLD i la

SAHS desenvolupada anteriorment.
1.9.2.2.2. Efecte de la hipoxia intermitent sobre el pancrees

Es dedueix la disfuncié de les cél-lules B pancreatiques en resposta a la Hl
donada la observacio de que la disminucié de la sensibilitat a la insulina no es
compensa per un increment de la secrecié d’insulina. En pacients amb obesitat
morbida sense alteracions basals del metabolisme glucidic, la SAHS es va
associar independentment a un increment de la funcié pancreatica basal,?™ la qual
cosa permet hipotetitzar sobre un possible efecte d’esgotament de les ceél-lules 3
pancreatiques. Per una altra banda la secrecié d’insulina pancreatica no es va
alterar en voluntaris sans exposats a HI, encara que la sensibilitat a la insulina si
que va disminuir."® En ratolins sotmesos a HI cronica es va observar la mort i a la
vegada proliferacid de cél-lules B pancreatiques.?’® Donada la disminucié de
'enzim convertidor de proinsulina en insulina (prohormona convertasa 1), es va
veure que disminuia el contingut d’insulina de les cél-lules B pancreatiques dels
ratolins exposats a HI.2"7 Experiments cel-lulars in vitro també han suggerit que
'exposicié a HI disminueix la secrecio d’'insulina a través de la disminucié dels
gens transcriptors que modulen I'alliberacié d’insulina.?'® Finalment, en models de
ratolins també s’ha demostrat que els radicals lliures ocasionats per la HI

produeixen danys directes a les cél-lules B.2'"%"®
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1.9.2.2.3. Efecte de la hipoxia intermitent sobre el muscul

Com a principal organ sensible a la insulina, el muscul és responsable del 80-
90% de la recaptacié de la glucosa mediada per la insulina. Molt pocs estudis
s’han centrat en la resposta del muscul a la HI. Recentment, pero, a través d’un
model de ratoli sotmés a HI, s’ha observat la disminucié del metabolisme glucicic
al muscul soli.?" Per altra banda, la translocacio del GLUT4 podria explicar un dels

mecanismes del desenvolupament de I'IR dels ratolins exposats a HI.?®

1.9.2.2.4. Efecte de la hipoxia intermitent sobre el teixit adipos

El teixit adipés és considerat la peca fonamental per a la generacié de
resisténcia a la insulina. Els acids grassos lliures produits per lipolisi del teixit
adipds, son capacos de induir la resisténcia a la insulina a través del seus efectes
en el muscul, fetge i al mateix teixit adipos.?*’ Els resultats de diversos estudis han
mostrat que la HI pot produir dislipémia a través de la alliberacié de FFA, el que pot
ser normalitzat en humans amb el tractament amb oxigen suplementari.??*%* La Hl
també s’acompanya per canvis morfoldgics i funcionals en el teixit adipés dels
ratolins.?** Addicionalment la dislipémia induida per HI també es deu a la
disminucié de I'aclariment de les lipoproteines donada la inhibicié de la lipoprotein-
lipasa mediada pel HIF-1 i la angiopoietina-Like4.?*??® Finalment, la HI disminueix

la adiponectina en els adipocits,??’

que com es veura en un apartant més
endavant, és una hormona que afavoreix la insulino-sensibilitat i pel contrari
incrementa la produccioé de resistina, que contribuira en el desenvolupament de

insulinoresiténcia a través de les citocines TNF-a i IL-6.%%®

El teixit metabdlicament disfuncional dels adipdcits es caracteritza per la
infiltracié dels macrofags | altres cél-lules immunes incloent limfocits T i mastocits.
Addicionalment, els macrofags que es troben a I'obesitat son actius (fenotip M1) i
produeixen infinitat de citocines com I'lL-6 TNF-a, també expressen I'dxid nitric-
sintasa induible i promouen d’aquesta manera la insulinoresiténcia induida per
'obesitat. Paral-lelament en subjectes prims els macrofags expressen una altre
patré d’activacié (M2) amb expressio d’'un altre espectre de factors antiinflamatoris
com linterleucina 10 o l'adiponectina que disminueixen la inflamaci6é i estan

associats a la reparacié del teixit.?°
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Diversos estudis han demostrat que el teixit adipds visceral tant en humans
obesos con en ratolins esta sotmés a més hipoxia que en els controls prims.?*%2*'
Donades les dificultats técniques, no ha sigut possible la mesura directa de I'efecte
de les fluctuacions d’oxigen que tenen lloc en la SAHS sobre el teixit adipds
visceral en humans. En un model en ratolins Reinke et al. van observar que les
fluctuacions d’oxigen s’atenuaven en el teixit adipds. No es coneix si aquest fet es
reprodueix en humans.?? Si s’extrapola aquest efecte, es podria estipular que hi
pot haver diferéncies locals de I'efecte de la hipdxia sobre el teixit adipés depenent

de la localitzacié i la seva proximitat al sistema circulatori.

Recentment s’ha observat que I'activacié del HIF-1a té lloc en I'obesitat i com
a resposta a la hipoxia tissular relativa, desencadenant un augment de la resposta
inflamatoria i disfunci® metabolica.?®® El bloqueig, tant genétic com farmacologic,
d’aquest gen ha demostrat inhibir aquesta resposta. La activacié de HIF-1a en
resposta a la HI ha demostrat que accelera la arteriosclerosi en ratolins prims amb
deficiencia de Apo-E.?? Utilitzant aquest mateix model animal, s’ha demostrat un
increment d’infiltraci6 de macrofags aixi com l'augment de l'expressio de la
proteina quimiotactica dels monocits, alteracions que es van associar a una
reduccié de la sensibilitat a la insulina i que promovien la progressié de les lesions
d’arteriosclerosi.?* En biopsies de pacients amb obesitat morbida que es
sotmetien a cirurgia bariatrica, no es va poder demostrar aquesta infiltracié de

macrofags mediada per la HI.*’

No es disposa de dades de pacients no morbids,
perd en recolzament a aquesta hipotesi, Gharib et al. en un estudi fet en ratolins
van identificar un important efecte de la HI sobre I'expressié de gens en un mapeig
del teixit adipds visceral de nombrosos processos, incloent el metabolisme i I'estres

oxidatiu.?®*

El teixit adipés es considera avui en dia un organ endocri actiu que secreta
una infinitat de proteines entre elles les adipocines que contribuiran a multiples
processos fisiopatok‘)gics.235 Cal mencionar per separat, la leptina, I'adiponectina i
la quemerina per la seva importancia i perqué han sigut objecte d’estudi de la seva

relacio amb la SAHS i el metabolisme.

La leptina és una hormona secretada pel teixit adipds, és reguladora de la

6

gana i de la despesa energética.”®® Els nivells de leptina augmenten
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exponencialment amb lincrement de I'IMC i prediu el desenvolupament de la
SMet.?*" Els pacients obesos son resistents a I'efecte de la leptina.?*® La leptina va
ser la primera adipocina que es va relacionar amb la SAHS: es va demostrar que
els pacients amb SAHS tenien nivells més elevats de leptina i els seus nivells es
correlacionaven amb al seva gravetat.”*® Aquestes troballes es van associar amb

una major disfuncio endotelial %24

i, per tant, s’ha hipotetitzat el seu paper sobre
la patogénesis de les complicacions cardiovasculars en el SAHS. Alguns estudis
observacionals han demostrat la milloria dels nivells de leptina amb la CPAP.%24
En el model animal estudiat per Polotsky et al. 'augment de la insulinoresisténcia

en resposta a la HI depenia de l'alteracié de les vies relacionades amb Ieptina.189

La adiponectina és una citocina produida pel teixit adipds, regula la
sensibilitat a la insulina i té un efecte antiinflamatori i protector sobre el llit vascular,
per tant té un efecte clau i protector en el desenvolupament de la SMet.?*? Estudis
amb pacients amb apnea del son no han sigut concloents ja que en alguns d’ells

243
S,

han trobat nivells més baixos en els pacient amb SAH mentre que altres

estudis no han pogut corroborar aquests resultats.'®* Estudis in vitro han observat

la supressié de la adiponectina per la HI.%’

La quemerina és una adipocina descrita recentment, molt present en el teixit
adipos juga un paper important en la lipogénesi, homeodstasi de la glucosa i en la
diferenciacio de I'adipocit.?** Estudis clinics han observant que els pacients amb
SMet tenen nivells més elevats de quemerina comparats amb els pacients sense
SMet i aquesta s’associava al grau d’obesitat mesurat per I''lMC, al nivell séric de
TG i a la pressio arterial.?*® En un estudi clinic asiatic amb pacients amb obesitat
moderada van veure que els pacients amb SAHS tenien nivells més elevats de
quemerina, i aquesta es correlacionava amb la SAHS independentment de
'associacio amb I'obesitat. En aquest estudi la quemerina també es correlacionava
amb diferents marcadors d’inflamacio, la qual cosa obre la possibilitat a que la
quemerina sigui un dels nexes d’unié entre el teixit adipds, la inflamacié i la
SAHS .

En resum, hi ha evidéncia creixent de I'efecte additiu de la HI en la disfuncio

del teixit adipds, perd es requereixen meés estudis translacionals per determinar el

seu paper.
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2. JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI

La sindrome d’apnea-hipopnea obstructiva del son (SAHS) es caracteritza
per episodis recurrents d’oclusié total o parcial de la via aéria superior durant el
son que provoquen hipoxia intermitent, fragmentacié del son, somnoléncia ditrna
excessiva i augment del risc cardiovascular."" L'obesitat i en particular I'obesitat
central, és un dels principals factors de risc per al desenvolupament de la SAHS.®
En estudis poblacionals longitudinals realitzats als Estats Units, en concret en la
coneguda cohort de Wisconsin es va demostrar que un increment d’'un 10% de pes
s’associava a un increment de 6 cops en la incidéncia de SAHS entre persones
que no presentaven una SAHS a linici de l'estudi.*? Pel contrari, estudis de
tractament amb dieta o tractament quirdrgic de I'obesitat han demostrat millores
substancials de la SAHS associades a la pérdua ponderal.?*” Pero I'obesitat, no és
tan sols un factor de risc per a la SAHS, sin6 que també és el principal factor de
risc per a la malaltia cardiovascular, la diabetis i esta associada a una major

mortalitat.

La sindrome metabdlica (SMet) consisteix en un conjunt de factors de risc
que inclouen I'obesitat central, alteracid de glucosa en deju, hipertrigliceridéemia i
disminucié del colesterol associat a lipoproteines d’elevada densitat.*> De fet a la
poblacié general la SMet esta associada a un augment del risc de patir diabetis
mellitus tipus 2 (DMT2), esdeveniments cardiovasculars i a un augment de la
mortalitat.***®**® La insulinoresisténcia i l'obesitat central es consideren Ieix

vertebrador de la SMet.*®

Dades procedents d’estudis clinics i epidemioldgics han demostrat
I'associacio entre la SAHS i els diferents components de la SMet, en particular la
insulinoresisténcia, la hipertensié i la disfuncié del metabolisme lipidic.?*® Perd
sovint, l'associacié entre SAHS i obesitat limita poder-ne separar els seus
respectius papers tant en el metabolisme com en els efectes nocius

cardiovasculars a llarg termini.®*
En un estudi recent (annex 1) el nostre grup va descriure que inclus en

pacients amb obesitat morbida l'associaci6 amb la SAHS conferia una major

pertorbacié metabdlica independentment de I'obesitat central. En aquest estudi es
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va observar que el perfil metabolic empitjorava progressivament amb l'increment
de la gravetat de la SAHS,®” suggerint que altres factors a part de I'obesitat
jugaven un paper en el desenvolupament de la insulinoresisténcia i de les diferents

alteracions metaboliques en els pacients amb SAHS.

La SAHS estimula a través de la hipdxia intermitent i la fragmentacio del son
diferents mecanismes intermediaris (I'estrés oxidatiu, la inflamacié, I'estimulacio
simpatica i la disfuncié endotelial), que sén potencialment perjudicials per a
'homeostasi dels sistemes cardiovascular i metabolic.'*?*° La SAHS podria també
incrementar la disfuncié del greix visceral, jugant un paper clau en la relacié entre
'obesitat i la SMet. De fet, avui en dia es considera el greix visceral com un organ
actiu que produeix infinitat de molécules, com citocines proinflamatories i
adipocines (com la leptina i adiponectina), que també modulen els mecanismes
reguladors de 'homeostasi metabolica, entre ells I'estrés oxidatiu, la inflamacio i
'activacié simpatica, que estan directament involucrats en la progressié de
Iarteriosclerosi, el factor clau per al desenvolupament del risc cardiovascular.?°
Recentment s’ha descrit un nova adipocina, la quemerina, molt present al teixit
adipds, que es pensa que juga un important paper en la lipogénesi, 'lhomeostasi

de la glucosa i la diferenciacié de I'adipocit.?*

Diferents estudis clinics i experimentals han explorat les possibles
interaccions entre la SAHS, l'obesitat i la SMet. Perd a hores d’ara no queda clar
'impacte independent que cada un d’ells pot tenir en els mencionats mecanismes
intermediaris i les seves respectives conseqiiéncies fisiopatologiques.?®’ A causa
de l'efecte confusor de l'obesitat, la majoria d’estudis clinics han aparellat els
pacients per I'index de massa corporal (IMC) per analitzar les diferéncies dels
pacients amb SAHS i sense SAHS. De totes maneres, aquest aparellament per
'IMC, pot ser insuficient, ja que el greix visceral és un factor de risc més potent que
d’altres dipoOsits de greix per predir els efectes adversos de l'obesitat sobre
diferents aspectes de la salut com la hipertensio, la insulinoresisténcia, la DMT2 i
la SMet.?*2%% E| diametre de la cintura (DC) es considera un bon predictor de la
obesitat visceral,”®* perd no existeixen estudis aparellats per DC centrats en
l'efecte la SAHS de les diferents vies fisiopatologiques en pacients amb obesitat
morbida.
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Com que al nostre estudi mencionat préviament varem trobar una associacio
entre la SAHS i la SMet, inclis amb pacients amb obesitat morbida,®’ en la primera
publicacié que composa aquesta tesi doctoral varem investigar I'efecte de la SAHS
sobre 4 de les principals vies fisiopatologiques involucrades amb la SMet, la
arteriosclerosi i la homeostasi de la glucosa. Per aquesta rad, varem comparar la
sintesi de tres adipocines, (adiponectina, leptina i quemerina), citocines
proinflamatories, un marcador de disfuncié endotelial (factor de creixent vascular
endotelial) i un marcador d’arteriosclerosi en pacients amb obesitat morbida i SMet
amb i sense SAHS. Finalment, es va incorporar un tercer grup comparatiu de
malalts amb obesitat morbida sense SAHS i sense SMet i es van aparellar pel

diametre de la cintura.

En la segona publicaci6 que composa questa tesi doctoral, feta amb la
mateixa poblacié, ens hem centrat en I'efecte del tractament de la SAHS sobre la
insulinoresisténcia, el metabolisme glucidic i la sindrome metabdlica. El tractament
amb pressi6 continua positiva a la via aéria (CPAP) és el tractament d’eleccié en
casos de SAHS moderada-greu de I'adult.”’ S’ha demostrat que la CPAP manté
permeable la via aéria, impedint el seu col-lapse durant el son i, per tant, pot
prevenir la hipoxia intermitent i Il'activacié simpatica, ambddés mecanismes
considerats les principals vies involucrades en les consequéncies cardiovasculars i
metaboliques de la SAHS.?

Mentre que nombrosos estudis controlats han demostrat que la CPAP millora
la clinica i 'estat de salut en general del pacient amb SAHS, escassos estudis han
analitzat el efectes del tractament d’eleccié de la SAHS sobre el perfil metabolic.?
Els estudis existents han donat resultats contradictoris i per tant no han sigut
concloents.**"*% %8 |nclus s’ha suggerit que la CPAP, pot ser tan sols beneficiosa
en poblacions seleccionades de subjectes sense obesitat i amb una SAHS greu en
les que l'obesitat no fos el factor determinat principal per a les alteracions
metaboliques.?*® De totes maneres aquesta hipotesi no ha sigut provada perqueé la
majoria d’estudis exclouen els pacients amb obesitat i en concret els pacients amb

obesitat morbida.

Amb l'objectiu d’estudiar possibles poblacions diana en que la SAHS pugui

exercir un efecte deleteri sobre el metabolisme, en aquest treball de tesi doctoral
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s’ha escollit una poblacié extrema en que interaccionen les dues patologies i per
tant amb un elevat risc de patir tant alteracions metaboliques com una SAHS greu.
En el segon article publicat i seguint amb el model de pacients amb obesitat
morbida, s’ha dissenyat un estudi aleatoritzat controlat de grups paral-lels en que
es comparen l'efecte del tractament amb CPAP durant 12 setmanes amb el
tractament conservador en una poblacié de pacients amb obesitat morbida amb
SAHS greu, sense diabetis, que estaven inclosos en un programa de cirurgia
bariatrica.
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3. HIPOTESI DE L’ESTUDI

3.1. Hipotesi comuna dels estudis de la tesi

La sindrome d"apnea-hipopnea obstructiva del son (SAHS) és un dels
mecanismes a través dels quals I'obesitat produeix sindrome metabolica (SMet) i

disfuncié metabolica, perpetuant les consequéncies sistémiques de I'obesitat.
3.2. Hipotesi de I'estudi 1

Els mecanismes pels quals la SAHS, en subjectes amb obesitat morbida,
augmenta la prevalenca de la SMet, les alteracions del metabolisme glucidic i la
progressio de I'arteriosclerosi, inclouen diverses vies fisiopatologiques, entre elles,
lactivacié de la cascada inflamatoria, 'augment de les adipocines (leptina i
quemerina), la inhibicié de la produccié d’adiponectina, I'increment del factor de
creixent vascular endotelial (VEGF) i del lligand soluble del CD40 (sCD40L).

Aquest increment esta relacionat amb la intensitat de la hipoxia intermitent.
3.1. Hipotesi de I'estudi 2

En els pacients amb obesitat morbida i SAHS greu, el tractament amb la
pressié continua a la via aéria (CPAP) millora la insuliroresisténcia, que és la base

fisiopatologica de la SMet.

En la mateixa poblacié, el tractament dels pacients amb SAHS greu
disminuira la prevalenca de la SMet, millorara la tolerancia a la glucosa i en
general el metabolisme glucidic. El tractament amb CPAP millorara també el perfil

lipidic.
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4. OBJECTIUS CONCRETS

4.1. Objectius de I'estudi 1

Els pacients amb SAHS greu i obesitat morbida presenten una major elevacio
de marcadors proinflamatoris, adipocines, factor de creixent vascular endotelial
(VEGF) i del lligand soluble del CD40 (sCD40L), comparats amb els pacients amb
obesitat morbida sense SAHS, amb i sense sindrome metabodlica. Aquest
increment es correlaciona amb la gravetat de la SAHS i la hipdxia intermitent,
mesurades a través de lindex d’apnea-hipopnea del son i de lindex de

dessaturacio6 arterial.
4.2. Objectius de I'estudi 2

En la poblacié d’'obesos morbids amb SAHS greu el tractament amb CPAP
pot millorar la insulinoresisténcia com a marcador de l'eix unitari de disfuncio

metabolica.
El tractament amb CPAP en els pacients obesos morbids i SAHS greu millora

el percentatge de SMet, la tolerancia a la glucosa, el control glicémic mesurat per

la hemoglobina glicosilada i pot millorar el perfil lipidic.
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6. RESULTATS

6.1. Article 1
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Background and Objective: There is compelling evidence
that obstructive sleep apnoea (OSA) can affect metabolic
syndrome (MetS) and cardiovascular risk, but the intermediate
mechanisms through which it occurs have not been well
defined. We explored the impact of OSA in morbidly obese
patients with MetS on adipokines, pro-inflammatory markers,
endothelial dysfunction, and atherosclerosis markers.
Methods: We included 52 morbidly obese patients in an
observational study matched for age, gender and central
obesity in 3 groups (OSA-MetS, Non-OSA-MetS, and Non
OSA-non-MetS). Anthropometrical, blood pressure, and
fasting blood measurements were obtained the moming after
an overnight polysomnography. VEGF, soluble CD40 ligand
(sCDA40L), TNF-a, IL-6, leptin, adiponectin, and chemerin were
determined in serum by ELISA. OSA was defined as apnea/
hypopnea index = 15 and MetS by NCEP-ATP |Il.

Results: Cases and control subjects did not differ in age, BMI,
waist circumference, and gender (43 + 10 years, 46 + 5 kg/m?,
128 + 10 cm, 71% females). The cases had severe OSA with
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47 (32-66) events/h, time spent < 90% SpO, 7% (5%-31%). All
groups presented similar serum cytokines, adipokines, VEGF,
and sCD40L levels.

Conclusions: In a morbidly obese population with
established MetS, the presence of OSA did not determine
any differences in the studied mediators when matched by
central obesity. Morbidly obese NonOSA-NonMetS had a
similar inflammatory, adipokine VEGF, and sCD40L profile as
those with established MetS, with or without OSA. Obesity
itself could overwhelm the effect of sleep apnea and MetS in
the studied biomarkers.

Keywords: Obstructive sleep apnoea, obesity, metabolic
syndrome, adipokines, infllmmatory markers, endothelial
dysfunction

Citation: Salord N; Gasa M; Mayos M; Fortuna-Gutierrez
AM:; Montserrat JM; Sanchez-de-la-Torre M; Barcelo A; Barbé
F; Vilarrasa N; Monasterio C. Impact of OSA on biological
markers in morbid obesity and metabolic syndrome. J Clin
Sleep Med 2014;10(3):XXX-XXX.

Mclabolic syndrome (MetS) is a cluster of metabolic and
cardiovascular abnormalities (central obesity, impaired
glucose metabolism, hypertension, hypertriglyceridemia, and
lower high-density lipoprotein cholesterol) that is associated
with an increase in cardiovascular morbidity and mortality.'?
There is increasing evidence, mainly from studies in moder-
ately obese sleep-referred patient cohorts, that obstructive
sleep apnea (OSA) may impact negatively on MetS or some of
its components, independent of the body mass index (BMI).?
Furthermore, in a large cross-sectional study of non-selected
morbidly obese patients with a high prevalence of MetS,* OSA
was associated with a worse metabolic profile independent of
BMLI, suggesting that OSA plays an important role in the patho-
genesis of metabolic dysfunction, even in morbid obesity.
OSA stimulates, mainly through intermittent hypoxia, several
intermediate mechanisms including oxidative stress, inflamma-
tion, sympathetic activation, and endothelial dysfunction that
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BRIEF SUMMARY

Current Knowledge/Study Rationale: There is evidence that
obstructive sleep apnea (OSA) can affect metabolic syndrome (MetS)
and cardiovascular risk even in morbid obesity, but the intermediate
mechanisms through which this occurs have not been well defined.
Study Impact: In a morbidly obese population with established MetS,
the presence of OSA did not determine any differences in inflammatory,
adipokine, VEGF, or sCD40L profile. Obesity itself could produce a ceiling
effect on sleep apnea and MetS in the studied intermediate biomarkers.

are potentially harmful to the cardiovascular system and metab-
olism.* OSA could also increase visceral fat dysfunction, which
could play a pivotal role in the relationship between obesity and
MetS. Visceral fat is now considered a highly active organ that
produces a variety of molecules, such as inflammatory cyto-
kines and adipokines (e.g., leptin and adiponectin); these also
modulate mechanisms related to metabolic dysfunction, such
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as oxidative stress, inflammation, and sympathetic activation,
and they are also involved in the progression of arteriosclerosis,
the key factor for cardiovascular risk.® More specifically, one
recently described adipokine, chemerin, highly expressed in
adipose tissue, is thought to play an important role in metabolic
lipogenesis, glucose homeostasis, and adipocyte differentiation.”

Many experimental and clinical studies have explored the
possible underlying interaction between OSA, obesity and
MetS, but there has been no clarification to date of the impact
of each entity on the intermediate mechanisms related to patho-
logical consequences.® Given the concern about the confusing
effect of obesity, most clinical studies match patients for BMI to
assess differences between OSA patients and controls without
OSA. The BMI could be insufficient, however, as abdominal
visceral fat is a stronger risk factor than other fat deposits for
adverse health consequences such as hypertension, insulin
resistance, diabetes, and the metabolic syndrome.®® Waist
circumference (WC) has been considered a surrogate marker of
visceral adiposity.'"” However, no studies matched by WC have
focused on the effect of OSA on MetS and its pathogenic path-
ways in morbidly obese patients.

As an association between OSA and MetS has been observed
evenmorbidly obese patients,* in the present observational study,
we investigated how the presence of OSA could be associated
with alterations in three of the main known pathways involved
in MetS and atherosclerosis, its underlying physiopathological
process. For this purpose we compared the synthesis of several
adipokines, including chemerin, pro-inflammatory markers and
endothelial dysfunction markers in morbidly obese patients
with MetS with and without OSA, as well as a third group of
morbidly obese patients without MetS and without OSA and we
matched them for waist circumference.

METHODS

Study Design, Setting, and Participants

We included patients with MetS criteria from a previous
published morbid obesity (MO) cohort of 159 patients from
3 university hospitals.” Patients with and without OSA were
matched for age, gender, and waist circumference (as a measure
of central obesity). The patients included were determined by
the ability to match pairs from the previous cohort. To explore
the effect of morbid obesity alone, we also included a third
group without MetS and without OSA, matched by the same
confounders. The study protocol was approved by the ethics
committee of each hospital (PR052/08, 07/064/797, P1080277).
All participants gave informed written consent.

Each participant completed a detailed questionnaire on
medical history, cardiovascular risk factors, and current medi-
cation. Anthropometric characteristics included BMI, neck
circumference (at the level of the laryngeal prominence), waist
circumference (WC, measured midway between the lowest
rib and the iliac crest), waist/hip ratio, and percentage of body
fat mass measured with electrical bioimpedance (BIA 101,
Akern Bioresearch, Florence, Italy). Blood pressure (BP) was
measured by a standard mercury sphygmomanometer while the
subject was seated at rest; the mean value of > 2 measurements
was calculated.
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Sleep Study

OSA was determined by a full overnight polysomnography
(PSG) (Siesta, Compumedics, Abbotsford, Australia). PSG
interpretation was assessed according to the standard criteria
of Rechtschaffen and Kales. Apnea was defined as a cessation
of flow > 10 sec and hypopnea as 30% to 90% flow reduction
for > 10 sec accompanied by a fall > 3% in oxyhemoglobin
saturation (SpO,) and/or a microarousal. The apnea-hypopnea
index (AHI) was the total number of such events per hour of
sleep. An AHI of 15 events/h was chosen to define the pres-
ence of OSA according to the study design. The degree of
nocturnal desaturation was assessed by the mean percentage
of sleep time with SpO, below 90% (Time SpO, < 90%).
Excessive daytime sleepiness was evaluated by the Epworth
Sleepiness Scale (ESS).

Blood Measurements and Definition of Metabolic
Syndrome

The morning after PSG (08:00-09:00), a venous blood
sample was obtained from all patients in fasting conditions.
Fasting blood glucose (FBG), percentage of glycosylated hemo-
globin (HbAlc), total cholesterol, triglycerides, high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol, and very low-density lipoprotein (VLDL) choles-
terol levels were determined with standard laboratory methods.
Insulin was determined by the automated chemiluminescence
method (Advia Centaur, Siemens, NY, USA) with a sensitivity
of 0.5 mU/L and an inter-assay coefficient of variation (CV) of
7.5%. Insulin resistance was estimated using the homeostasis
model assessment (HOMA) score, defined by fasting serum
insulin mU/L * fasting plasma glucose mmol/L/22.5. MetS was
defined according to the NCEP-ATP III modified criteria.'

Serum Special Sampling

Blood samples obtained in tubes without anticoagulant were
centrifuged immediately; the resulting serum was stored in
aliquots at -80° C until analysis. Measurements were always
made in duplicate, and the mean values were used for analysis.
Biomarker levels were determined by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) using commercially available kits:
VEGF (Invitrogen, California, USA); soluble CD40 ligand
(sCD40L) (R&D Systems, Minneapolis, USA); TNF-a (Invi-
trogen California, USA); IL-6 (Invitrogen California, USA);,
leptin (SPI-BIO, Montigny, France); adiponectin (SPI-BIO,
Montigny, France) and chemerin (USCN Life Science, Wuhan,
China). See online data for information about assay sensitivity
and inter- and intra-assay coefficients of variation (Table S1).

Statistical Methods

Patients were matched by a weighted Manhattan distance
based on the normalized variables calculated between patients.
Each patient from one group was matched with another in
the other group with the lowest distance from him/her. If the
matching was performed in a 1:2 proportion, each patient was
matched to the 2 patients in the other group with the lowest
distance from him/her. Sample size was determined by the
ability to match pairs from the previous cohort.

Results are shown as median and interquartile range. Due to
the skewed distribution and sample size, comparisons among
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Table 1—Patients’ general characteristics: matched 1:1 and 1:2 by waist circumference, age and sex.

Non-OSA & Non-MetS
(IAH < 15)
N=13

Age, years 39 (31-46)
Sex, n females (%) 9 (69.2%)
BMI, kg/m? 44.4 (41-47)
Waist circumference, cm 124 (117-132)
Weight, kg 121 (107-142)
Waist to hip ratio 0.88 (0.85-0.97)
Postmenopausal status, ratio (%) 119 (11%)
Neck circumference, cm 42 (39-44)
Fat Mass, % 46 (37 -50)

Non-OSA & MetS OSA & MetS p value

(IAH < 15) (IAH > 15) between

N=13 N=26 groups
45(36-53) 45 (39-51) 0.114
8 (61.5%) 20 (76%) 0.597
46.2 (43-51) 45.1(42-50) 0.505
130 (120-137) 128 (121-135) 0.366
124 (108-133) 120 (111-134) 0.863
0.89 (0.85-0.96) 0.93 (0.89-0.99) 0.155
2/8 (25 %) 5120 (25% 0.679
41 (40--47) 43 (41-49) 0.232
51 (48-57) 51 (43-55) 0.069

MetS, metabolic syndrome. Data are presented as median (interquartile range) for continuous data and n (percentage) for categorical data. Kruscal-Wallis

with Bonferroni PostHoc and chi-square test were performed.

Table 2—Previous diseases and treatments: matched 1:1 and 1:2 by waist circumference, age and sex.

Non-OSA & Non-MetS
(IAH < 15)
N=13

Ischaemic heart disease n (%) 0
Current smoker, n (%) 3 (23%)
Insulin therapy, n (%) 1(8%)
Oral hypoglycemiants, n (%) 0
Previous diabetic treatment, n (%) 1(8%)
Aspirin, n (%) 0
Statins, n (%) o*
NSAIDs, n (%) 1 (8%)
ACEls, n (%) 1 (8%)
ARBs, n (%) 0
Calcium antagonists, n (%) 0
B-blockers 0
Diuretics, n (%) 2 (15%)
Number of anti-hypertensive treatments

None 10

One treatment 3

2 2 treatments 0

Non-OSA & MetS OSA & MetS p value
(IAH < 15) (IAH > 15) between
N=13 N=26 groups
0 1 (4%) 1
3 (23%) 3 (12%) 0.811
1 (8%) 1 (4%) 1
2 (15%) 6 (23%) 0.151
3 (23%) 7 (27%) 0.375
2 (15%) 2 (8%) 0.353
1 (8%) 7 (27%) 0.074
2 (15%) 4 (15%) 0.882
3 (23%) 6 (23%) 0.649
0 2 (8%) 0.490
0 1(3.8%) 1
0 5(19.2%) 0.065
3 (23%) 6 (23%) 0.911
7 14 <0.001
6 4
0 8

MetS, metabolic syndrome; ACEIs, angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARBs, angiotensin receptor blockers; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory
drugs. Data are presented as n (Percentage). Exact Fisher test and McNemar test were performed. *p < 0.05 between Non-OSA-Non-MetS and Non-OSA &
MetS patients. **p < 0.05 between Non-OSA-Non-MetS and OSA & MetS patients. ***p > 0.05 between Non-OSA & MetS and OSA & MetS patients.

the 3 groups were performed with the Kruskal-Wallis test,
with post hoc Bonferroni correction for multiple compari-
sons. Correlations between variables were explored using the
Spearman test. Statistical significance was defined as p < 0.05.

RESULTS

Twenty-six patients with OSA and MetS (OSA-MetS)
criteria were matched with 13 non-OSA patients with MetS
(non-OSA-MetS) and 13 non-OSA and non-MetS controls
(non-OSA-non-MetS). Cases and control subjects were similar
in age, weight, and waist circumference, as expected (Table 1).
The 3 groups had similar BMI and neck circumference, and
there was a nonsignificant trend toward higher fat mass in the 2
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MetS groups (Table 1). As usual in morbid obesity, the cohorts
were mainly composed of premenopausal women. Although
the OSA-MetS patients were taking more medication and had
higher previously diagnosed hypertension, there were no differ-
ences between the groups regarding drugs used or smoking
status (Table 2). Post hoc analysis only showed a significant
difference in the higher use of statins in OSA-MetS patients
with respect to non-OSA -non-MetS patients.

The OSA-MetS patients had a high AHI with a median
and interquartile range (IQR) of 47.1 (32-66) events/h, Time
SpO, < 90% 7% (5%-31%), and a mean and minimal night
oxyhemoglobin saturation of 92% (90%-93%) and 73%
(65%-81%), respectively (Table 3). Although OSA patients
had higher arousal indexes, all the groups had similar sleep
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Table 3—Patients’ sleep characteristics: matched 1:1and 1:2 by waist circumference, age and sex

Non-OSA & Non-MetS
(IAH < 15)

N=13
IPAQ (METs) 2,241 (631-5063)

(n=12)
Sleep hours by sleep diary 7.5(4.1-8.5)

(n=11)
Epworth Sleepiness Score 6(3-10)
AlH (events/hour) 11.5 (9-14)**
Time spent < 90% of TST (%) 0.1 (0-1)**
Sleep efficiency (%) 76.3 (72-86)
Phase | sleep (%) 6.6(5-9)
Phase |l sleep (%) 51.6 (48-58)
Slow wave sleep, (%) 28.1(18-31)
REM sleep (%) 14.5(12-18)
Arousal Index (arousals/hour) 11.2 (9-15)**
Mean night oxyhaemoglobin 95 (94-97)*
saturation (%)
Minimal night oxyhaemoglobin 87 (86-90)**
saturation (%)
ODI 4% (dip/hour) 3(2-5"

Non-OSA & MetS OSA & MetS p value
(IAH < 15) (1AH > 15) between
N=13 N=26 groups
1,935 (707-4013) 2,142 (537-3462) 0.928
(n=25)
75(5.3-7.7) 8(6.3-9) 0.216
(n=25)
5(3.5-8.5) 7.5(3.8-11.5) 0.643
13.3 (8-14)*** 47.1(32-66) <0.001
0.1 (0-1)** 7.0(5-31) <0.001
79.4 (73-87) 84.4 (76-88) 0.440
7.3(4-11) 5.8(3-13) 0.916
63.8 (51-76) 54.8 (49-63) 0.107
21,6 (9-29) 18.7 (14-25) 0.252
145 (8-18) 15.7 (13-17) 0.635
11.0 (7-16)*** 30.2 (20-47) <0.001
94 (94-96)*** 92 (90-93) <0.001
(n=12)
88 (84-90)*** 73 (65-81) <0.001
4(3-7)** 28 (17-51) <0.001
(n=25)

METs, metabolic equivalent tasks; MetS, metabolic syndrome; TST, total sleep time; IPAQ, Intemational Physical Activity Questionnaire; REM , rapid eye
movement; ODI, oxyhaemoglobin desaturation (dip) index. Data are presented as median (interquartile range) for continuous data. Kruscal-Wallis with
Bonferroni PostHoc test was performed. *p < 0.05 between Non-OSA-Non-MetS and Non-OSA & MetS patients. **p < 0.05 between Non-OSA-Non-MetS
and OSA & MetS patients. ***p > 0.05 between Non-OSA & MetS and OSA & MetS patients.

Figure 1—Distribution of metabolic syndrome components
between the three groups.

M Non OSA-Non MetS Non OSA-MetS  m OSA-MetS
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efficiency and sleep stage percentages. No differences between
the groups were encountered in physical activity measured
by the IPAQ questionnaire or sleep hours measured by the
sleep diary (Table 3).

As regards the MetS components, there were significant
differences in systolic and diastolic blood pressure, triglycer-
ides, HDL cholesterol, and fasting glucose. These differences
were, as expected, mainly the result of the more favorable
metabolic profile of the non-OSA-non-MetS obese group
(Table 4). Although there was a significant trend of OSA-Mets
patients with higher TG and lower HDL cholesterol levels,
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no differences were found in the post hoc analysis between
MetS patients with and without OSA (Table 4). When glucose
metabolism was further analyzed, no differences were found in
fasting insulin, the HOMA index, or glycosylated hemoglobin
(Table 4). OSA-MetS patients tended to present a pattern of
more impaired liver enzymes, but this was only significant for
ALT. Figure 1 shows the distribution of MetS components in
the 3 groups.

All the groups presented similar serum levels of cyto-
kines (IL-6, TNF-a), adipokines (leptin, adiponectin, and
chemerin), VEGF, and sCD40L (Table 5). No correlation was
found between the biomarkers and any OSA variable (data
not shown). Leptin was closely correlated with the anthropo-
metric variables (BMI [r = 0.479, p < 0.001], waist-to-hip ratio
[r=-0.598, p < 0.001], and fat mass [r = 0.401, p = 0.004]),
while adiponectin was correlated negatively to waist-to-hip
ratio (r =-0.598, p < 0.001), waist (r =-0.407, p =-0.003), and
neck circumference (r = -0.406, p < 0.003) and VEGF with fat
mass (r=0.3, p=0.021).

DISCUSSION

The present study is the first to explore the effect of OSA
on the many known mechanistic pathways that may contribute
to MetS in a non-selected morbidly obese population. In this
extremely obese population with established MetS, the pres-
ence of OSA did not produce any differences in serum cytokines
(IL-6, TNF-a), adipokines (leptin, adiponectin and chemerin), or
VEGF and sCD40L levels, as no difference was found between
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Table 4—Patients’ metabolic characteristics: matched 1:1and 1:2 by waist circumference, age and sex.

Non-OSA & Non-MetS
(IAH < 15)
N=13
Median systolic blood pressure (mmHg) 120 (117-126)**
Median diastolic blood pressure (mmHg) 80 (70-82)**
Triglycerides (mmol/l) 1,00 (0.80-1.15)**
Total cholesterol (mmol/l) 4.95 (4.32-5.38)

HDL-cholesterol (mmol/l)
LDL-cholesterol (mmol/l)

1.34 (1.17-1.52)**
1.34 (1.17-1.57)

VLDL-cholesterol (mmol/l) 0.35(0.15-0.55)
Fasting glucose (mmol/l) 514957
Fasting insulin (MU/I) 20.5(10.5-24.6)
(n=11)
HOMA (mcroU/ml/dl) 45(295.2)
(n=1)
Glycosylate haemoglobin (%) 56(54-5.7)
AST (Ukat/L) 0.29 (0.24-0.33)
ALT (Ukat/L) 0.24 (0.21-0.35)**
GGT (Ukat/L) 0.28 (0.21-0.34)
AP (Ukat/L) 1.17 (0.93-1.50)

Metabolic index (n)

2(15-2*

Non-OSA & MetS OSA & MetS p value
(IAH < 15) (IAH > 15) between
N=13 N=26 groups
145 (129-152)* 140 (132-151) 0.002
92 (83-100)* 90 (85-98) 0.001
1.10 (0.85-1.97) 1.40 (1.00-1.93) 0.041
5.16 (4.73-5.40) 4.72(4.31-5.32) 0.493
1.23(0.89-1.53) 0.99 (0.86-1.22) 0.007
1.23(0.89-1.72) 1.01(0.93-1.38) 0.098
(n=25)
0.36 (0.26-1.19) 0.55(0.26-0.79) 0.364
6.2 (5.5-7.5)* 6.1(5.6-6.6) 0.001
25.8(16.1-28.7) 24.4(16.5-26.9) 0.748
(n=10) (n=19)
1(31-59) 5.1(34-59) 0.671
(n=10) (n=19)
.6 (5.0-6.6) 5.9(5.5-6.2) 0.959
0. 27 (0.24-0.34) 0.32 (0.26-0.41) 0.216
0.29 (0.20-0.50) 0.37 (0.29-0.51) 0.024
0.34 (0.25-0.53) 0.43 (0.26-0.78) 0.104
1.16 (0.90-1.40) 1.25(1.10-1.88) 0.507
4 (3-4)* 4 (34) <0.001

MetS, metabolic syndrome; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL, very low-density lipoprotein cholesterol; ALT, alanine
aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyltransferase; AP alkaline phosphatase. Data are presented as median (interquartile
range) for continuous data. Kruscal-Wallis with Bonferroni PostHoc was performed. *p < 0.05 between Non-OSA-Non-Mets and Non-OSA & MetS patients.
**p < 0.05 between Non-OSA-Non-Mets and OSA & MetS patients. ***p > 0.05 between Non-OSA & MetS and OSA & MetS patients.

Table 5—Biological markers: matched 1:1 and 1:2 by waist circumference, age and sex.

Non-OSA & Non-MetS
(IAH < 15)
N=13

IL-6 (pg/ml) 1.5(0.3-3.5)
TNF-a (pg/ml) 9.1 (7.5-11.5)
Leptin (ng/ml) 43.7 (37.1-58.3)
Adiponectin (pg/ml) 17.22 (16.1-18.8)
Chemerin (ng/ml) 73.2 (62.0-98.4)
VGEF (pg/ml) 290 (117-375)
sCD40L (ng/ml) 40(2.2-54)

Non-OSA & MetS OSA & MetS p value

(IAH < 15) (IAH > 15) between

N=13 N=26 groups
1.0 (0.2-2.6) 16(0.5-3.2) 0.784
9.7 (6.8-13.6) 9.8 (8.0-12.3) 0.889
46.7 (34.2-68.1) 46.0 (29.9-74.5) 0.956
20.11 (14.6-24.1) 17.1(11.7-20.7) 0.508
73.0 (57.4-90.1) 73.1(55.9-98.4) 0.947
456 (359-759) 287 (146-547) 0.121
50(3.2-5.3) 4.3(3.0-6.2) 0.693

MetS, metabolic syndrome; IL-6, interleukin 6; TNF-a, tumor necrosis factor a; VEGF, vascular endothelial growth factor; sCD40L, soluble CD40 ligand. Data
are presented as median (Interquartile range) for continuous data. Kruscal-Wallis with Bonferroni PostHoc was performed. *p < 0.05 between Non-OSA-Non-
Mets and Non-OSA & MetS patients. **p < 0.05 between Non-OSA-Non-Mets and OSA & MetS patients. ***p > 0.05 between Non-OSA & MetS and OSA &

MetS patients.

OSA and non-OSA patients with MetS matched by central
obesity. Morbidly obese patients without both established MetS
and OSA already have a similar biomarker-altered profile.

The relationship between OSA and MetS or some of its
components has been established, mainly through cohorts
referred by sleep units with concomitant mild-to-moderate
obesity.’ The major limitation of these studies is the control of
obesity itself, as this is the main confounding factor and is often
adjusted by multivariate analysis. To address this issue, Barceld
et al. excluded patients with obesity and matched a sleep unit-
referred cohort by BMI; OSA patients showed higher levels of
free fatty acids, CRP, and oxidative stress markers." Trombetta
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et al. matched MetS patients by BMI with and without OSA;
they demonstrated that in this high-risk cardiovascular popula-
tion with moderate obesity, OSA was associated with greater
sympathetic drive.”> Moreover, there have been few case-
control studies that matched patients by central adiposity to
study the effect of OSA on the different components of MetS"
and the different biomarkers' related to both conditions. It is
therefore important to establish whether OSA and its associated
metabolic abnormalities are independent of central obesity.
Our study focused on an extremely obese population,
composed mainly of premenopausal women, in which we
previously showed an association of OSA with a worse
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metabolic profile, mainly through systolic blood pressure,
triglycerides, and HblAc, after adjusting by BMI and waist
circumference.' In order to explore the possible mechanistic
pathways explaining this association, we matched MetS
patients according to their OSA status by waist circumfer-
ence as a surrogate marker of central obesity. Patients in the
OSA-MetS group had greater metabolic impairment than non-
OSA-Non-MetS patients. Moreover, when we compared the
two MetS groups, as well as fulfilling MetS criteria, the MetS-
OSA group had a tendency toward higher hypertriglyceridemia,
lower HDL-cholesterol levels, higher levels of liver transami-
nases, and greater requirements of antihypertensive treatment.
This fact did not determine any differences in the studied
biomarkers between OSA and non-OSA in MetS patients. In
the study by Barceld et al., in the non-obese population only
OSA patients without MetS had higher levels of free fatty acids,
as no significant differences were found in biomarkers between
OSA and non-OSA in patients with established MetS." Surpris-
ingly, when we reviewed the non-OSA-non-MetS patients,
there were no differences in the biomarkers explored. Those
patients who supposedly constituted the metabolically healthier
group in fact presented lower blood pressure, serum triglyceri-
demia, and fasting glucose, while their HDL cholesterol was
higher, although they already had the same biomarker profile.
Metabolically healthy obesity is defined by a normal sensi-
tivity to insulin and a normal lipid profile, and it is related to
lower levels of inflammation and higher adiponectin concen-
trations.">'® While American studies have shown that 30% of
the obese population can be considered metabolically healthy,'”
only 5% of morbidly obese patients were found to be meta-
bolically healthy." In our study only three non-OSA-non-MetS
patients had obesity as the sole criterion for MetS, and they
also presented high HOMA-R indices. We could thus speculate
that the lack of differences in the studied biomarkers could be
evidence of an already adverse pre-pathological status, even in
patients without established MetS in morbid obesity. Therefore,
in this extremely obese population, patients without OSA or
MetS already have an altered mediator pattern; if we assume
the previously demonstrated effect of OSA on metabolic abnor-
malities, then OSA must stimulate another specific mechanism
to trigger MetS, independent of those activated by obesity.
Inflammation has been recognized as an intermediary mech-
anism associated with insulin impairment, MetS, and cardio-
vascular disease.'”?® Many cross-sectional, case-control, and
non-randomized interventional studies have suggested that
the levels of the pro-inflammatory cytokines and C-reactive
protein are elevated in OSA patients.?'?* These results have not
been consistent, however, as contradictory findings have been
reported in studies by both our group and others, in which this
association was attributed mainly to obesity.?*** Furthermore,
obese patients are resistant to leptin, which mainly serves to
regulate appetite and energy expenditure. In clinical studies,
leptin has been correlated with insulin levels and BMI, and
it predicts the development of MetS.>**¢ Leptin was the first
adipokine associated with OSA and its levels have proved to be
higher in OSA patients. Vogontzas et al. found, however, that
elevated leptin levels were more closely related to visceral fat
and other pro-inflammatory markers than to AHI.?” This could
explain the ceiling effect in the morbidly obese population
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in our work. Our study does not reveal any new information
about adiponectin. Hypoadiponectinemia has been postulated
as playing a role in the development of MetS,* as adiponectin
regulates insulin sensitivity and has an anti-inflammatory and
protective vascular effect. The studies of OSA to date are not
conclusive, as some have found lower levels in OSA patients,
but others such as ours have failed to show this down-regula-
tion.*® As an original contribution, we explored chemerin as
a novel adipokine. Clinical studies have shown that patients
with MetS have higher levels of chemerin than those without
MetS and present an association with BMI, serum triglycer-
ides, and blood pressure.?' A recent case-control study with a
moderately obese Asian population showed that OSA patients
had higher chemerin levels and found a weak but positive
correlation with sleep apnea severity and WC and BMI??; in
this study chemerin was also correlated with inflammation
and hypothesized as a possible a link between adipose tissue,
OSA, and inflammation. These results could not be confirmed
in our morbidly obese population with high indices of insulin
resistance, where we found that central obesity had a stronger
effect than OSA.

Apart from systemic inflammation and adipokine discharge,
the main direct consequences of obstructive apneas—intra-
thoracic pressure changes, recurrent arousal, and intermit-
tent hypoxia—also trigger an increase in sympathetic nerve
activity, reduce baroreflex sensitivity, and cause endothelial
dysfunction. These changes induce increased arterial stiff-
ness and arterial hypertension, leading to the development of
atherosclerosis.* In order to explore the latter mechanisms, we
analyzed VEGF and sCD40 serum levels. VEGF is thought to
promote atherogenesis through endothelial cell proliferation,
cell migration, and increased vascular permeability.* Previous
clinical studies have shown higher levels of VEGF in OSA
patients than in controls,*?¢ mainly as a result of hypoxia.
Our results were limited by the great variability in VEGF in
the sample, which prevented us from finding any differences
between groups. At the same time, the presence of OSA did
not suppose any effect on sCD40L levels. sSCD40L is consid-
ered a surrogate marker of arteriosclerosis, part of a mecha-
nism signalling platelet activation, and it is associated with
increased cardiovascular risk.”” Nevertheless, we could not
rule out a role for other known intermediate mechanisms, such
as increased sympathetic activity (not explored in our study),
in the link between MetS, cardiovascular morbidity, and
OSA in morbidly obese patients. A review of the randomized
controlled interventional trials shows that Dragger et al. found
an improvement in early signs of the atherosclerosis markers,
C-reactive protein, and urine catecholamines in severe OSA
after four months of CPAP, but their patients, unlike ours were
only overweight and were otherwise free of any comorbidity.*®
Further studies focusing on patients with milder obesity***
did not observe any changes in systemic inflammation, insulin
resistance, blood lipids, leptin, or adiponectin. Similarly, West
et al. also failed to find any changes in C-reactive protein and
adiponectin after CPAP treatment in a population of OSA
patients with established diabetes and more severe obesity."!
Taken together, these data and our own reinforce the idea
of the overwhelming effect of obesity and comorbidities on
the studied markers.
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Our study has a number of potential limitations that should
to be considered. Firstly, because of the cross-sectional descrip-
tive nature of the study, it did not provide evidence of a cause-
effect relationship. Secondly, the size of the study was limited
by the prior cohort study and the need to match patients from
the different groups. In order to include the maximum number
of patients we performed a 2:1 match, since OSA patients were
much more prevalent in our population. Although the sample
size limits the power of the study, we were unable to find any
trend in any biomarker explored, which makes it probable that
morbid obesity itself exerts a possible ceiling effect. Finally, as
mentioned above, our patients, as a clinical population, were
undergoing active hypolipemia, antihypertensive, and hypogly-
cemia treatment that could interfere with the determination of
metabolic profiles and biomarkers and minimize the difference
between groups.

We could not find any distinct biomarker pattern of OSA in
a morbidly obese population, nor did the studied biomarkers
allow us to discriminate between patients with and without MetS
in this population. Severe central obesity thus seems to trigger
an array of downstream effects that overwhelm those possibly
caused by intermittent hypoxia and sleep fragmentation in the
mediators studied in this extremely obese population. As an inde-
pendent association between metabolic abnormalities and OSA
has been demonstrated not only in the general clinical population
but also in high-risk cardiovascular and morbidly obese popula-
tions, we cannot rule out this being produced by other unexplored
pathways. The absence of differences in the studied biomarkers
between the groups does not detract from the importance of
detecting OSA in morbidly obese patients, since it is a treatable
condition with a great impact on health. It is therefore mandatory
to perform further controlled studies to explore other pathways
that could explain this relationship and enhance our under-
standing of the link between obesity, OSA, and cardiometabolic
dysfunction, and our search for future treatment targets.

ABBREVIATIONS

AHI, apnea-hypopnea index

BMI, body mass index

cHDL, high-density lipoprotein cholesterol

cLDL, low-density lipoprotein cholesterol

CV, cardiovascular

cVLDL, very low-density lipoprotein cholesterol

ESS, Epworth Sleepiness Scale

FBG, fasting blood glucose

HbA lc, percentage of glycosylated hemoglobin

IL-6, interleukin 6

MetS, metabolic syndrome

MO, morbid obesity

OSA, obstructive apnea-hypopnea syndrome

sCD40L, soluble CD40 ligand

SpO,, arterial oxygen saturation by pulse oximetry

TG, triglycerides

Time SpO, < 90%, percentage of sleep time with SpO,
below 90%

TNF-0, tumour necrosis factor o

VEGEF, vascular endothelial growth factor

WC, waist circumference

98

RESULTATS

Impact of OSA on Biological Markers in Obesity

REFERENCES

1. Alberti KG, Eckel RH, Grundy SM, et al. Harmonizing the metabolic syndrome:
a joint interim statement of the International Diabetes Federation Task
Force on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood
Institute; American Heart Association; World Heart Federation; International
Atherosclerosis Society; and International association for the Study of Obesity.
Circulation 2009;120:1640-5.

2. Ford ES. Risks for all-cause mortality, cardiovascular disease, and diabetes
associated with the metabolic syndrome: a summary of the evidence. Diabetes
Care 2005;28:1769-78.

3. Lam JC, Mak JC, Ip MS. Obesity, obstructive sleep apnoea and metabolic
syndrome. Respirology 2012;17:223-36.

4. Gasa M, Salord N, Fortuna AM, et al. Obstructive sleep apnea and metabolic
impairment in severe obesity. Eur Respir J 2011;38:1089-97.

5. Amardottir ES, Mackiewick M, Gislason T, Teff KL, Pack A. Molecular
signatures of obstructive sleep apnea in adults: A review and perspective. Sleep
2009;32:447-70.

6. Bonsignore MR, McNicholas WT, Montserrat JM, Eckel J. Adipose tissue in
obesity and obstructive sleep apnoea. Eur Respir J 2012;39:746-67.

7. Emst MC, Sinal CJ. Chemerin. at the crossroads of inflammation and obesity.
Trends Endocrinol Metab 2010,21:660-7.

8. Rosito GA, Massaro JM, Hoffmann U, et al. Pericardial fat, visceral abdominal fat,
cardiovascular disease nisk factors, and vascular calcification in a community-
based sample: the Framingham Heart Study. Circulation 2008;117:605-13.

9. Duren DL, Sherwood RJ, Czerwinski SA, et al. Body composition methods:
comparisons and interpretation. J Diabetes Sci Technol 2008;2:1139-46.

10. Pascot A, Després JP, Lemieux |, et al. Contribution of visceral obesity to the
deterioration of the metabolic risk profile in men with impaired glucose tolerance.
Diabetologia 2000;43:1126-35.

11. Barcelo A, Piérola J, de la Pefia M, et al. Free fatty acids and the metabolic
syndrome in patients with obstructive sleep apnoea. Eur Respir J
2011;37:1418-23.

12. Trombetta IC, Somers VK, Maki-Nunes C, et al. Consequences of comorbid
sleep apnea in the metabolic syndrome implications for cardiovascular risk.
Sleep 2010;33:1193-9.

13. Kono M, Tatsumi K, Saibara T, et al. Obstructive sleep apnea syndrome
is associated with some components of metabolic syndrome. Chest
2007;131:1387-92.

14. LuiMM, Lam JC, Mak HK, et al. C-reactive protein is associated with obstructive
sleep apnea independent of visceral obesity. Chest 2009;135:950-6.

15. Karelis AD, Faraj M, Bastard JP, et al. The metabolically healthy but obese
individual presents a favorable inflammation profile. J Clin Endocrinol Metab
2005;90:4145-50.

16. Aguilar-Salinas CA, Garcia EG, Robles L, et al. High adiponectin concentrations
are associated with the metabolically healthy obese phenotype. Clin Endocrinol
Metab 2008;93:4075-9.

17. Karelis AD, St-Pierre DH, Conus F, Rabasa-Lhoret R, Poehlman ET. Metabolic
and body composition factors in subgroups of obesity: what do we know? J Clin
Endocrinol Metab 2004;89:2569-75.

18. Soverini V, Moscatiello S, Villanova N, Ragni E, Di Domizio S, Marchesini G.
Metabolic syndrome and insulin resistance in subjects with morbid obesity. Obes
Surg 2010;20:295-301.

19. Frohlich M, Imhof A, Berg G, et al. Association between C-reactive protein and
features of the metabolic syndrome a population-based study. Diabetes Care
2000;23:1835-9.

20. Ridker PM, Coo N. Clinical usefulness of very high and very low levels of
C-reactive protein across the full range of Framingham risk scores. Circulation
2004;109:1955-9.

21. Minoguchi, K. Yokoe T, Tazaki T, et al. Increased carotid intima media thickness
and serum inflammatory markers in obstructive sleep apnea. Am J Respir Crit
Care Med 2005;172:625-30.

22. Can M, Acikgoz S, Mungan G, et al Serum cardiovascular risk factors in
obstructive sleep apnea. Chest 2006,129:233-7.

23. Ryan S, Nolan GM, Hannigan E, Cunningham S, Taylor C. McNycolas
WT. Cardiovascular risk markers in obstructive sleep apnea syndrome and
correlation with obesity. Thorax 2007;62:509-14.

24. Taheri S, Austin D, Lin L, Nieto F J, Young T, Mignot E. Correlates of serum
C-reactive protein (CRP) - no association with sleep duration or sleep disordered
breathing. Sleep 2007;30:991-6

25. Komer J, Leibel RL. To eat or not to eat - how the gut talks to the brain. N Engl
J Med 2003;349:926-8.

Journal of Clinical Sleep Medicine, Vol. 10, No. 3, 2014



N Salord, M Gasa, M Mayos et al

nN

6. Galletiti F, Barbato A, Vesiero M, et al. Circulating Leptin levels predict the
development of metabolic syndrome in middle-aged men: An 8-year follow-up
study. J Hypertens 2007;25:1671-7.

27. Vogontzas AN, Papanicolaou DA, Bixler EO, et al. Sleep apnea and daytime
sleepiness and fatigue: relation to visceral obesity, insulin resistance and
hypercytokinemia. J Clin Endocrinol Metab 2000;85:1151-8.

28. Fantuzzi G. Molecular mechanisms in allergy and clinical immunology. J Allergy
Clin Immunol 2005;115:911-9.

29. Wolk R, Svatikova A, Nelson CA, et al. Plasma levels of adiponectin, a novel
adipocyte-derived hormone, in sleep apnea. Obesity 2005,13:186-90.

30. Makino S, Handa H, Suzukawa K, et al. Obstructive sleep apnea syndrome,
plasma adiponectin levels and insulin resistance. Clin Edocrinol 2006,64:12-9.

31. Weigert J, Neumeier M, Wanninger J, et al. Systemic chemerin is related
to inflammation rather than obesity in type 2 diabetes. Clin Endocrinol
2010;72:342-8.

32. Feng X, Li P, Zhou C, Jia X, Kang J. Elevated levels of serum chemerin in
patients with obstructive sleep apnea syndrome. Biomarkers 2012;17:248-53.

33. Kohler M, Stradling JR. Mechanisms of vascular damage in obstructive sleep
apnea. Nat Rev Cardiol 2010,7:677-85.

34. Chemiack EP. Vascular endothelial growth factor and sleep apnea: clutching at
straws in the night. Respiration 2007;74:17-8.

35. De la Pefia M, Barcelo A, Barbe F, et al. Endothelial function and circulating
endothelial progenitor cells in patients with sleep apnea syndrome. Respiration
2008;76:28-32.

36. Imagawa S, Yamaguchi Y, Higuchi M, et al. Levels of vascular endothelial
growth factor are elevated in patients with obstructive sleep apnea-hypopnea
syndrome. Blood 2001,98:1255-7

37. Szmitko PE, Wang CH, Weisel RD, Jeffries GA, Anderson TJ, Verma S.
Biomarkers of vascular disease linking inflammation to endothelial activation:
Part Il. Circulation 2003;108:2041-8.

38. Drager LF, Bortolotto LA, Figueiredo AC, Krieger EM, Lorenzi GF. Effects
of continuous positive airway pressure on early signs of atherosclerosis in
obstructive sleep apnea. Am J Respir Crit Care Med 2007,176:706-12.

39. Kohler M, Stoewhas AC, Ayers L, Senn O, et al. Effects of continuous positive

airway pressure therapy withdrawal in patients with obstructive sleep apnea: a

randomized controlled trial. Am J Respir Crit Care Med 2011;184:92-9.

Journal of Clinical Sleep Medicine, Vol. 10, No. 3, 2014

RESULTATS

40. Hoyos CM, Killick R, Yee BJ, Phillips CL, Grunstein RR, Liu PY. Cardiometabolic
changes after continuous positive airway pressure for obstructive sleep apnoea:
a randomised sham-controlled study. Thorax 2012;67-1081-9.

41. West SD, Nicoll DJ, Wallace TM, Matthews DR, Stradling JR. Effect of CPAP on
insulin resistance and HbA1c in men with obstructive sleep apnoea and type 2
diabetes. Thorax 2007,62:969-74

ACKNOWLEDGMENTS

M. Clarke assisted with the English expression in versions of the manuscript. Ad-
vice on the statistical analysis was given by Daniel Quadras (IDIBELL, Barcelona,
Spain). We thank the sleep unit staff of the Hospital Universitari de Bellvitge, Hospi-
talet de Llobregat, Spain, Tomas Brinquis, Pilar Garriga, Sandra Perez, Neus Marti
and Carme Rodriguez and Rosa Miralda, Ariadna Farré and Montserrat Carreras
from the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain for their inestimable
collaboration.

SUBMISSION & CORRESPONDENCE INFORMATION

Submitted for publication May, 2013

Submitted in final revised form December, 2013

Accepted for publication December, 2013

Address correspondence to: Neus Salord, Sleep Unit, Department of Respiratory
Medicine, Hospital Universitari de Bellvitge, Feixa Llarga, s/n. CP 08907. Hospitalet
de Llobregat, Spain; Tel: 93 260 7586. Fax: 93 260 7955; E-mail: nsalord@
bellvitgehospital.cat

DISCLOSURE STATEMENT

Fondo de Investigacion Sanitaria [Grant: FIS PI080800]; Spanish Respiratory
Society SEPAR [Grant: Ayudas a la investigacion 249/07]; Societat Catalana de
Pneumologia SOCAP [Grants: 2052/08; 2052/09). Fundaci6 Catalana de Pneumo-
logia FUCAP 2009. Study Supported by Air products. The authors have indicated no
financial conflicts of interest.

99



RESULTATS

Impact of OSA on Biological Markers in Obesity

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Table S1—Assay characteristics

Assay
sensitivity Intra-assay CV Inter-assay CV
IL-6 <2pg/mL 6.17% 7.87%
TNF-a 1.7 pg/mL 44% 7.53%
Leptin < 0.2 ng/mL 565% 6.75%
Adiponectin 0.5 ng/mL 44% 5.7%
Chemerin < 6.5 pg/mL 6.17% 8.7%
VGEF <5 pg/mL 4.7% 8.1%
sCD40L <5 pg/mL 5.0% 6.2%

CV, coefficient of variation; IL-6, interleukin 6; TNF-a, tumor necrosis
factor a; VEGF, vascular endothelial growth factor; sCD40L, Soluble
CD40 ligand.

1 Journal of Clinical Sleep Medicine, Vol. 10, No. 3, 2014
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6.2. Resum dels resultats de I’article 1

Vint-i-sis pacients amb sindrome d’apnea-hipopnea obstructiva del son
(SAHS) i sindrome metabdlica (SMet) (SAHS-SMet) es van aparellar pel diametre
de la cintura (DC) amb 13 pacients amb SMet sense SAHS (No-SAHS-SMet) i 13
pacients sense SMet ni SAHS (No-SAHS-No-SMet). D’acord amb el disseny de
I'estudi els pacients tenien génere, edats, IMC i DC semblants (71% dones, 43+10
anys, 4645 kg/m?, 128+10 cm). Els pacients SAHS-SMet tenien per definicid un
SAHS greu amb un index d’apnea-hiponea/hora amb una mediana i rang
interquartilic de 47,1 (32 - 66), temps amb saturaci6 arterial d’oxihemoglobina per
pulsioximetria (SpO,) per sota del 90% del temps de I'estudi de 7% (5% - 31%) i
una SpO, mitjana de 92% (90% - 93%). Els pacients dels tres grups van presentar
una eficiéncia i estructura del son similar. No es van trobar diferéncies entre el
grups pel que es refereix a la activitat fisica mesurada per l'International Physical
Activity Questionnaire, ni quant a les hores habituals de son mesurades per una

agenda de son.

Tots els grups van presentar nivells similar de citocines (IL-6, TNF-a),
adipocines (leptina, adiponectina i quemerina), VEGF, i nivells del lligand soluble
de CD40. Cap delles es va correlacionar amb cap variable de gravetat de la
SAHS. La leptina es va correlacionar amb variables antropomeétriques (IMC, index
de cintura-maluc i percentatge de greix corporal), mentre que la adiponectina es va
correlacionar negativament amb I'index de cintura-maluc, el diametre de cintura i

del coll.
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A Randomized Controlled Trial of Continuous Positive Airway Pressure on
Glucose Tolerance in Obese Patients with Obstructive Sleep Apnea

Neus Salord, MD"?%*#; Ana Maria Fortuna, MD**%; Carmen Monasterio, MD'2¢: Mercé Gasa, MD'2; Antonio Pérez, MD*®”; Maria R. Bonsignore, MD?;

Nria Vilarrasa, MD’?; Josep Maria Montserrat, MD*'°; Mercedes Mayos, MD*#3

'Sleep Unit, Department of Respiratory Medicine, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Spain; *Bellvitge Biomedical Research Institute (IDIBELL).

Area: Inflammatory, Chronic and Degenerative Diseases. Section: Respiratory Medicine. Hospitalet de Llobregat, Spain; *Department of Medicine, Universitat Autonoma
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Study Objectives: Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with an increased prevalence of metabolic syndrome (MetS), even in patients with morbid
obesity. Our goal was to address whether continuous positive airway pressure (CPAP) treatment improved glucose metabolism in this population.

Methods: A prospective randomized controlled trial was performed in severe OSA patients with morbid obesity without diabetes in two university referral
hospitals. Patients received conservative (CT) versus CPAP treatment for 12 weeks. MetS components, homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR) and oral glucose tolerance were assessed at baseline and after treatment.

Results: A total of 80 patients completed the study (42 CPAP and 38 CT patients). After 12 w of CPAP treatment, weight loss was similar in both groups and
physical activity, prevalence of MetS, and HOMA-IR did not change in either group. In the CPAP group impaired glucose tolerance (IGT) reversed in nine
patients and IGT developed in none, whereas IGT reversed in five patients and IGT developed in five patients in the CT group (P = 0.039 in the Fisher test).
Changes in 2-h plasma glucose after glucose load were greater in the CPAP group than in the CT group (CPAP: -0.5 + 1.5 versus CT: 0.33 + 1.9, P = 0.007).
Conclusions: The improvement of glucose tolerance in morbidly obese patients with severe OSA, without changes in HOMA-IR, supports an improvement in

peripheral insulin resistance after CPAP treatment.
Clinical Trials Registration: NCT 01029561.

Keywords: continuous positive airway pressure, glucose tolerance, insulin resistance, obstructive sleep apnea
Citation: Salord N, Fortuna AM, Monasterio C, Gasa M, Pérez A, Bonsignore MR, Vilarrasa N, Montserrat JM, Mayos M. A randomized controlled trial of
continuous positive airway pressure on glucose tolerance in obese patients with obstructive sleep apnea. SLEEP 2016;39(1):XXX-XXX.

Significance

Observational studies have suggested that obstructive sleep apnea (OSA) is associated with impaired glucose metabolism and metabolic syndrome. To
date, it remains unclear whether sleep apnea treatment with CPAP is beneficial for glucose metabolism. This is the first study to investigate the effects
of CPAP on glucose metabolism in a specific population of morbidly obese patients. These patients represent an extreme model for studying the relation
between OSA and metabolic dysfunction because of an increased risk for both disorders. We demonstrated that an effective treatment of OSA with
CPAP improves glucose tolerance in morbidly obese patients with severe OSA, without changes in HOMA-IR or metabolic syndrome. These results
support an improvement in peripheral insulin resistance after CPAP treatment.

INTRODUCTION

Obesity, and particularly central adiposity, has been recog-
nized as a significant risk factor in the pathophysiology of ob-
structive sleep apnea (OSA) in adults.! Furthermore, obesity is
not only a major risk factor for sleep apnea but also for cardio-
metabolic diseases. Metabolic syndrome (MetS) is a cluster of
risk factors that include central obesity, dysglycemia, raised
blood pressure, elevated triglyceride levels, and low high-den-
sity lipoprotein (HDL)-cholesterol levels,> and is associated
with an increased risk for diabetes, cardiovascular events, and
mortality in the general population.>* Central obesity and in-
sulin resistance are key features of MetS.?

Data from both epidemiological and clinical studies suggest
an independent association of OSA with the different compo-
nents of MetS, particularly insulin resistance, hypertension,
and abnormal lipid metabolism.” The common association be-
tween OSA and obesity makes it difficult to separate the role
each one plays in their metabolic consequences.®” We recently
reported that even in morbidly obese patients, OSA was associ-
ated with MetS independently of central obesity. Furthermore,
the metabolic profile progressively worsened with increasing

SLEEP, Vol. 39, No. 1, 2016

OSA severity.® suggesting that OSA can play a significant role
in the development of insulin resistance and metabolic distur-
bances beyond obesity.

Continuous positive airway pressure (CPAP) is the treat-
ment of choice for moderate-to-severe OSA in adults. CPAP
prevents upper airway collapse during sleep and can amelio-
rate intermittent hypoxia and sympathetic overactivation, both
of which are pathophysiological mechanisms involved in the
metabolic and cardiovascular consequences of OSA.°

Many randomized controlled trials have shown that CPAP
treatment clearly leads to an improvement in OSA patient
health status,' but few of them have analyzed its effect on the
metabolic profile, and those that have reported contradictory
results."** It has been suggested that CPAP could positively
affect metabolic variables only in patients with severe OSA
without morbid obesity."® However, the data supporting this
hypothesis are scarce and further studies are needed to better
identify what type of patients with OSA stand to benefit from
CPAP treatment.

We performed a randomized controlled trial (RCT) com-
paring 12 w of CPAP to conservative treatment (CT) in a

Effect of CPAP on Glucose Tolerance—Salord et al.
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population of morbidly obese patients with severe OSA without
clinically overt diabetes. We hypothesized that, compared with
CT 12 w of CPAP treatment would primarily improve insulin
resistance and secondarily lead to a greater improvement in
glucose tolerance, MetS, and metabolic profile.

METHODS

Trial Design
A parallel RCT comparing 12 w of CPAP treatment to CT was
designed.

Participants and Study Settings

Patients included in the obesity surgery program were studied
prospectively in two referral sleep clinics in Barcelona from
January 2009 through July 2011. Inclusion criteria for the obe-
sity surgery program were: age between 18 and 65 y; a body
mass index (BMI) > 40 kg/m? or BMI > 35 kg/m? with comor-
bidity related to obesity (hypertension, heart disease, degen-
erative osteoarthritis, and respiratory complications). Eligible
patients had an apnea-hypopnea index (AHI) > 30 after a full
overnight polysomnography (PSG). The exclusion criteria
were: current or previous CPAP treatment, previously known
diabetes mellitus or diabetic treatment, unstable cardiovascular
conditions, severe cognitive or psychiatric disorders, chronic
obstructive pulmonary disease, pregnancy, past or current his-
tory of alcohol abuse, refusal to participate, disabling daytime
sleepiness, professional drivers or professionals performing
potentially dangerous activities. The study protocol was ap-
proved by both Ethical Committees (PR052/08, 07/064/797).
All participants gave their informed written consent. The trial
registration number was NCT 01029561.

Interventions and Protocol

Included patients were randomized to receive individualized
lifestyle counseling therapy plus CPAP (CPAP group) or con-
servative treatment (CT group) consisting only of individual-
ized lifestyle counseling therapy.

At baseline and after 12 w, each participant completed a
detailed questionnaire on medical history, cardiovascular risk
factors, and current medication. Exercise level and sleep dura-
tion were recorded in a self-administered International Phys-
ical Activity Questionnaire”” (IPAQ) and a sleep diary for 15
consecutive days. Excessive daytime sleepiness was quantified
by the Epworth Sleepiness Scale. Anthropometric characteris-
tics included BMI, neck circumference, waist circumference,
waist/hip ratio, and percentage of body fat mass measured by
electrical bioimpedance (BIA 101, Akern Bioresearch, Flor-
ence, Italy). Clinical blood pressure (BP) was measured ac-
cording to Spanish guidelines.'

Ethical Issues

After the indication for bariatric surgery, patients generally
spend more than 1 y on the waiting list for surgery. During this
time, patients receive medical care from an endocrinologist
and respiratory and sleep studies are performed in order to re-
duce the perioperative complications associated with untreated
sleep apnea. For ethical reasons, patients were included in our

SLEEP, Vol. 39, No. 1, 2016
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study after the first evaluation by the endocrinologist and were
prioritized for overnight PSG, in order to avoid a delay in the
beginning of treatment. At the end of the 12-w study period,
CPAP treatment was initiated in all CT patients.

Polysomnography

OSA was determined by a full overnight PSG. The PSG (Si-
esta, Compumedics, Melbourne, Australia) included recording
of oronasal flow (termistor and cannula), thoracoabdominal
movements, electrocardiogram, submental and pretibial elec-
tromyography, electrooculogram, electroencephalogram,
pulse oximetry, and body position sensor. Rechtschaffen and
Kales’ criteria were used for the visual scoring of sleep stages.
Apnea was defined as a cessation of flow for at least 10 sec, and
hypopnea as any flow reduction of at least 10 sec, accompanied
by a fall of > 3% in SpO, or microarousal. The AHI and the
arousal index were defined as the number of apneas/hypop-
neas and arousals, respectively, per hour of sleep.

CPAP Titration and Compliance

CPAP titration was performed by an overnight PSG with
manual CPAP titration or by autotitration devices."” Objective
treatment compliance was determined by dividing the number
of hours recorded by the CPAP device’s built-in hour meter by
all the nights of the study period. Patients with an average use
time <4 h per night were considered non-compliant.

Glucose Metabolism, Lipoproteins, and MetS Definitions

At baseline and after 12 w of CPAP or CT, a venous blood
sample was obtained from all patients in fasting conditions.
Glycosylated hemoglobin (HbAlc), fasting plasma glucose
(FPG), total cholesterol, triglycerides, and HDL cholesterol
were determined with standard laboratory methods. In patients
with FPG < 6.7 mmol/L, plasma glucose measurements were
obtained 5 min before and 2 h after administration of 75-g oral
glucose (2-h PG). Based on the results of the oral glucose tol-
erance test (OGTT), normal glucose tolerance was defined as
2-h PG < 7.8 mmol/L, impaired glucose tolerance (IGT) as 2-h
PG from 7.8 to 11.0 mmol/L, and diabetes as 2-h PG > 11.1
mmol/L.%° Insulin levels were determined by the automated
chemiluminescence method and insulin resistance was esti-
mated using the homeostasis model assessment (HOMA-IR).*!
MetS was defined in accordance with the National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel ITI (NCEP-ATP I1I)
modified criteria,2 and metabolic index (MI) as the number of
individual MetS components for each patient.

Outcomes

The primary outcome was the change in insulin resistance
measured by HOMA-IR. Other secondary outcomes were
change in glucose tolerance measured by the oral glucose tol-
erance test, percentage of metabolic syndrome according to
NCEP-ATP III modified criteria, and metabolic profile.

Sample Size, Randomization, and Statistical Analysis

Sample size calculations showed that 42 subjects were needed
in each group to detect a difference greater or equal to 1 unit
of HOMA-IR, assuming a standard deviation of 1.5 based
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on previous results in the clinical database of morbid obesity
in one of our centers, with a minimum power of 80%. The
dropout rate for the study was estimated at 15%.

Simple randomization was performed by a statistician not
involved in the study with a computer-generated sequence of
random numbers for balanced allocation. Math.random() func-
tion was used to generate the random allocation sequence prior
to study activation. We did not use any restriction or blocking
method. Randomization was assigned using the central da-
tabase, where the previously reported number generation al-
gorithm was stored. According to eligibility screening by the
research coordinator, the system generated a unique number
that could not be modified or erased.

The treatment arm was not blinded to the participants, care
providers, nor to the person assessing the statistical analysis.
Continuous variables were shown as mean =+ standard devia-
tion for normally distributed data or median (and interquar-
tile range) for non-normally distributed data, and categorical
variables as proportions. The intention-to-treat principle was
applied for the analysis of the differences between treatment
groups, but missing data were not imputed in order to avoid
the dilution effect. Changes from baseline of treatment with
CPAP and conservative treatment were calculated by sub-
tracting the value after the 12-w intervention period from the
value before the period, the s-test or the Mann-Whitney U test
were used (continuous variables). We aggregated patients with
IGT and those who screened positive

RESULTATS

who discontinued the study had lower BP and FBG compared
to patients who completed the study (Table SI, supplemental
material).

Table 1 shows the baseline characteristics of the CPAP and
CT groups. At baseline, patients in the CT group had higher

82 AIM <30 hour ',

l 243 patients where assessed for Bariatric Surgery |
29 diabetic treatment.

- § invalidating somnolence
-2 Bariatric surgery prioritized

1 other surgical intervention

2 Pregnancy

- 11 Denied consent

-9 Inflammatary disease.
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l 98 patients underwent randomization I

| l
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CPAP conservative treatment

6lost in Follow up
le—|
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2 bariatric surgery
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Figure 1—Study flow chart.

for diabetes in the IGT category, as
only three patients proved to be dia-
betic in the OGTT. Changes after 12
w in IGT and MetS were categorized
as improved, worsened, or unchanged.
The chi-square test or the Fisher exact

Table 1—Baseline characteristics of the study population.

test was used. Two-way analysis of
variance (ANOVA) was used to assess
changes in 2-h PG over time (repeated
measures) and the interaction between
it and the treatment group. This anal-
ysis was adjusted for basal BMI using
analysis of covariance (ANCOVA).
Two-sided P < 0.05 were considered
to indicate statistical significance. Sta-
tistical analysis was performed with
the statistical software package SPSS
V-19 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA).

RESULTS

Two hundred forty-three patients were
initially assessed for the study. Figure 1
shows exclusion causes and follow-up
of participants. Ninety-eight patients
were recruited, 44 of whom were as-
signed to CT and 54 to CPAP. Twelve
patients in the CPAP group and six
in the CT group discontinued follow-
up; therefore, 80 patients completed
the study and were analyzed. Patients
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Conservative
CPAP Group  Treatment Group
(n=42) (n=38) P

Age,y 485+86 446+94 0.057
Sex, males n (%) 11 (26) 11(29) 0.783
Anthropometric and physical activity variables

BMI, kg/m?* 457+5 493+66 0.007

Neck circumference, cm* 42 (40-46) 43 (40-48) 0.310

Waist circumference, cm* 130 (120-137) 134 (126-147)  0.040

Waist/ip ratio 0.93 +0.07 0.97+0.1 0.100

Fat mass, kg 58+ 125 63.9+21.1 0.136

IPAQ, METS min/w* 1838 (583-4207) 1470 (352-3861) 0.661
Sleep data

Epworth Sleepiness Scale 79+45 79+52 0.892

Subjective sleep duration, h/day 76+21 8+17 0.386

AHI, events/h* 68.3 (43-88) 52.6 (37-78) 0.276

Time spent < 90% of TST, %* 13.8 (6-29) 17.7 (6-41) 0.765

ODI 3%, events/h 57.8+28 525+28 0.402
MetS

MetS, n (%) 34 (81) 29 (76.3) 0.613

Metabolic index ,n 3(3-4) 3.(2.7-4) 0.868

Data are presented as n (%) for categorical data or as median + standard deviation or *median
(interquartile range) for continuous data. t-test or Mann-Whitney U test were used for continuous
variables and chi-square or Fisher test were used for categorical variables. Bold type is used to
indicate statistical significant differences. AHI, apnea-hypopnea index; BMI, body mass index;
IPAQ, International Physical Activity Questionnaire; MetS, metabolic syndrome; METS, metabolic
equivalent tasks; ODI, oxygen desaturation index; TST, total sleep time.
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Table 2—Effects of continuous positive airway pressure versus conservative treatment on clinical variables, glucose metabolism, and metabolic
syndrome components.
CPAP Group (n = 42) Conservative Treatment Group (n = 38) Intergroup Differences
Baseline 12w Change Baseline 12w Change Difference (95% Cl) P
BM, kg/m? 45745 4745 -096+26 49366 4837 -099+20 -0009(-1.0410103)  0.589
Epworth Sleepiness Scale 79145 50438 -288+42 79452 75150 -035+36 -252(-4.3110-075) 0.006*
IPAQ, METS minw 1838 (583-4207)  1386(515-4460) 166+ 630 1470 (352-3861) 990 (347-3213) 207 + 2071 374(-88210 1631) 0668
Total sleep hours, hiday 76121 73219 -03122 817 8122 -006+2 046(-13410072)  0.944
Fasting insulin, mUIL (n = 40, n = 38) 257 (16-32) 26.1(20-34) 15217 25.0(19-38) 267 (19-35) 0053+ 13 348(-571086)  0.291
HOMA-IR (n = 40, n = 38) 68(44-87) 65(52-93) 03244 6.4(5.2-11.0) 67(51-93) 004437 027 (-155t02.10)  0.530
Glycosylated hemoglobin, % 58 (55-6.1) 58(55-6.1) 003502 57(55-59) 56(54-60)  0075+06 -004(-0.23100.15 0671
2h-PG, mmollL (n = 35, n = 34) 67(53-89) 62(51-85) 05215 64(50-70) 67(57-79) 03319 -085(-1.69t0-001) 0.007
MetS components
Waist circumference, cm 130 (120-137) 129(119-137) 211638 134 (126-147) 133(121-141)  -33:108 -12(-5.18t02.18)  0.870
Systolic blood pressure, mmHg 136+18 13515 -0.869 £ 14 145+ 18 14019 -5.140 £ 17 427(-2681011.23) 0.225*
Diastolic blood pressure, mmHg 85 (80-91) 87 (80-97) 0.747 £ 10 90 (83-100) 90 (80-90) -1267+15 201(-35610759) 0464°
Fasting glucose, mmollL 581070 564067 -0.13+057 574077 59123 02054203 -033(-0.10t0040)  0.699
Triglycerides, mmol/L 145(108-202)  150(098-197) 0018061 140(117-184)  133(12-20) 0435228 -042(-12910046) 0942
HDL cholesterol, mmolL (n=42,n=37)  1.17+0.23 122028 0.044 020 111024 1.15£045 0.044 +0.38 00026 (-0.13100.14) 0572
Data are presented as median + standard deviation or median (interquartile range) for continuous data. Treatment effect was calculated by subtracting
the value after the 3-mo intervention period from the value before the period, intergroup changes are presented as mean difference + standard deviation,
P values were calculated with the use of the *t-test or Mann-Whitney U test. Bold type is used to indicate statistical significant differences. BMI, body
mass index; Cl, confidence interval; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IPAQ, International Physical Activity Questionnaire;
MetS, metabolic syndrome; METS, metabolic equivalent tasks; 2-h PG, 2 h plasma glucose after administration of 75-g oral glucose.

30 20 (76.3%)

25 | 24(70.8%)
3 20
w
3 P=0.039
% Tlimprovement
E 15 OUnchanged
E mWorsened
3 9(237%
Z 10

5(14.7%) 5(14.7%)

5
0(0%) .
0

CPAP Treatment Conservative Treatment

Figure 2—Effect of 12 w continuous positive airway pressure and
conservative treatment on glucose tolerance in subjects with morbid
obesity and severe sleep apnea. Improvement was considered if a
patient with glucose intolerance had normal tolerance at the end of
the study. Worsened was considered if a patient with normal tolerance
turned to intolerant at the end of the study.

BMI and waist circumference when compared to patients in
the CPAP group (Table 1). There were no major differences
in age, sex, body fat, treatments, physical activity, or OSA se-
verity between the two groups. Neither sleep efficiency nor
sleep structure differed (Table S2, supplemental material) and
metabolic variables and prevalence of MetS (Table 1) and its
components were comparable at baseline.

Effects of Treatment
Objective mean compliance at 12 w in the CPAP group was
5.4 = 1.6 h per night. Thirty-six patients (86%) used the CPAP
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machine on average > 4 h at 12 w. Mean CPAP pressure was
10.0 £ 1.6 cmH,0. Patients in the CPAP group presented a sig-
nificant improvement in sleepiness compared to patients in the
CT group (Table 2).

Table 2 and Figure 2 summarize the changes observed in
both groups after 12 w of treatment. Both groups presented
a slight but equivalent weight loss with a one-point decrease
in BMI (Table 2). Insulin resistance measured by HOMA-IR
did not change after treatment. Most of the other variables ex-
plored, including FPG or HbAlc, were also unchanged at 12
w in both groups. The percentage of patients in which MetS
reversed (19% versus 15.8%) and worsened (2.4% versus 7.9%)
was similar in the CPAP and the CT groups.

Results of OGTT were obtained from 72 patients in both
groups at baseline and after 12 w of treatment. Eight patients
did not take part in the glucose tolerance test (eight missing
values) and an additional three patients had a missing value
in the numeric variable because of a data collection error. At
baseline 18 of 38 patients (47.4%) patients in the CPAP group
and 8 out of 34 (23.5%) in the CT group had IGT (P = 0.036).
After 12 w of treatment with CPAP, IGT reverted to normal
glucose tolerance in 9 patients and glucose tolerance remained
unchanged in 29 patients. In the CT group, IGT reverted to
normal glucose tolerance in 5 patients, IGT developed in 5
patients, and 24 remained unchanged (P = 0.039 at the exact
Fisher test) (Figure 2). When this result was adjusted by lo-
gistic regression, baseline glucose intolerance was a predictor
of improved oral glucose tolerance at the end of the study
(P = 0.001). Additionally, 2-h PG after a 75-g glucose load
decreased more in CPAP patients than in those treated con-
ventionally (Table 2). We observed a significant effect of the
treatment group (P =0.048 ANOVA) in changes in 2-h PG over
time (repeated measures). When we adjusted the same analysis
for basal BMI (ANCOVA), it continued to have a trend toward
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significance (P = 0.081) and this covariable did not show sig-
nificance (BMI, P = 0.571 group P = 0.280).

When the six patients with <4 h of CPAP compliance were
excluded from analysis, the decrease of 2-h PG after 75-g load
at 12 w remained significant (CPAP —0.38 = 1.5 versus CT
0.32 + 1.9, mean difference —0.71, confidence interval (CI) —1.5
to —0.27, P = 0.020).

Finally, because the CT group presented higher levels of
obesity than the CPAP group, the analysis was repeated after
excluding five extremely obese patients. The BMI of the two
groups became comparable (45.7 = 5.1 and 47.5 = 5.1 kg/m?,
P = 0.077). Changes in the reversal of IGT, as well as the de-
crease of 2-h PG in OGTT in the CPAP group, remained sig-
nificantly different (CPAP —0.94 = 1.5 versus CT 0.43 = 2.1,
mean difference —0.94, CI —1.86 to —0.043, P =0.003). After 12
w of treatment with CPAP, IGT reverted to normal glucose tol-
erance in 9 patients and glucose tolerance remained unchanged
in 29 patients. In the CT group, IGT reverted to normal glucose
tolerance in 5 patients, IGT developed in 5 patients, and 20
remained unchanged (P = 0.030 at the exact Fisher test).

DISCUSSION

In the current study performed in nondiabetic subjects with
morbid obesity and severe sleep apnea, we demonstrated that
the effective treatment of OSA with CPAP for 12 w improves
glucose tolerance without improvement in insulin resistance
as measured by HOMA-IR. Other metabolic variables and
MetS prevalence were not significantly different between the
CPAP and conservative intervention groups. To the best of
our knowledge, this is the first randomized controlled study to
evaluate these aspects in this population and it provides new
information about the benefits of CPAP therapy on glucose
metabolism and its potential mechanisms. These findings are
potentially relevant because impaired glucose tolerance, a risk
factor for the development of type 2 diabetes, is very prevalent
in obese subjects.

Studies addressing the effect of CPAP treatment on glucose
metabolism have reported conflicting results." ' In a non-
controlled study, Harsch et al."! were the first to observe an
improvement in insulin sensitivity, as measured by hyperinsu-
linemic euglycemic clamp, following 2 nights of CPAP treat-
ment, in a group of nondiabetic Caucasian males with moderate
OSA." In a crossover controlled study, no change in HOMA-IR
was found in a more obese population of Caucasian males with
severe OSA after 6 w of CPAP treatment when compared with
sham-CPAP."> More recently, Hoyos et al."* did not find any dif-
ference in HOMA-IR in a 12-w RCT conducted in nonselected
obese patients with OSA, but reported significant changes in
the Insulin Sensitivity Index, though only in compliant patients.
Another RCT conducted in overweight-obese Asian patients
with moderate to severe OSA found a significant improvement
in insulin sensitivity after only 1 w.??> In addition to the indi-
vidual negative results in changes in HOMA-IR after CPAP in
the aforementioned and other studies,”* a recent meta-anal-
ysis of RCT showed a modest decrease of HOMA-IR (—0.44)
after CPAP compared to sham CPAP, mainly in nondiabetic
patients.* It is noteworthy that in the studies by Hoyos et al."
and Coughlin et al.,'> mean CPAP use was lower than 4 h per
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night, suggesting that good adherence to CPAP may be crucial
for the achievement of a positive effect of CPAP treatment on
insulin resistance.

In spite of the lack of effect on HOMA-IR while fasting, we
found that 12 w of CPAP therapy improved glucose tolerance.
This apparent discrepancy between HOMA-IR and 2-h PG
during OGTT reflects the underlying physiological bases of
IGT. IGT is associated with peripheral insulin resistance, most
importantly at the level of skeletal muscle.” The HOMA-IR
index is derived from the product of the fasting plasma glucose
and insulin concentration and largely reflects the resistance
of glucose production by liver and kidney to suppression by
insulin, whereas hyperglycemic clamp—determined insulin
sensitivity reflects the sensitivity of muscle glucose uptake to
stimulation by insulin.*® In this context, the improvement in
glucose tolerance observed in our study after 12 w of CPAP
treatment may reflect the reduction in muscle insulin resis-
tance. Previously, Weinstock et al.”* did not find any difference
in glucose tolerance measured by OGTT after 8 w of CPAP
compared to sham CPAP in a moderately obese population, but
they reported a positive effect of CPAP on 2-h PG, HOMA-IR,
the insulin sensitivity index, and the percentage of normal-
ization of glucose tolerance in severe OSA (> 30 AHI)."® Our
results agree with data from Weinstock et al., because only pa-
tients with severe OSA were included in our study, and suggest
that OSA severity is an important factor in studies addressing
the effects of CPAP on glucose metabolism.

The positive data obtained at 12 w in the CPAP group re-
garding the response to glucose load indicate a potentially
clinically relevant effect. The number of patients with IGT
decreased in the CPAP group, with a shift toward normal re-
sponse to OGTT, but not in the CT group. This effect could be,
in part, overestimated due to a higher proportion of patients
with glucose intolerance at baseline in the CPAP group due to
random bias. In fact, we have shown that baseline impairment
was a significant predictor of improvement, but it is important
to note that no patients worsened in the CPAP group and five
patients (14.7%) became intolerant in the conservative group.
Inany case, IGT is a reversible strong risk factor of progression
to diabetes and the development of cardiovascular disease.?”®
Therefore, given the particularly high risk of the development
of type 2 diabetes in severely obese patients with IGT, our find-
ings suggest a potential role of CPAP treatment as an adjunc-
tive therapy to lifestyle modifications and weight reduction, to
prevent or delay the progression from pre-diabetes to type 2
diabetes.

In line with two previous controlled studies, the prevalence
of MetS was unchanged after CPAP treatment. Coughlin et
al."” did not find any effect on the whole syndrome after 6 w
of CPAP treatment compared to sham CPAP in a population of
patients with severe to moderate OSA, detecting changes only
in blood pressure. Hoyos et al.>* also observed no improvement
in MetS in their unselected population with treated metabolic
comorbidities. Taken together, these results suggest that the
obesity factor is stronger than OSA in causing this cluster of
metabolic abnormalities.

Apart from its randomized controlled design, other strengths
of our study include satisfactory CPAP compliance compared
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with previous studies in which low CPAP compliance could
have limited a positive change in glucose metabolism."”>”'* In
order to control the possible effect of physical activity on me-
tabolism we monitored it by IPAQ questionnaire: this impor-
tant confounding factor has only been addressed previously
by West et al.,”* and our results agree with theirs, because
CPAP treatment was not associated with changes in physical
activity. Unlike previous studies, which were performed only
in men'?"*? or groups with a low percentage of women,'** our
population was composed mainly of women, which gives an
additional value to our study results.

Our study has a number of potential limitations that should
be considered. First, it has to be taken in account that our main
positive result, changes in glucose tolerance, was a secondary
outcome in which we have some missing values; the study was
designed according to insulin resistance defined by HOMA-IR.
For that reason the power of the effect of the treatment group
in changes in 2-h PG over time was calculated a posteriori
and it was 0.946. Second, despite blinded randomization, pa-
tients in the CT group were heavier and had higher waist cir-
cumferences. We addressed this random bias by performing a
post hoc analysis excluding patients with a higher BMI and by
using the ANCOVA analysis. The main findings remained un-
changed. Additionally, both groups showed a decrease in BMI,
probably because of diet and lifestyle counseling. Previously,
weight loss programs have been used with positive results in
patients with OSA*® and when we applied them equally to the
two groups, both had an equivalent weight loss. Consequently,
the changes in glucose tolerance can be attributed to the effects
of CPAP. Finally, our patients, as a clinical population, under-
went active lipid-lowering and antihypertensive treatment that
could have conditioned the differences between groups.

In summary, this RCT showed that, in individuals with
both morbid obesity and severe sleep apnea, 12 w of CPAP
treatment improved glucose tolerance without concomitant
changes in the HOMA-IR index and physical activity. As the
HOMA-IR index largely reflects hepatic insulin resistance and
IGT is associated with peripheral insulin resistance, our study
supports an improvement in peripheral insulin resistance as
the preferential mechanism involved in the improvement in
glucose tolerance after CPAP treatment. This study therefore
contributes to the debate on the effect of CPAP treatment on
glucose metabolism, and supports the use of CPAP as an ad-
junct therapy to lifestyle intervention in order to improve glu-
cose metabolism in individuals with morbid obesity and severe
sleep apnea.

ABBREVIATIONS

2-h PG, plasma glucose after 2 hour overload in oral glucose
tolerance test

AHI, apnea-hypopnea index

BP, blood pressure

CPAP, continuous positive airway pressure

CT, conservative treatment

FPG, fasting plasma glucose

HbAIc, the percentage of glycosylated hemoglobin

HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance

SLEEP, Vol. 39, No. 1, 2016

108

RESULTATS

IGT, impaired glucose tolerance

MI, metabolic index

MetS, metabolic syndrome

OGTT, oral glucose tolerance test

OSA, obstructive apnea-hypopnea syndrome
RCT, randomized controlled trial
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Table S1. Baseline characteristics of included and dropout patients

Analyzed patients Dropout patients
N =80 N=18

Age,y 46.7+9 37.1+22 0.088

Sex, female n (%) 58 (72.5%) 9 (50) 0.064

Anthropometric variables
BMI*, kg/m? 474 +6 47.1+6.1 0.857
Neck circumference, cm 43.0 (40-46) 43.0 (41-47) 0.517

Sleepiness and apnea-hypopnea index

Epworth Sleepiness Scale 785 765 0.857

AHI, h"! 56.4 (40-86) 63.4 (48-99) 0.507

Metabolic syndrome components

Waist circumference, cm 132.8 (14) 130.8 (10) 0.923
Systolic blood pressure, mmHg 140 (16) 131(10) 0.002
Diastolic blood pressure, mmHg 90 (80-99) 80 (63-83) <0.001

Fasting glucose , mmol/L (N = 80, N = 12) 5.7 (0.79) 5.0 (0.73) 0.003
Triglycerides, mmol/L (N =80, N = 12) 1.40 (1.10-1.97) 1.66 (0.92-2.23) 0.706
HDL cholesterol, mmol/L (N = 80, N = 12) 1.14+£0.24 1.18 £ 0.37 0.740

Glucose metabolism

Glycosylated hemoglobin, %(N=80, N=12) 5.7 (5.5-6.0) 5.6 (5.4-5.0) 0.646

Metabolic syndrome

Metabolic syndrome, n, %(N = 80,N = 12) 63 (78.8) 7 (58.3) 0.122

Data are presented as n (Percentage) for categorical data or as mean + standard deviation or median
(interquartile range) for continuous data. t test or Mann-Whitney U test were used for continuous variables
and chi-square or Fisher test were used for categorical variables. Bold type is used to remark statistical
significant differences.

AHI = apnea-hypopnea index; BMI = body mass index
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Table S2. Baseline sleep characteristics of the study population

Conservative

CPAP group

N = 42 treatne:;x group
AHI, h'' 68.3 (43-88) 52.6 (37-78) 0.276
Time spent < 90% of SpO; of TST, % 13.8 (6-29) 17.7 (6-41) 0.765
ODI 3%, h”' 57.8 + 28 52.5 + 28 0.402
Mean SpO;, % 91.5 (90.8-94.0) 92.0 (89.8-93.0) 0.356
Minimal SpO., % 73.5 (68.5-79.0) 73.0 (63.5-81.5) 0.922
Sleep efficiency, % 82.8(74.0-87.7) 77.1 (69.3-86.0) 0.321
Phase Il sleep, % 61.9 (49.3-75.0) 57.0 (51.0-66.0) 0.330
Phase | sleep, % 7.6 (3.6-15.8) 6.1 (4.2-13) 0.482
REM sleep, % 14 (8.8-19) 13.3 (8-18) 0.432
Slow wave sleep, %* 16.2 (8.6-23) 18.4 (12.4-24.0) 0.103

AHI = apnea-hypopnea index; CPAP = continuous positive airway pressure; ODI = oxyhemoglobin
desaturation index; REM = rapid eye movement; SpOg: arterial oxygen saturation by pulse oximetry; TST =
total sleep time. Data are presented as mean * standard deviation or median (interquartile range). Student

t or Mann-Whitney U test were used for continuous variables.
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6.4. Resum dels resultats de I’article 2

Un total de 80 pacients van completar I'estudi, 42 en el grup de tractament
amb CPAP i 38 en el grup de tractament conservador (TC). A les determinacions
basals i per I'atzar, els pacients del grup TC presentaven un IMC i un diametre de
cintura superiors. No varem trobar altres diferencies en I'edat, el genere, el
percentatge de greix corporal, el nivell d’activitat fisica o la gravetat de la SAHS

entre els dos grups.

El compliment del tractament amb CPAP en el grup a estudi va ser a les 12
setmanes de 5,4 + 1,6 hores/nit i el 86% dels pacients van emprar la CPAP = 4
hores per nit. Després de 12 setmanes de tractament els pacients dels dos grups
van tenir una pérdua de pes equiparable, 'IMC va disminuir un punt en els dos
grups. No varem trobar canvis en la activitat fisica, la prevalenca de la SMet, o la
insulinoresisténcia mesurada per ’THOMA-IR. En el grup de CPAP la intolerancia a
la glucosa es va revertir en 9 pacients i cap la va desenvolupar, mentre que en el
grup que rebia TC, 5 pacients van revertir a nivells normals i 5 la van desenvolupar
(p = 0,039 en el test de Fisher). Aquets resultats es van corroborar amb els canvis
de la glucosa a les 2h del test de tolerancia oral a la glucosa, que va disminuir en
els pacients que es trobaven en tractament amb CPAP (CPAP: -0,5 + 1,5 vs TC:
0,33+ 1,9, p =0,007).

Es va fer una subanalisi analitzant els resultats per protocol, incloent-hi tan
sols els pacients amb un compliment de més de 4 hores, que no va canviar els
resultats principals. Com que basalment els pacients del TC tenien un IMC i DC
superior, es va fer una subanalisi excloent-ne els pacients amb obesitat extrema,
de manera que els pacients dels dos grups s’equiparaven tant per 'lMC com pel
DC. Després daquesta analisi tampoc van variar els resultats principals.
Paral-lelament, en ajustar els resultat per ANCOVA es va trobar que 'efecte IMC
basal no era significatiu (IMC, P = 0,571 grup P = 0,280).
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7. DISCUSSIO CONJUNTA

En aquest treball de tesi doctoral s’han presentat els resultats de dos estudis
fets en una mateixa cohort de pacients amb obesitat morbida, que es va dissenyar
per avaluar l'impacte de la SAHS en el metabolisme en general, fent especial
esment del metabolisme glucidic i de la prevalenga de la SMet. Aquests dos
treballs formen part de l'estudi SYBILA en que van participar 3 hospitals
universitaris de la provincia de Barcelona. En un treball previ, inclos a 'annex 1 per
la seva importancia i estreta relacié amb els dos treballs que composen la tesi, es
va fer un estudi observacional amb un disseny transversal per avaluar I'associacio
entre la SAHS i el perfil metabolic en el pacient amb obesitat morbida. Per aquest
motiu, es van incloure 159 pacients no seleccionats amb obesitat morbida, en els
quals es va poder demostrar que la SAHS incrementava quasi per 3 la possibilitat
de presentar la SMet i aquesta associacié era independent de 'obesitat. En aquest
estudi es va poder comprovar que a mesura que la gravetat de la SAHS
augmentava, s’incrementaven les alteracions metaboliques. Els pacients amb
SAHS tenien un perfil metabolic pitjor, caracteritzat principalment per una pressio
sistolica meés elevada, hipertrigliceridemia i un pitjor control glicémic mesurat per la
Hb1Ac. Aquests resultats es van reproduir també en excloure’n els pacients

diabétics.®’

El primer treball que forma part d’aquesta tesi doctoral és I'estudi de quatre
de les diferents vies fisiopatologiques intermediaries per les quals es creu que la
SAHS afavoreix la insulinoresisténcia, la disfuncié metabdlica, la hipertensié i la
SMet. Per aquest motiu, amb les dades dels pacients procedents de I'estudi de
Gasa et al. es va dissenyar un estudi aparellat pel principal factor confusor que és
'obesitat central. Finalment, el segon treball d’aquesta tesi doctoral és I'estudi de
l'efecte del tractament de referéncia de la SAHS greu, la CPAP, sobre la
insulinoresisténcia i la disfunci6 metabdlica. Amb aquest objectiu es va fer un
estudi aleatoritzat, aparellat de grups paral-lels en que es comparava I'efecte del
tractament amb CPAP amb del tractament conservador. En conjunt, aquests
estudis presenten una clara coheréncia tematica i venen a aprofundir en tota una

linia d’estudi de I'impacte de la SAHS sobre el metabolisme en la obesitat greu.
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El primer treball que composa la tesi doctoral, és el primer estudi publicat fins
el moment que explora I'efecte de la SAHS sobre quatre de les vies intermediaries
que poden contribuir a la SMet, en una poblacié no seleccionada de malalts amb
obesitat morbida. En aquesta poblacié amb obesitat extrema i SMet establerta, la
presencia de SAHS no va produir diferencies sobre els nivells sérics de les
citocines proinflamatories (IL-6, TNF-a), adipocines (leptina, adiponectina i
quemerina), de VEGF o de sCD40L. De la mateixa manera que no es va trobar cap
diferéncia en els biomarcadors estudiats entre els pacients sense SAHS i sense

SMet i els dos grups de pacients amb SMet establerta.

L’estudi es va centrar en una poblaci6 amb obesitat extrema composta
principalment per dones premenopausiques en que, tal i com s’ha esmentat a l'inici
d’aquesta discussio, es va trobar associacio entre la SAHS i la SMet. Els pacients
es van aparellar en tres grups (No-SAHS-No-SMet; No-SAHS-SMet i SAHS-SMet)
segons el diametre de cintura que es va utilitzar com a marcador d’obesitat central.
Tal i com era d’esperar els pacients del grup SAHS-SMet van presentar una major
disfuncié metabodlica que els pacients No-SAHS-No-SMet. Addicionalment, quan es
van comparar els pacients dels dos grups amb SMet, el grup SAHS-SMet mostrava
un perfil més deteriorat amb una tendéncia a presentar més hipertrigliceridémia,
nivells més baixos de c-HDL, nivells més elevats de les transaminases hepatiques i
més requeriments de farmacs antihipertensius. Aquest fet en canvi, no va
determinar cap diferéncia en cap dels biomarcadors estudiats. En un estudi previ
fet en una poblacié de pacients no obesos, Barcel6 et al. van trobar que tan sols
els pacients amb SAHS perd sense SMet establerta presentaven nivells més
elevats de FFA, ja que pel contrari no es van trobar diferéncies entre els pacients
amb i sense SAHS amb SMet.?*® Sorprenentment, quan en el nostre estudi varem
examinar el grup No-SAHS-No-SMet, que per definici6 constituia el grup
metabdlicament més sa, varem observar que tenien el mateix perfil de
biomarcadors que els altres grups. L’obesitat metabdlicament sana esta definida
per la preséncia d’'una sensibilitat normal a la insulina i d’'un perfil lipidic normal.
S’ha associat a nivells més baixos d’inflamacié sistémica i nivells més elevats
d’adiponectina.?®”**® Mentre que estudis en poblacié americana obesa han trobat

29 tan sols el 5% dels

una prevalenga del 30% d’obesos metabodlicament sans,
obesos morbids presenten aquest perfil metabolicament més sa.?®® En el nostre

estudi tan sols tres pacients No-SAHS-No-SMet tenien I'obesitat com a unic criteri
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de SMet i també presentaven nivells elevats d'HOMA-IR. Podriem per tant
especular, que la manca de diferéncies en els marcadors estudiats pot evidenciar
un estadi prepatologic, inclus en el pacient sense SMet establert. Per altre banda,
les alteracions metabodliques produides pel SAHS incorporarien noves vies

fisiopatologiques no explorades.

La inflamacié sistémica s’ha descrit com un mecanisme intermediari que
s’associa a la insulinoresisténcia, a la SMet i a la malaltia cardiovascular.?"?%?
Molts estudis transversals, aparellats i intervencionistes no controlats han suggerit
que els nivells de citocines proinflamatories i proteina C-reactiva estan elevades en
la SAHS.?*?%* Aquests resultats no han sigut consistents, ja que també s’han
publicat estudis negatius.?®>?®® Els pacients amb obesitat son resistents a I'efecte
de la leptina, hormona reguladora de la gana i de la despesa energética.?*® En
estudis clinics, la leptina es correlaciona amb la insulina, I'IMC i pot predir el
desenvolupament de la SMet.?* La leptina va ser la primera adipocina que es va
relacionar amb la SAHS, es va observar que els pacients amb SAHS en tenien
nivells més elevats. Pero, de fet, Vgontzas et al. ja van descriure que la leptina
elevada estava més lligada al greix visceral i a altres marcadors proinflamatoris
que a I'lAH."®® Aquest fet podria explicar I'efecte sostre de I'obesitat morbida del
present estudi. Aquest primer treball de la tesi tampoc va revelar cap dada
addicional sobre la relacié entre la adiponectina i la SAHS. S’ha postulat que la
hipoadiponectinémia juga un paper en el desenvolupament de la SMet, perqué
'adiponectina regula la sensibilitat a la insulina i t& un efecte antiinflamatori
protector del llit vascular.?*? Els estudis amb malalts amb SAHS no han sigut
concloents, ja que alguns han demostrat una disminucié de I'adiponectina, mentre
que daltres, com el nostre, n’han mostrat nivells normals.?***** Com una
contribucié original en aquest estudi s’ha explorat el comportament de la
quemerina, una hormona molt present al teixit adipds visceral, que s’ha associat a
la SMet, la hipertrigliceridémia i la hipertensié.?*®> Tan sols un estudi havia explorat
abans la seva associacié amb la SAHS. Feng et al. van trobar una relacié debil
perd positiva de la quemerina amb la gravetat de la SAHS i una relacié de la
inflamacio sistémica amb la quemerina, pel que va estipular que aquesta hormona
podria ser un possible nexe entre la SAHS i la inflamaci6.?*® Aquestes dades no
s’ha pogut reproduir en el nostre estudi.

119



DISCUSSIO CONJUNTA

A banda de la inflamacio6 sistémica i l'alteracié de les adipocines, els efectes
directes de les apnees obstructives (els canvis de pressio intratoracics, els
arousals recurrents i la hipdxia intermitent) també desencadenen un augment del
to simpatic, redueixen la sensibilitat baroreflexa i causen dany endotelial. Aquests
canvis indueixen a una major rigidesa arterial, provoquen hipertensio i finalment
afavoriran el desenvolupament de Iarteriosclerosi.”* Amb [I'objectiu d’explorar
aquests altres mecanismes, varem analitzar els nivells sérics de VEGF i de
sCD40L. Es creu que el VEGF promou l'aterogenesi a través de la proliferacié de
les ceél-lules endotelials, la migracié cel-lular i l'increment de la permeabilitat
vascular.?®” Estudis previs han mostrat nivells més elevats de VEGF en pacients
amb SAHS que en pacients control, sobretot relacionats amb la hipoxia.?®®?*° Els
nostres resultats estan limitats per una gran variabilitat dels nivells de VEGF, fet
que va impossibilitar trobar cap diferéncia entre els grups. Al mateix temps la
presencia del SAHS no va suposar cap efecte sobre els nivells de sCD40L. Es
considera el sCD40L un marcador de arteriosclerosi, part del mecanisme
d’activacié de les plaquetes i els seus nivells estan associats a un increment del
risc cardiovascular.?’® Altres estudis focalitzats amb pacients amb obesitat mes lleu
no van observar canvis en la inflamacié sistémica, insulinoresisténcia, perfil lipidic,
leptina o adiponectina.*®®* De forma similar, West et al. tampoc van poder mostrar
canvis a la proteina C-reactiva ni a la adiponectina després del tractament amb
CPAP en pacients SAHS, diabetis tipus 2 establerta i una obesitat més greu.®
Conjuntament amb aquests resultats, el nostre estudi reforga la idea que I'obesitat i
les comorbiditats exerceixen un efecte sostre en els biomarcadors estudiats. No
podem descartar que altres mecanismes intermediaris no explorats en aquest
estudi, com lincrement de [lactivitat simpatica, puguin ser el nexe d'uniod
preferencial entre la disfuncié metabdlica, la SMet i la comorbiditat cardiovascular i
la SAHS en els pacients amb obesitat morbida. De fet, Dragger et al. van observar
la milloria de signes precogcos de arteriosclerosis, proteina C-reactiva i
catecolamines en orina en SAHS greus després de quatre mesos de tractament
amb CPAP, perd els seus pacients, a diferéncia dels nostres, tenien tan sols

sobrepés i estaven lliures de qualsevol comorbiditat.®’
En el segon treball de la tesi doctoral varem demostrar que en els pacients

no diabétics amb obesitat morbida i SAHS greu, el tractament efectiu de la SAHS

amb CPAP durant 12 setmanes millorava la tolerancia a la glucosa sense milloria
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en la insulinoresisténcia mesurada per I'HOMA-IR. Les altres variables
metaboliques i la prevalenga de la SMet no es van modificar de forma significativa
entre el grup de CPAP, comparativament amb el grup amb tractament
conservador. Aquest és el primer estudi aleatoritzat controlat que avalua aquests
aspectes en la poblacié descrita, i per tant, els resultats d’aquest estudi aporten
nova informacié relativa als beneficis del tractament amb CPAP sobre el
metabolisme glucidic i els seus possibles mecanismes potencials. De fet aquests
resultats son rellevants atés que la intolerancia a la glucosa, un factor de risc per al

desenvolupament de la DMT2, és molt prevalent en els subjectes obesos.

Els treballs que han abordat I'efecte del tractament sobre el metabolisme
glucidic han mostrat resultats contradictoris.*®’>®%"°® En un estudi no controlat,
Harsch et al. van demostrar per primera vegada la millora de la sensibilitat a la
insulina, mesurada per la prova de referencia, el clamp hiperinsulinémic
euglicémic, després de dues nits de tractament amb CPAP, en un grup de pacients
de raga caucasica, no diabétics amb una SAHS moderada.” En un estudi
posterior fet amb un disseny aleatoritzat i creuat, no es van trobar canvis al HOMA-
IR en una poblaci6 més obesa amb SAHS greu, després de 6 setmanes de
tractament amb CPAP, comparat amb l'efecte de la sham-CPAP.”° Més
recentment, Hoyos et al. no van observar diferéencies en ’THOMA-IR després de 12
setmanes de tractament amb CPAP, en una poblacié no seleccionada de pacients
amb obesitat important i amb SAHS greu, perd, per contra, van trobar canvis
significatius en els nivells de sensibilitat a la insulina tan sols en els pacients
complidors.*® En un altre estudi que es va portar a terme en pacients asiatics amb
sobrepes i una SAHS moderada-greu, es van observar canvis significatius també
en la sensibilitat a la insulina després de tan sols d’'una setmana de tractament.*?
Malgrat els estudis individuals negatius en els canvis ’THOMA-IR, una metaanalisi
recent d’estudis controlats aleatoritzats en pacients no diabétics, va concloure que
el tractament amb CPAP comparat amb la Sham-CPAP provoca un modest
descens de 'THOMA-IR."™® Cal tenir en conte que tant en I'estudi de Hoyos *'@" com
en el de Coughlin ®?" la mitjana d’is de la CPAP va ser més baixa de 4 hores per
nit, el que suggereix que una bona adheréncia a la CPAP és crucial per assolir un

efecte positiu de la CPAP a la insulinoresistencia.**"°
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Malgrat que en l'estudi present no vam trobar efectes sobre THOMA-IR, vam
observar que el tractament amb CPAP millorava la tolerancia a la glucosa. Aquesta
discrepancia aparent entre ' HOMA-IR i la glucosa a les 2 hores durant el test de
tolerancia oral a la glucosa (TTOG) reflecteix la base fisiopatoldgica de la IGT. La
IGT s’associa amb la resisténcia periférica a la insulina que és més evident a nivell
del muscul esquelétic periféric.””' LHOMA-IR és el producte de la glucosa basal en
deju i la concentracid de la insulina i reflecteix la resisténcia a la supressio de la
produccié de la glucosa a nivell del fetge i del rony6 per la insulina, mentre que el
clamp hiperinsulinémic euglicémic reflecteix la sensibilitat del muscul a
Iestimulacié per la insulina.?’? En aquest context la milloria de la tolerancia a la
glucosa després de 12 setmanes de tractament amb CPAP pot reflectir la reduccio
de la insulinoresisténcia a nivell del muscul. Abans que el nostre, I'estudi de
Weinstock et al. en una poblacié moderadament obesa, no va trobar cap diferéncia
en lefecte de la CPAP comparat amb el de la Sham-CPAP sobre la
insulinoresisténcia mesurada per TTOG, després de 8 setmanes.'® En canvi, va
demostrar un efecte positiu de la CPAP a la glucosa a les 2 hores, THOMA-IR, i
'index de sensibilitat a la insulina i percentatge de normalitzacié de la glucosa en
el subgrup de pacients amb una SAHS greu (IAH > 30)."® Els resultats d’aquest
segon treball de la tesi concorden amb els de Weinstock et al. i conjuntament
suggereixen que la gravetat de la SAHS és un factor a tenir en compte a I'hora

d’avaluar els efectes de la CPAP sobre el metabolisme glucidic.

Les dades positives obtingudes a les 12 setmanes de tractament en el grup
de CPAP sobre la tolerancia oral a la glucosa tenen un efecte clinic potencialment
rellevant. EI nombre de pacients amb IGT en el grup de CPAP va millorar
significativament en comparacié amb els del grup de TC que no va variar. EI IGT
és un important factor de risc per a la progressid a la diabetis i per al
desenvolupament de malaltia cardiovascular que és reversible.'® "% Per tant, per
I'elevat risc de desenvolupar diabetis dels pacients amb obesitat greu amb IGT, les
nostres troballes suggereixen que la CPAP utilitzada de forma conjunta a les
modificacions de l'estil de vida pot tenir un paper potencial per prevenir o retardar
la progressi6 de prediabetis a DMT2.
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En concordanga amb dos estudis previs controlats, la prevalenca de la SMet
no va canviar després del tractament amb CPAP. Coughlin et al. no van observar
cap efecte sobre la SMet després de 6 setmanes de tractament amb CPAP,
comparat amb el de la Sham-CPAP en |la esmentada poblacié de pacients amb

una SAHS moderada-greu, detectant tan sols canvis en la tensi6 arterial.”

Hoyos
et al. tampoc van observar cap millora en el seu estudi amb una poblacié no
seleccionada i amb comorbiditats tractades.”’ Conjuntament, aquests resultats
amb el del present estudi, suggereixen que I'obesitat és un factor més potent que
la SAHS com a factor causal d’aquest conjunt d’anormalitats metaboliques que

defineixen la SMet.

A banda del disseny controlat aleatoritzat, una de les fortaleses d’aquest
estudi és el bon compliment del tractament amb CPAP, comparat amb la baixa
adheréncia que van presentar alguns dels estudis anteriorment mencionats i que
probablement van limitar els efectes positius de la CPAP sobre el metabolisme
glucidic).**"%% Una altra fortalesa de I'estudi, va ser el control del possible efecte
de la activitat fisica mitjangant el questionari IPAQ. D’acord amb I'estudi de West et
al., varem comprovar que el tractament amb CPAP no s’associava a canvis sobre
el nivell d’activitat fisica, tenint sempre en compte les caracteristiques de la nostra

mostra d’estudi.®’
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8. CONCLUSIONS

- No s’ha observat cap patré bioldgic d’entre els biomarcadors estudiats, que
ens permeti diferenciar I'obesitat morbida simple de 'associada amb la sindrome

d’apnea-hipopnea del son (SAHS) o amb la sindrome metabdlica (SMet).

- La gravetat de l'obesitat central, en aquesta poblacié d’obesos morbids,
sembla provocar un efecte sostre sobre totes les vies estudiades, malgrat que
aquestes podrien estar estimulades per la hipoxia intermitent i la fragmentacié de

son que caracteritzen la SAHS.

- No es pot descartar que la relacio de la SAHS amb les alteracions
metaboliques es produeixi per altres vies no analitzades en aquest estudi, com la

hiperestimulacié simpatica o I'estrés oxidatiu.

- El tractament amb CPAP durant 12 setmanes millora la tolerancia a la
glucosa amb pacients amb obesitat morbida i SAHS greu, sense canvis en
'HOMA-IR ni canvis en el nivell d’activitat fisica, la qual cosa recolza que la millora
amb el tractament amb CPAP és produeix preferentment a través de la milloria de

la resisténcia periférica a la insulina.

- El nostre estudi aporta noves dades en l'associaciéo de la SAHS amb les
alteracions del metabolisme glucidic i recolza que el tractament amb CPAP
conjuntament amb els canvis d’estil de vida milloren el metabolisme glucidic en

individus amb SAHS greu i obesitat morbida.
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Obstructive sleep apnoea and metabolic
impairment in severe obesity

M. Gasa**", N. Salord***, A.M. Fortuna'*, M. Mayos**, N. Vilarrasa’, J. Dorca”,
J.M. Montserrat’""**, M.R. Bonsignore***# and C. Monasterio**"'

ABSTRACT: Obstructive sleep apnoea (OSA) seems to worsen metabolism. This effect has not
been evaluated in morbid obesity (MO). We hypothesised that the metabolic profile is more
impaired in MO patients with OSA than in those without, and investigated whether any specific
metabolic dysfunction is related to OSA in MO.

A prospective multicentre cross-sectional study was conducted in consecutive subjects before
bariatric surgery. OSA was defined as apnoea/hypopnoea index (AHI) > 15 by overnight polysomno-
graphy. Anthropometrical, blood pressure (BP) and fasting blood measurements were obtained the
morning after. Metabolic syndrome (MetS) was defined according to National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill modified criteria.

159 patients were studied: 72% were female and 72% had OSA. MetS prevalence was 70% in OSA
versus 36% in non-OSA (p<0.001). As AHI severity increased, metabolic parameters progressively
worsened, even in those without type 2 diabetes (DM2). AHI was independently associated with
systolic and diastolic BP, triglycerides and the percentage of glycosylated haemoglobin (HbA1c) in
the total sample, and with systolic BP, high-density lipoprotein cholesterol and HbA1c in those
samples without DM2. OSA increased the adjusted odds ratio of having MetS by 2.8 (95% Cl 1.3-6.2;
p=0.009).

In MO, OSA is associated with major metabolic impairment caused by higher BP and poorer

lipid and glucose control, independent of central obesity or DM2.

KEYWORDS: Metabolic index, metabolic syndrome, morbid obesity, obstructive sleep apnoea

etabolic abnormalities, whether assessed
M as metabolic syndrome (MetS) [1] or as

their single components (central obesity,
impaired glucose metabolism, hypertension, hy-
pertriglyceridaemia and lower high-density lipo-
protein cholesterol (¢cHDL)) have been shown to
increase cardiovascular (CV) morbidity and mor-
tality [2-5]. Central obesity seems to play a crucial
role in the origin of metabolic disruption, but many
other mechanisms have also been considered res-
ponsible [6]. Recent reports have suggested that
obstructive sleep apnoea (OSA) may worsen the
effect of obesity on cardiometabolic risk and that it
could represent an additional burden on the
metabolic dysfunction associated with obesity [7, 8].

The mechanisms through which OSA may worsen
metabolism are complex. It may trigger several
pathological mediating pathways (sympathetic
activation, neurohumoral changes, glucose home-
ostasis disruption, inflammation and oxidative
stress) through chronic intermittent hypoxia (CIH),

and these may ultimately cause deterioration in
the metabolic function [9, 10]. Animal studies
have shown reduced insulin resistance and
plasma lipids, as well as increased blood
pressure (BP), after exposure of lean and obese
animals to CIH [11], but data in humans are
more scarce.

Obesity is the main confounding factor in the
investigation of the association between OSA and
metabolic dysfunction [12]. Most previous reports
have excluded subjects with morbid obesity (MO),
possibly because the effect of OSA is expected to
be little or absent in this subpopulation, due to
extreme obesity. Conversely, MO patients could
have a higher CV risk compared with non-MO
subjects, because of the high prevalence of both
metabolic dysfunction [13, 14] and OSA [15, 16].
Therefore, investigating this association in MO
should contribute to a better understanding of the
relative interaction between OSA, MO and meta-
bolic dysfunction.

This article has supplementary material accessible from www.erj.ersjournals.com
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SLEEP-RELATED DISORDERS

We hypothesised that, in a cohort of consecutive MO patients
enrolled in a bariatric surgery programme, the metabolic pro-
file is more impaired in those with OSA than in those with no
OSA. Furthermore, we attempted to detect whether there is
any specific metabolic dysfunction pattern related to OSA, and
whether the overall CV risk increases in parallel with OSA
severity in the morbidly obese.

METHODS

Subjects and protocol

Consecutive patients prospectively included in the obesity
surgery programme were studied in the corresponding Sleep
Units from January 2009 through February 2010. The study
protocol was approved by the local ethical committee of each
hospital (PR052/08, 07/064/797, P1080277). All participants
gave their informed written consent.

Inclusion criteria were the same as those for the obesity surgery
programme: aged 18-60 yrs and a body mass index (BMI) of
>40 kg'm? or >35 kg'm > with comorbidity related to obesity
(resistant hypertension, established heart disease, severe degen-
erative osteoarthritis, respiratory failure). The following patients
were excluded: those with known OSA and prior continuous
positive airway pressure (CPAP) treatment, unstable CV condi-
tions, acute or chronic inflammatory diseases during the previous
6 months, chronic immunosuppressant therapy, severe cognitive
or psychiatric disorders, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) [17], pregnancy or past or current history of alcohol
abuse, and those who refused to give their consent.

Each participant completed a detailed questionnaire on medical
history, cardiovascular risk factors and current medication.
Exercise level and sleep duration were recorded by a self-
administered International Physical Activity Questionnaire [18]
and a sleep diary for 15 consecutive nights. Anthropometric
characteristics included BMI, neck circumference (at the level of
the laryngeal prominence), waist circumference (WC; measured
midway between the lower rib and the iliac crest), waist/hip
ratio and percentage of body fat mass measured by electrical
bioimpedance (BIA 101; Akern Bioresearch, Florence, Italy).
Clinical BP was measured by a standard mercury sphygmo-
manometer while the subject was seated at rest, and taken as the
mean value of at least two measurements separated by 5 min;
an additional measurement was made if there was a difference
of >5 mmHg between the two [19]. Respiratory functional
assessment included forced spirometry and arterial blood gas
analysis, taken with the subject seated breathing room air.

Sleep study

OSA was determined by a full overnight polysomnography
(PSG). PSG interpretation was assessed according to standard
criteria [20], as described in E1 of the online supplementary
material.

As few morbidly obese patients were expected to show an
apnoea/hyponoea index (AHI) <5 events-h™ [16], an AHI cut-
off of 15 events-h™ was chosen to define the presence of OSA
by the study design. The degree of nocturnal desaturation was
assessed by the mean percentage of sleep time with arterial
oxygen saturation measured by pulse oximetry <90% (time
Sp,0. <90%). Excessive daytime sleepiness (EDS), quantified
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by the Epworth sleepiness scale (ESS), was defined as an ESS
score >=10.

Blood measurements and MetS definition

The morning after PSG, a venous blood sample was obtained
from all patients in fasting conditions and an oral glucose
tolerance test (OGTT) was performed, except in those with
previously known type 2 diabetes (DM2). Fasting blood glucose
(FBG), percentage of glycosylated haemoglobin (HbAlc), total
cholesterol, triglycerides, cHDL, low-density lipoprotein choles-
terol and very low-density lipoprotein cholesterol levels were
determined with standard laboratory methods. Patients were
classified according to the OGTT: normal glucose tolerance (post-
load glucose <7.8 mmol-L™'), impaired glucose tolerance (post-
load glucose 7.8-11.1 mmol-L™) and established DM2 (post-load
glucose >11.1 mmol-L™) [21].

MetS was defined in accordance with the National Cholesterol
Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP) III
modified criteria [1] as the presence of three or more of the
following: WC >88 cm in females, =102 cm in males; high BP
as systolic >130 and/or diastolic >85 mmHg or antihyper-
tensive treatment; high FBG as >5.6 mmol-L™" or anti-diabetic
treatment; high triglycerides as >1.7 mmol-L™" or lipid-low-
ering treatment; reduced cHDL as <1.3 mmol-L ! in males and
<1 mmol-L" in females or lipid-lowering treatment. Metabolic
index was established as the number of individual MetS
components for each patient.

Cardiovascular risk assessment in the AHI categories

The Framingham cardiac risk score was applied to estimate the
CV risk [22] in the different AHI categories. The scores consider
sex, age, total cholesterol, cHDL, systolic BP and smoking, and
they were used to predict the 10-yr risk of coronary events in the
AHI categories.

Sample size

Power calculations indicated that 39 subjects were needed in each
group to detect a difference of at least 0.32 in MetS prevalence
between OSA and non-OSA, based on prior studies reporting
high prevalence of MetS and OSA in MO [23] and similar MetS
prevalence difference depending on OSA status [24], assuming
an o risk of 0.05 and a B risk of 0.20.

Statistical methods

Data were expressed as mean+sD, median (interquartile
range) or percentage for parametric, nonparametrical and
categorical data, respectively. The bivariate comparisons were
evaluated using the Chi-squared (categorical), t- (parametric)
or Mann-Whitney (nonparametric) unpaired tests.

Multiple comparisons were evaluated using the Chi-squared
test (categorical), ANOVA with Scheffe post hoc analysis (para-
metric) and the Mann-Whitney test, applying the Bonfer-
roni method when significant differences were found by the
Kruskal-Wallis test (nonparametric). The adjusted linear regres-
sion model studied the association between AHI and individual
measures of metabolic dysfunction. Logistic regression assess-
ed the relationship between MetS and OSA (AHI >15). The
association results were summarised using unadjusted and
adjusted odds ratios and B coefficients with their 95% confi-
dence intervals. A p-value of <0.05 was considered statistically
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significant. SPSS version 15 software (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) was used for all the analyses.

RESULTS

A total of 174 consecutive patients were evaluated. 15 patients
were excluded due to inflammatory disease (n=8), COPD
(n=3), pregnancy (n=1), immunosuppressant therapy (n=1)
and refusal to participate (n=2). Thus, we studied 159
patients: 44 non-OSA and 115 OSA. The mean age was
43410 yrs, the mean BMI was 46.1+5.8 kg'm™ and 72% of
them were female.

General and sleep characteristics of the study cohort

ANNEX 1
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OSA versus non-OSA group

OSA subjects were older, had a larger neck and WC, and had a
nonsignificant trend toward a higher BMI (table 1). No
differences were observed in sex predominance and OGTT
categories. When stratifying by sex, the level of physical
activity did not differ between OSA and non-OSA subjects
(data not shown). In terms of comorbidities, hypertension and
diabetes were reported more frequently by OSA than by non-
OSA patients (hypertension 48% versus 21%, p=0.002, diabetes
24% versus 11%, p=0.057, respectively). With regard to medica-
tion, angiotensin receptor antagonists and oral hypoglycaemic

Total Non-OSA OSA p-value

Subjects n 159 44 115
Age yrs 43.0+10.0 39.3+10.6 44.9+9.6 0.002
BMI kg-m™ 46.1+58 447 +4.7 46.7+6.1 0.052
Sex females 723 75.0 71.3 0.641
Current smoking 20.0 250 18.3 0.635
Alcohol consumption 5.7 68 52 0.696
Body fat % 484+82 475+84 48.8+8.1 0.396
WC cm 1298+ 15.7 1232+140 132.4+15.6 0.001
Waist/hip ratio 0.93+0.10 0.88+0.08 0.95+0.10 0.001
Neck circumference cm® 42.0 (40.0-46.0) 41.0 (39.0-43.0) 43.0 (40.0-48.0) 0.001
Obesity duration yrs 254+104 2454100 257+104 0.529
Physical activity MET-min-week’' 2343.8+24219 22804 +2382.2 2368.5 424475 0.840
Glucose tolerance assessment’

Diabetes 41 (25.8) 8 (18.2) 33 (28.7) 0.284

IGT 25 (15.7) 6 (13.6) 19 (16.5)

Normal 84 (52.8) 27 (61.4) 57 (49.6)

Missing data 9 (5.7) 3 (6.8) 6 (5.2)
Arterial blood gases

Pa,0, mmHg 848+110 88.1+104 835+11.1 0.020

Pa,co; mmHg 40.0+5.0 39.0+4.1 404+53 0.119
Spirometry

FVC % pred 98.5+16.0 968+ 153 99.1+16.3 0.452

FEV1 % pred 99.3+154 9704135 100.1+16.1 0.282

FEVI/FVC% 809+76 815+79 80.7+75 0.592
TST min 351.6+659 3582+54.3 349.1+69.8 0.437
Sleep efficiency % 759+14.0 7754123 753+146 0.376
Stage I” % 6.8 (4.0-12.0) 7.2 (4.1-10.2) 6.7 (36-13.4) 0.928
Stage II” % 57.4 (49.6-68.2) 57.3 (49.8-65.5) 57.5 (49.3-68.2) 0.847
Sws' % 20.0 (12.7-28.7) 22.1 (12.1-31.3) 19.5 (12.7-27.9) 0.317
Stage REM* % 14.3 (9.0-18.3) 14.6 (9.6-18.7) 14.0 (9.0-18.3) 0.952
Arousal index” n-h! 23.1 (15.0-41.5) 11.4 (8.9-18.0) 289 (18.4-47.1) 0.001
AHI” events-h™ 32.4 (14.6-53.0) 11.6 (8.0-13.9) 432 (29.5-64.2) 0.001
Time Sp,0, <90% TST* % 465 (05-19.3) 02 (0.0-12) 7.5 (21-29.4) 0.001
Self-reported sleep duration h-night™ 7.47+1.63 6.75+1.74 7.74+151 0.001
ESS score 8.0+50 70+40 80+50 0.427
Subjects with ESS >10 26.4 22.7 278 0.514

Unless otherwise stated, data are presented as mean +sb, median (range) or n (%); data are presented as % for normal, non-normal (*) distributed and categorical data.
Unpaired t-tests, Mann-Whitney and Chi-squared tests were performed on normally, skewed and categorical data, respectively. OSA: obstructive sleep apnoea; BMI:
body mass index; WC: waist circumference; MET: metabolic equivalent task; IGT: impaired glucose tolerance; Pa,0.: arterial oxygen tension; Pa,CO,: arterial carbon
dioxide tension; FVC: forced vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in 1 s; TST: total sleep time; SWS: slow-wave sleep; REM: rapid eye movement; AHI: apnoea/
hypopnoea index; time Sp.0, <90% TST: mean percentage of sleep time with arterial oxygen saturation measured by pulse oximetry <90%; EES: Epworth sleepiness
scale. *: data according to oral glucose test tolerance results in 117 patients and previous known diabetes in 33 patients.
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agents were prescribed more in the OSA than in the non-OSA
group (12% versus 0%, p=0.015, and 22% versus 7%, p=0.027,
respectively).

Table 1 also shows the main sleep characteristics of the total
sample, and according to the presence/absence of OSA. Self-
reported sleep duration was longer in OSA than in non-OSA
but the PSG total sleep time was similar in both groups. OSA
subjects had worse sleep parameters in terms of nocturnal
oxygen desaturation levels and arousal index, but with no
differences in the sleep stage percentages or in the level of EDS,
according to the ESS.

Metabolic variables according to AHI categories

OSA patients had a more impaired metabolic profile than non-
OSA patients (table 2). They had higher levels of systolic and
diastolic BP, FBG, HbAlc and triglycerides, and lower levels of
cHDL. Moreover, as the severity of OSA increased according to
AHI categories, a progressive significant worsening of indivi-
dual metabolic parameters was found and the metabolic index
deteriorated. The Framingham cardiac risk score also increased
with the OSA categories (fig. 1).
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The overall prevalence of MetS was 60%, but was twice as high in
the OSA group compared with the non-OSA group (70% versus
36%, p<<0.001). The prevalence of each individual MetS compo-
nent was also higher in the OSA group but did not reach
significance for reduced cHDL (41% versus 27%, p=0.112) (fig. 2).

We also examined the relationship between individual meta-
bolic parameters and OSA markers by linear regression
analysis (table 3). In the unadjusted model, all metabolic
parameters were associated with AHI and time Sp,0, <90%
(data not shown). After adjusting for age, sex, smoking and
BMI, the association with AHI remained significant for systolic
BP, diastolic BP, triglycerides and Hb1Ac, but was lost for FBG
and cHDL. When adding WC to the adjustment, the associa-
tions did not change. Associations with oxygen desaturation
index > 3% (ODI3%) followed a similar pattern to those with
AHI (data not shown). In contrast, when the same analysis was
performed with time Sp,0, <90%, only Hb1Ac and triglycer-
ides were significant; but after adjusting for WC, the associa-
tion only remained significant for HbAlc.

Table 4 summarises the results of binary logistic regression to
assess the association of OSA and MetS in MO patients. The

Metabolic syndrome components and others metabolic variables according to obstructive sleep apnoea (OSA)
categories

Non-OSA 0SA p-value®
AHI <15 AHI 15-30 AHI 30-50 AHI >50
Subjects n 44 29 42 43
AHI" events-h™ 116 (8.0-17.3) 232 (19.8-27.5) 37.8 (33.3-46.4) 78.7 (58.6-114.6)
WC cm 1232+ 14.1 126.3+12.1 1309+ 14.2 137.9+175 <0.001*%*
SBP mmHg 1268+17.3 131.6+14.7 1400+17.0 14214155 <0.001***
DBP' mmHg 78.0 (60.0-87.5) 83.0 (80.0-90.0) 84.0 (80.0-90.0) 88.0 (83.0-93.0) 0.001*
cHDL mmol-L"’ 1.3240.27 1.3440.59 1.20+0.34 1.0740.26 0.004*#/
TG' mmol-L"’ 1.10 (0.90-1.53) 1.21 (0.90-1.90) 1.30 (1.00-1.90) 1.60 (1.20-2.30) 0.004*
FBG® mmol-L" 5.45 (5.00-6.03) 5.50 (5.10-6.70) 5.80 (5.30-6.20) 6.40 (5.40-7.70) 0.007*
MetS 36.4 62.1 69.8 74.4 0.001
Metabolic index 2.34+1.03 2.72+1.00 3.14+1.13 353+1.16 <0.001*++58
number of
components

Total cholesterol 5.01+082 497+1.02 4.82+0.78 4.93+0.90 0.796
mmol-L!
cLDL" mmol-L™ 1.39 (1.15-2.71) 1.22 (1.01-1.57) 1.19 (1.05-1.66) 1.16 (0.97-1.45) 0.030*
cVLDL" mmol-L™ 0.39 (0.27-0.66) 0.40 (0.22-0.71) 0.56 (0.29-0.67) 0.65 (0.43-1.04) 0.022*
HbA1c' 5.4 (5.0-5.8) 5.7 (65.3-6.2) 55 (5.3-6.0) 59 (55-7.1) <0.001*#/
IGT + DM2 34.1 46.2 39.5 59.0 0.137

Unless otherwise stated, data are presented as mean +sp or median (interquartile range); data are presented as % for normal, non-normal distributed (*) and categorical
data. AHI: apnoea/hypopnoea index; WC: waist circumference; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; cHDL: high-density lipoprotein cholesterol;
TG: triglycerides; FBG: fasting blood glucose; MetS: metabolic syndrome; cLDL: low-density lipoprotein cholesterol; cVLDL: very low-density lipoprotein cholesterol;
HbA1c: glycosylated haemoglobin; IGT: impaired glucose tolerance (metabolic syndrome definition based on National Cholesterol Education Program (NCEP) Aduit
Treatment Panel (ATP) lll modified criteria [1] and metabolic index, calculated as the sum of components of metabolic syndrome presented in each subject divided by the
number of subjects in each AHI category); DM2: type 2 diabetes. *: comparisons among OSA categories. Chi-squared test was used for categorical variables. ANOVA
with Scheffe post hoc analysis was used for normal continuous variables. Kruskal-Wallis test was used for non-normal distributed continuous variables using Mann-
Whitney test and Bonferroni correction to compare between groups. For normal data p-values of intra-group tests were presented as follows: *, **, ** for intergroup
results. *: p<0.001 between groups AHI <15 and AHI >50. **: p<0.001 between groups: AHI <15 and AHI 30-50. **: p<0.001 between groups AHI 15-30 and AHI >50.

#: p<0.001 between groups AHI <15 and AHI 15-30. #/#: p<0.001 between groups AHI 30-50 and AHI >50.
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FIGURE 1. The Framingham cardiac risk score [22] was applied to estimate
the 10-yr risk of coronary events in the different apnoea/hypopnoea index (AHI)
categories. ANOVA with Scheffe post hoc analysis was used for comparisons
between obstructive sleep apnoea (OSA) categories. CHD: coronary heart disease.
p <0.005.

occurrence of OSA was defined as AHI >15, and the severity
of nocturnal hypoxia by cumulative time at Sp,0, <90% as
>4.65% (as the median sample value). We also assessed the
combination of both. After adjusting for age, sex, BMI and
smoking, OSA increased the odds of having MetS threefold.
The BMI did not appear to contribute to the association since
its exclusion during the statistical analysis did not change the
results (data not shown).

OSA status according to metabolic variables

When we compared patients with (n=96) and without (n=63)
MetS, the prevalence of OSA was significantly higher in the
MetS group (83% versus 56%, p<<0.001). The distribution of the
number of MetS components (according to the metabolic index)
significantly shifted toward high values in OSA compared with
non-OSA patients (Chi-squared test, p-value 0.002; fig. 3).

Subanalysis in patients without known DM2

As MetS is considered a pre-morbid condition for DM2, we
repeated the analysis after excluding 33 patients with DM2
(reported in supplementary material E2).

Subanalysis in females

Our sample was composed mainly of females (n=115), thus we
repeated the analysis for the female subgroup (reported in
supplementary material E3).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first large cross-sectional study
focusing on the association of OSA and MetS in MO. In
agreement with our hypothesis, MetS was more prevalent, and
the metabolic profile more impaired, in morbidly obese
patients with OSA than in those without. The metabolic profile
progressively worsened with increasing OSA severity, irre-
spective of sex. This worsening remained even after excluding
those patients with DM2. Therefore, even in a population with
such a high prevalence of MetS as MO patients, OSA is
associated with a worse metabolic profile, suggesting a
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FIGURE 2. The presence of obstructive sleep apnoea (OSA) was considered
when the apnoea/hypopnoea index was =15 events+h™'. The metabolic syndrome
(MetS) definition and its components were based on National Cholesterol
Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP) Ill modified criteria [1].
The Chi-squared test was used for comparisons. BP: blood pressure; FBG: fasting
blood glucose; cHDL: high-density lipoprotein cholesterol; TG: triglycerides.

possible additional contribution to the increased CV risk
associated with obesity.

The relationship between OSA and metabolic dysfunction has
been studied mostly in moderately obese sleep-referred patient
cohorts [9, 24-27], and more recently in specific high cardio-
vascular risk populations, such as MetS [7, 8, 28], hypertensive
[29] and CV disease cohorts [30]. All these data agree that OSA is
common in middle-aged moderately obese subjects and is
associated with MetS or some of its components, independent of
the BMI. We have chosen a different approach by studying
severely obese patients who represent the extreme model of
association between OSA, MetS and MO. Only a small retro-
spective study pointed out a higher prevalence of both disorders
in the same bariatric cohort [23].

The comparison of OSA and non-OSA patients revealed a
double prevalence of MetS (70% versus 36%, p<0.001) and a
progressively impaired metabolic profile in line with an
increased AHI. Therefore, our data do not reinforce the notion
that MO overwhelms the potential contribution of OSA to
metabolic aggravation. Moreover, the occurrence of OSA still
increased the adjusted odds of having MetS by up to threefold,
irrespective of sex. This is a novel contribution because no
analysis of the metabolic effect of OSA on MO females has
been addressed before (see supplementary material E3).
Interestingly, in females it seems necessary to increase whole
body fat in order to increase central fat; in contrast, this is not
required in males. Also, the percentage of menopause state
was higher in OSA, compared with non-OSA females, in
keeping with three large cohort studies [31-33]; however, the
association between OSA and MetS did not change after
adjusting for menopause state and percentage of body fat.
Thus, it is plausible to consider that in morbidly obese patients,
the metabolic dysfunction may be conferred not only by MO
but also by OSA, which does not seem to have a sex-specific
effect.
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/.- 8l The association of metabolic parameters with obstructive sleep apnoea severity evaluated as apnoea/hypopnoea index

(AHI) and time for arterial oxygen saturation measured by pulse oximetry (Sp,0.) <90% total sleep time (TST) in the

entire group
Dependent variable Adjusted f coefficient” (95% CI) p-value Adjusted f coefficient” (95% Cl) p-value
Independent variable AHI
WC cm 0.073 (0.021-0.124) 0.006
SBP mmHg 0.158 (0.071-0.244) <0.001 0.149 (0.060-0.238) 0.001
DBP mmHg 0.117 (0.037-0.196) 0.004 0.102 (0.021-0.183) 0014
TG mmol-L™" 0.007 (0.003-0.011) 0.001 0.005 (0.001-0.010) 0.009
cHDL mmol-L™* -0.002 (-0.004-0.000) 0.048 -0.002 (-0.004-0.000) 0.050
FBG mmol-L"’ 0.008 (-0.002-0.017) 0.119 0.007 (-0.003-0.017) 0.162
HbA1c % 0.010 (0.005-0.016) <0.001 0.010 (0.004-0.016) 0.001
Independent variable time
Sp,0; <90% TST
WC cm 0.082 (0.012-0.152) 0.023
SBP mmHg 0.117 (-0.003-0.238) 0.057 0.103 (-0.020-0.226) 0.099
DBP mmHg -0.008 (-0.118-0.102) 0.882 -0.032 (10.143-0.079) 0.569
TG mmol-L™ 0.006 (0.001-0.012) 0.029 0.005 (-0.001-0.010) 0.092
cHDL mmol-L™ -0.002 (-0.005-0.001) 0.117 -0.002 (-0.005-0.001) 0.124
FBG mmol-L! 0.181 (-0.053-0.416) 0.129 0.168 (-0.071-0.407) 0.168
HbAlc % 0.011 (0.004-0.019) 0.005 0.011 (0.003-0.019) 0.008

Data were analysed using linear regression as the dependent variable of each metabolic parameter and AHI or time Sp,0, <90% TST as the independent variable.
WC: waist circumference; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; TG: triglycerides; cHDL: high-density lipoprotein cholesterol; FBG: fasting blood
glucose; HbA1c: glycosylated haemoglobin. *: data adjusted by age, sex, body mass index (BMI) and smoking; *: data adjusted by age, sex, BMI, WC and smoking.

The association of metabolic syndrome with obstructive sleep apnoea (OSA) in the global sample

Independent variable Unadjusted OR (95% Cl) p-value Adjusted OR (95% CI) p-value
Presence of OSA AHI >15 events-h' 4.00 (1.93-8.31) <0.001 2.84 (1.30-6.22) 0.009
Age yrs 1.07 (1.03-1.11) 0.001
Sex” 0.42 (0.18-0.98) 0.045
BMI kg-m™® 1.05 (0.98-1.13) 0.147
Smoking” 0.99 (0.59-1.68) 0972
Presence of nocturnal hypoxaemia 4.93 (2.46-9.90) <0.001 3.34 (1.58-7.08) 0.002
Time Sp,0, <90% >4.65% of TST
Age yrs 1.06 (1.02-1.10) 0.002
Sex* 0.53 (0.22-1.26) 0.153
BMI kg-m? 1.05 (0.98-1.13) 0.184
Smoking® 0.90 (0.52-1.54) 0.694
Presence of OSA with significant nocturnal 5.10 (2.51-10.39) <0.001 3.29 (1.51-7.15) 0.003
hypoxaemia AHI >15 events-h™' and time
Sp,0, <90% >4.65% of TST
Age yrs 1.06 (1.02-1.10) 0.004
Sex* 0.54 (0.23-1.29) 0.168
BMI kg-m™? 1.04 (097-1.12) 0.250
Smoking" 0.92 (0.54-1.58) 0.765

Data were analysed using binary logistic regression. The presence of metabolic syndrome defined by National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment
Panel (ATP) Ill modified criteria [1] was considered the dependent variable. Data were adjusted for age, sex, BMI and smoking. Results were expressed as unadjusted
and adjusted OR (95% Cl) and p-value. AHI: apnoea/hypopnoea index; BMI: body mass index; time Sp,0. <90% TST: mean percentage of total sleep time with arterial
oxygen saturation measured by pulse oximetry <90% (presence of significant nocturnal hypoxaemia considering values higher or equal to the median of the variable time

Sp.0. <90% TST). *: no females, one male; *: one smoker, no nonsmokers.
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FIGURE 3. The distribution of the metabolic index according to the obstructive
sleep apnoea (OSA) presence. The chi-square test was used for comparisons.
MetS: metabolic syndrome. p=0.002.

Whether OSA is linked to a specific metabolic pattern has yet
to be completely defined. In non-MO cohorts, OSA is associated
with various metabolic abnormalities, probably due to the
heterogeneity of the samples [24-27, 34, 35]. In the present
study, a significant linear association was found between AHI
and systolic and diastolic BP, triglycerides and HbAlc after
controlling for BMI and WC. Furthermore, even in the subgroup
of patients without diabetes, the association remained signifi-
cant with systolic BP, cHDL and HbA1lc. Thus, in MO patients,
increasing severity of OSA is associated with metabolic
worsening, caused mainly by higher systolic BP, lipid disrup-
tion and poorer glucose control, independent of adiposity and
other confounders, and irrespective of established DM2.

Hypertension has been widely studied in OSA patients [36].
Recent guidelines on hypertension have recognised OSA as a
frequent cause of secondary hypertension [37]. Our findings
are consistent with previous large studies pointing to a high
prevalence of hypertension among OSA patients [38-40]; more
interestingly, a clear deterioration in BP levels in line with
increasing OSA category was seen in this MO cohort, and
higher BP is independently associated with OSA severity,
regardless of sex or the degree of obesity.

With regard to glucose metabolism, most published reports
have found a significant association between OSA and hyper-
glycaemia/insulin resistance/diabetes in moderate obese sub-
jects [35, 41-43]. In the present study, although no differences in
FBG or OGTT data were found when comparing the OSA and
non-OSA groups, HbAlc was highly associated with OSA
markers. So, even in the morbidly obese, our data showed a
clear, graded inverse relationship between OSA severity and
long-term glucose control, as assessed by HbAlc, after control-
ling for the degree of obesity and other confounders. This
finding was also seen in patients without DM2.

The association between OSA and lipid profile has been
investigated less. Overall, there is no definitive evidence re-
garding the effect of OSA on the lipid profile. The majority of
cross-sectional studies are negative [26, 4446], although some
large sample studies found a positive association between OSA
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and higher triglycerides and lower cHDL [24, 47, 48]. Our data
also show, for first time in a cohort of MO patients, an
independent association of AHI with higher triglycerides and
lower cHDL.

Furthermore, although the Framingham study’s generalisation
of CV risk in MO patients should be interpreted with caution,
our data suggest that OSA may contribute an additional burden
to CV morbidity and mortality in this cohort, and it should be
controlled in any study evaluating the consequences of MetS in
the morbidly obese. Experimental studies in animals and humans
have shown intermittent hypoxia to be a major determinant of
metabolic dysfunction associated with OSA [49, 50]. In our
cohort, OSA compared with non-OSA patients had a greater
degree of nocturnal CIH due to higher AHI, time Sp,0, <90% and
arousal index without higher subjective EDS or differences in
sleep-stage percentages. Furthermore, AHI was independently
associated with most of the individual metabolic parameters,
according to the linear regression analysis, whereas time Sp,0,
<90% was independently associated with only HbA1lc. This may
suggest that OSA contributes to metabolic dysfunction in MO,
mostly through CIH. Moreover, adding a greater nocturnal
hypoxaemia by means of greater time Sp,0, <90% to a high
baseline AHI leads to greater metabolic dysfunction than a high
baseline AHI alone, according to the logistic regression analysis.
These findings concur with those observed by POLOTSKY et al. [51],
supporting the “two-hit” model hypothesis to explain the
potential role of OSA in the development of steatohepatitis and
insulin resistance in severe obesity. MO might act as a “first hit”
initiating a metabolic dysfunction, and severe OSA through noc-
turnal CIH may act as a “second hit”” aggravating the disorder.
Despite strong evidence from experimental studies demonstrat-
ing the role of CIH [11], a definitive causal role of OSA in
metabolic impairment in humans cannot be firmly established. In
interventional studies, CPAP therapy lowered BP [52], while data
on glucose and/or lipid control still appear to be inconclusive
[53-57]. Thus, further long-term randomised controlled interven-
tional trials are clearly needed in well-characterised samples,
and also in the morbidly obese, in order to address the direction
of causality.

As well as being the main energy storage organ, adipose tissue
is a highly active tissue involved in the integrated metabolism
regulation [58]. Ectopic fat, particularly visceral fat, could adver-
sely modify the metabolism, decreasing the insulin sensitivity in
key tissues by a paracrine effect and through the release of
adipokines that promote a low-grade pro-inflammatory state
[59]. OSA may worsen this state [60] by acting as an additional
cardiometabolic burden risk. In the present study, we used WC
as an accepted surrogate of visceral adiposity [61]. OSA patients
had greater WC and neck circumference compared with non-
OSA subjects despite a similar BMI and fat mass percentage,
suggesting that OSA is more closely linked to a particular
visceral adiposity than to the overall obesity. Conversely, the
association of OSA with several metabolic abnormalities
remained independent of WC and sex, supporting the notion
that OSA may play an additional role in the overall metabolic
dysfunction, even in MO. Unfortunately, direct analysis of
visceral fat was not possible in this study and thus our findings
should be considered approximate. Despite this limitation, these
results concur with the hypothesis previously proposed by
VGONTZAS et al. [62]: visceral fat could progressively worsen
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MetS and OSA manifestations but OSA may also aggravate
MetS through an increase in sympathetic activation, inflamma-
tion and insulin resistance that deteriorates the overall metabolic
dysfunction.

In our cohort, OSA prevalence was notably high: 72% of
patients had an AHI >15 and only 2% had an AHI <5.
Significantly, most subjects did not complain about EDS (72% of
OSA patients had ESS <10), even if they had severe OSA.
Although previous studies demonstrated objectively higher
EDS in obese patients, compared with healthy non-obese
controls, regardless of OSA status [63, 64], the lack of sleepiness
measured by EDS is concordant with previous studies evaluat-
ing patients before bariatric surgery. This point may reflect the
limitations of the EDS in the MO population, as there are other
potential cofactors that could affect EDS [65, 66]. Our finding of
a lack of subjective sleepiness is clinically relevant, however, as
it emphasises the need to perform sleep studies in this specific
population, regardless of self-reported symptoms.

With regard to limitations, our cross-sectional study design
does not provide cause-effect evidence, although the regres-
sion analysis showed an independent association between OSA
markers and individual parameters of dysfunction. It would also
have been desirable to perform abdominal computed tomogra-
phy or magnetic resonance imaging to assess the amount of
visceral fat, but the subjects did not fit into the machines due to
their high body weights. Finally, as discussed, we did not assess
objective EDS.

Conclusions

OSA is associated with a more severe metabolic profile in MO
patients, independent of age, sex, BMI and smoking, suggest-
ing an important role of OSA, in addition to obesity, in the
pathogenesis of metabolic dysfunction in this population. As
OSA is a treatable condition, and EDS assessed by ESS is not a
good OSA marker in MO, clinicians dealing with obese
subjects should appropriately assess OSA in addition to other
classic known obesity-related comorbidities, in order to better
treat the overall metabolic dysfunction.
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