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Resumen

Introduccién: en el sindrome de apneas-hipopneas del suefio
(SAHS) son frecuentes los episodios de hipoxemia-reoxigenacién
que pueden producir sustancias oxigeno reactivas y estrés oxidativo.

Pacientes y método: estudio prospectivo, con muestreo consecuti-
vo, para determinar si la hipoxemia nocturna puede provocar oxi-
dacién proteica. Fueron incluidos pacientes con sospecha de SAHS,
indicacién de una polisomnografia, edad comprendida entre 25 y
49 afios, y ausencia de enfermedad sistémica. Se compararon los
resultados observados en un grupo clinico (IAH > 10) con los de
un grupo control (IAH < 5).

Resultados: se excluyeron 3 pacientes por presentar un IAH entre
5y 10. Fueron incluidos 36 sujetos (edad = 40 + 6,1 afios, 30 hom-
bres y 6 mujeres, IMC = 31 + 5,9), 23 pertenecientes al grupo cli-
nico y 13 al grupo control. En el grupo clinico, los valores de pro-
tefnas carboniladas fueron de 0,14 + 0,179 nmol/mg y de 0,10 +
0,066 nmol/mg en el grupo control (p = 0,348). No se observé
correlacién significativa entre las cifras de proteinas carboniladas y
el indice de apneas-hipopneas (740 = 0,197; p = 0,249), indice de
desaturacién >3% (7ho = 0,129, p = 0,452) y porcentaje de suefio
con Sa0, <90% (rho = 0,058, p = 0,736).

Conclusiones: en pacientes con edad media y SAHS moderado, las
protefnas carboniladas séricas se observaron mds elevadas, aunque
sin alcanzar diferencias significativas.

Palabras clave: estrés oxidativo, oxidacién proteica, protefnas car-
boniladas, sindrome de apneas-hipopneas del suefio.

INTRODUCCION

El sindrome de apneas-hipopneas del suefo
(SAHS) se caracteriza por frecuentes episodios de obs-
truccién de la via aérea superior que se acompafan de
descensos significativos en la saturacién de oxigeno
(Sa0,) y posterior normalizacién de la misma, una
vez restaurado el ritmo respiratorio'. Estos episodios
de hipoxemia-reoxigenacién pueden ocurrir en malti-
ples ocasiones a lo largo del suefio y suelen existir

Evaluation of protein oxidation in patients with sleep apnea
Abstract
Introduction: episodes of hypoxemia-reoxigenation are frequent in

sleep apnea-hypopnea syndrome (SAHS) and can produce reactive
oxygen substances and oxidative stress.

Patients and methods: prospective study, with consecutive sam-
pling to determine if nocturnal hypoxemia can produce oxidation.
Patients with SAHS suspicion, polysomnography indication, age
between 25-49 years old and without systemic disease were inclu-
ded. Results obtained in clinical group (IAH > 10) were compared
with control group (IAH < 5).

Results: three patients with JAH 5-10 were excluded. Thirty-six
subjects were included (age: 40 + 6.1 years old, 30 men and 6
women, BMI = 31 + 5.9), 23 patients were from clinical group and
13 from control group. In clinical group, carbonylated proteins
values were 0.14 + 0.179 nmol/mg and 0.10 + 0.066 nmol/mg in
control group (p = 0.348).

There was not significative correlation between carbonyl proteins
and apnea-hypopnea index (750 = 0.197, p = 0.249), desaturation
index >3% (rho = 0.129, p = 0.452) and sleep time spent with
Sa0, <90% (rho = 0.058, p = 0.736).

Conclusions: in patientes with mean age and moderate SAHS, pro-
tein carbonyls were higher althout not reaching significant differen-
ces.

Key words: oxidative stress, protein oxidation, proteins carbonyl,
sleep apnea-hypopnea syndrome.

desde varios afios antes de que el paciente solicite aten-
cién médica. Se postula que estos eventos estdn invo-
lucrados en la produccién de sustancias oxigeno reac-
tivas (SOR) y en favorecer el estrés oxidativo’; esto es,
un disbalance entre la produccién y la eliminacién
intracelular de SOR a favor de la primera.

Las SOR pueden reaccionar con cualquier molé-
cula ya sean lipidos, DNA o proteinas. Dentro del
metabolismo proteico, la naturaleza inespecifica de
algunas proteinas favorece una mayor predisposicién
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de estas para ser oxidadas, este proceso ademds puede
facilitarse por una disminucién de los sistemas antio-
xidantes del organismo y una menor capacidad para
reciclar las proteinas oxidadas. La oxidacién proteica
implica una modificacién no reversible a nivel celular
y, por tanto, las proteinas pueden perder su funcién y
provocar un desequilibrio en el metabolismo celular.

En el SAHS, el estrés oxidativo ha sido valorado
desde distintos puntos de vista. Yamauchi M et al’,
relacionaron los eventos respiratorios que acontecen
en el SAHS y la produccién de radicales libres.
Christou et al‘, observaron un estado antioxidante
disminuido en aquellos pacientes diagnosticados de
un SAHS. También Barceld et al’°, demostraron este
descenso de la capacidad antioxidante en el SAHS y
mejoria tras iniciar tratamiento con CPAP.

Todos estos trabajos apuntan a una relacién del
SAHS con estrés oxidativo y a un posible factor de
riesgo cardiovascular®. Por tanto, es importante deter-
minar si el SAHS estd involucrado en la oxidacién
proteica, ya que se dispone de un tratamiento eficaz
que corrige la hipoxemia nocturna y puede modificar
este proceso. El dafio oxidativo a lipidos y DNA han
sido estudiados previamente, sin embargo, son escasos
los trabajos que han evaluado la oxidacién proteica
que puede producirse en pacientes con un SAHS.

Por tanto, teniendo en cuenta estos supuestos se
disefa un trabajo dirigido a estudiar si la hipoxemia
nocturna producida por el SAHS puede provocar oxi-
dacién proteica, valorada esta mediante la determina-
cién sérica de las proteinas carboniladas.

PACIENTES Y METODO

Estudio prospectivo, con muestreo consecutivo,
llevado a acabo en una poblacién elegible de pacien-
tes que acuden a la unidad de trastornos respiratorios
del suefio (UTRS) del Hospital Universitario Reina
Soffa. El estudio se ha realizado con el informe favo-
rable del Comité ético y de investigacion del hospital.

Todos los pacientes fueron valorados mediante
una historia clinica, examen fisico, estudio analitico y
radiolégico, determinacién de la saturacién periférica
de oxigeno (Sa0,), y cuando estuvo indicado espiro-
metria y ecocardiograffa. Posteriormente, se realizé
una polisomnografia diagndstica de noche completa
en un perfodo de tiempo inferior a 3 meses.

Se incluyeron en el estudio los pacientes con sos-
pecha de padecer un SAHS e indicacién de polisom-
nografia diagnéstica, edad comprendida entre 25 y 49
afios, en ausencia de sintomatologia de enfermedad
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sistémica conocida. Fueron excluidos aquellos sujetos
que eran fumadores activos, presentaron sintomas de
infeccién aguda o crénica, o estaban diagnosticados
de diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca (fraccién
de eyeccién < 40%), insuficiencia renal estadio 4-5,
cirrosis hepdtica y EPOC grado 3 y 4 de la GOLD.

En la poblacién de estudio se considerd el diagnos-
tico de un SAHS a los sujetos con un IAH > 10 en la
polisomnografia y se incluyeron en el grupo control
aquellos que mostraron un IAH < 5.

Polisomnografia

El estudio de suefio se realizé con un polisomnd-
grafo Somnoscren (Somnomedic®. Germany). La
prueba se inicié a las 12 h pm y termind a las 7:30 h
am. Se monitorizacién dos canales de electroencefalo-
graffa (C4/A1 y C3/A2), electrooculografia, electro-
miograma submentoniano y tibial anterior. La venti-
lacién oro-nasal se determind por termosensores y
sefial de presién, utilizando esta dltima como sefial
principal para el andlisis. Igualmente se registraron el
ronquido, el esfuerzo tordcico y abdominal (bandas de
impedancia), el ritmo cardiaco (derivacién electrocar-
diogréfica V2) y la SaO,. Todos los estudios fueron
corregidos manualmente y de acuerdo con las reco-
mendaciones de Rechtschaffen y Kales®. Se definié la
existencia de una apnea si la sefal del flujo oronasal
descendié significativamente (>90%) con una dura-
cién de al menos 10 segundos y la hipopnea cuando
se observé un descenso evidente en el flujo (>30% y
<90%) junto a una caida en la SaO, > 3% y/o un
microdespertar en el electroencefalograma.

Durante la polisomnograffa se monitorizaron las
siguientes variables respiratorias: indice de apneas-
hipopneas (IAH) o suma de apneas mds hipopneas
por hora de suefio, SaO, en vigilia, SaO, minima
alcanzada durante el suefio, indice de desaturacién de
oxigeno > 3% (ID3) definido como el nimero de des-
censos en la SaO, > 3% por hora de suefio y, final-
mente, el porcentaje del tiempo de suefio con SaO; <
90% (T90).

Se establecié que la polisomnografia fue vilida
para el diagndstico si se obtuvo al menos 180 minu-
tos de suefio.

Determinacién de proteinas carboniladas

Al dia siguiente del estudio polisomnogréfico, se
procedié a la extraccién de sangre, ultracentrifugado
de la misma, 2.000 g durante 15 min. a 4° Cy el plas-
ma separado en alicuotas. Todas las muestras fueron
almacenadas a -80° C hasta su andlisis. La concentra-
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cién total de proteinas se midié utilizando la referen-
cia Bio-Rad assay (Bio-Rad Laboratorios, Richmond,
CA, USA). Para determinar las proteinas carboniladas
se siguieron las instrucciones comerciales (Bio Cell
PC, Papaloetoe, NZ) siguiendo el método Elisa.
Todas las determinaciones fueron realizadas por tripli-
cado. Para calcular el contenido de proteinas carboni-
ladas séricas (nmol/mg proteina), se construyé una
curva estdndar con los controles suministrados en el
kit y que contienen niveles bajos, medios y altos de
proteinas carboniladas lo que permitié trazar el rango
de la curva estdndar.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados mediante medias,
desviaciones tipicas, minimos y mdximos para varia-
bles continuas, y frecuencias y porcentajes para las
variables categéricas. Las variables categéricas fueron
analizadas mediante la chi cuadrado y la prueba exac-
ta de Fisher. La comparacién de variables continuas
entre el grupo diagnosticado de SAHS y el grupo con-
trol se realizé con la prueba de la prueba U de Mann-
Witney para muestras independientes, considerando
un intervalo de confianza del 95%. Para establecer las
correlaciones entrelas variables continuas, se empled
el coeficiente por rangos (7h0) de Spearman. Todas las
correlaciones realizadas fueron bilaterales y se conside-
raron valores estadisticamente significativos una p <
0,05. Los datos se examinaron con el Statistical
Package for Social Sciencies para Windows (SPSS,
Chicago, IL, EE.UU.).

RESULTADOS

Se estudiaron a 39 pacientes, de ellos se excluyeron
a 3 por presentar un IAH entre 5 y 10. Por tanto, la
muestra analizada fueron 36 enfermos con una edad
de 40 = 6,1 afios, 30 hombres y 6 mujeres, IMC de
31+5,9).

La gravedad del SAHS se midi6 mediante poli-
somnograffa, un IAH > 10 se observé en 23 pacientes
(grupo clinico), mientras que en 13 el IAH fue <5
(grupo control). En ambos grupos no se observaron
diferencias en cuanto a edad y género, si bien el IMC
fue menor en el grupo control. Las caracteristicas cli-
nicas de la muestra se expresan en la tabla 1.

En los pacientes con SAHS, obviamente se obser-
varon diferencias estadisticamente significativas en las
variables respiratorias (tabla 1). Sin embargo, los valo-
res de proteinas carboniladas fueron de 0,14 + 0,179,
mientras que en los sujetos del grupo control fue de
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y resultados de la poli-
somnograffa: comparacién de los pacientes con SAHS y
los del grupo control.

Variable SAHS Grupo control P
(n =23) (n =13)

Edad (afios) 39+3 41+59 0,268
Género (H/M) 18/5 10/3 0,878
IMC (kg/m2) 32+6 29 +5,1 0,024
“TAS (mm Hg) 124 + 12,6 122+158 0,632
TAD (mm Hg) 77 + 11,3 72 + 10,3 0,114
P carboniladas 0,14 + 0,179 0,10 + 0,066 0,348
(nmol/mg)

IAH (eventos/ 27 £ 11,2 3+1,1 0,000
hora de suefio)

Sa02 minima (%) 78 + 10,6 87 + 4,6 0,003
Sa02 media (%) 92 + 4,2 94 + 0,6 0,070
§ ID3 (eventos/ 30 + 14,9 8 +4,1 0,000
hora de suefio)

£ T90 (%) 9+38,3 0,2 + 0,34 0,001

*TAS: tensién arterial sistélica. TTAD: tensién arterial diastélica. § [AH: suma de
apneas e hipopneas por hora de suefio. § ID3: niimero de desaturaciones > 3% por
hora de suefio.  T90: porcentaje de suefio con SaO2 < 90%.

0,10 + 0,066 nmol/mg, cifras inferiores aunque sin
objetivarse diferencias estadisticamente significativas
en ambos grupos (p = 0,348).

Los resultados de la correlacién entre las proteinas
carboniladas y las principales variables respiratorias
fueron, con el IAH mostré una rbo de 0,197 (p =
0,249), con el ID3 fue de b0 0,129 (p = 0,452) y
finalmente con el T90 mostré una rho de 0,058, p =
0,736. En la figura 1 se expresa la correlacién entre
dichas variables.

DISCUSION

En pacientes de edad media con un SAHS mode-
rado, las proteinas carboniladas se encuentran ligera-
mente elevadas, aunque sin mostrar un aumento sig-
nificativo. Por tanto, en estos pacientes la posible
repercusion del estrés oxidativo sobre las proteinas es
baja.

El SAHS es una enfermedad que se ha asociado a
la existencia de estrés oxidativo®. Se ha descrito que
este mecanismo puede estar relacionado con muchos
procesos fisiolégicos como el envejecimiento’ y con la
aparicién de determinadas patologias como la enfer-
medad de Alhzeimer®. Estudios recientes también
sugieren que favorece el desarrollo de arteriosclero-

sis**!’, todo lo cual afade un interés especial al SAHS.
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Figura 1. Correlacién entre los valores de las proteinas carboniladas, en eje de ordenadas, y el indice de apneas-hipopneas (IAH) e
indice de desaturacién de oxigeno >3% (ID3), en eje de abscisas.

TAH: suma de apneas e hipopneas por hora de suefio. ID3: ntimero de desaturaciones > 3% por hora de suefio. T90: porcentaje de suefio con SaO, < 90%.

En el SAHS uno de los mecanismos de mayor evi-
dencia cientifica involucra a los episodios de hipoxia-
reoxigenacion con la aparicién de estrés oxidativo®'.
Sin embargo, en nuestro estudio las caidas en la SaO,
nocturna, determinada por el ID3, y la gravedad de la
desaturacion, valorada por el T90, no se correlaciona-
ron con los valores de las proteinas carboniladas.

Hasta la fecha, se han realizado varios trabajos con
el objetivo de analizar la repercusién del estrés oxida-
tivo en el metabolismo de los lipidos'®*, sin embargo,
es infrecuente el estudio de la repercusién sobre oxi-
dacién proteica en el SAHS. Recientemente Barreiro
et al”®, han estudiado el musculo intercostal externo de
12 pacientes con un SAHS y observaron que, compa-
rado con el grupo control, los enfermos mostraron
valores significativamente elevados de proteinas car-
boniladas. Estos resultados discrepan de los obtenidos
en nuestro estudio, si bien las diferencias pueden
explicarse por el distinto objetivo y metodologia del
estudio.

Como se ha comentado anteriormente, en pacien-
tes con SAHS se ha demostrado un aumento en los
marcadores de estrés oxidativo, lo cual no es concor-
dante con los resultados obtenidos en el presente estu-
dio. Sin embargo, hay que tener en cuenta que nues-
tra muestra fue seleccionada por edad y que los
pacientes presentaron un SAHS moderado, a diferen-
cia de otros trabajos como el de Yamauchi el at® y
Barcel§ et al’ en los que se incluyeron enfermos con
un SAHS grave.

Se ha aportado que la oxidacién de proteinas,
medidas por carbonilacién, aumenta en el suero de
personas mayores en relacién a adultos jévenes'. En
células fisiolégicamente envejecidas se ha observado

Revista Espanola de Patologfa Tordcica 2009; 21 (3): 154-158

un aumento en la produccién de SOR, ya que al dis-
minuir la actividad de la ATP sintetasa aumenta la
produccién de superéxido''. También la actividad
del proteosoma es menor en células senescentes, lo
que origina la acumulacién de proteinas dafiadas que
tienden a desnaturalizarse dificultando la protedlisis y
necesitando de proteinas accesorias que desagreguen
dichos complejos”. En nuestro estudio el posible efec-
to de la edad en el proceso de oxidacién proteica se
intenté minimizar restringiendo la edad de los pacien-
tes por debajo de 50 anos. No obstante, es posible que
la edad sea un factor que pueda favorecer la accién de
otros mecanismos que causen estrés. Esta cuestién no
fue el objetivo de nuestro estudio ni hay suficiente
conocimiento cientifico sobre el tema en pacientes
con SAHS, de tal forma que no puede descartarse la
influencia de la edad en nuestros resultados.

Otro aspecto a tener en cuenta es que la carboni-
zacién de proteinas implica una oxidacién severa y,
por tanto, es marcador de un estrés oxidativo mds
grave. Nuestros enfermos mostraron un IAH de 27
compatible con un SAHS moderado, inferior al
observado en otros estudios'".

Las proteinas carboniladas en tejidos son com-
puestos muy ldbiles lo cual complica su determina-
cién. De hecho frecuentemente se han utilizado varios
métodos analiticos para medir otras modificaciones
de las proteinas como la hidroxilacién aromdtica de
fenilalanina y la conversién de tirosina a di-tirosina y
nitro-tirosina, para valorar el efecto del estrés oxidati-
vo sobre las proteinas®. Es posible que en pacientes
con un SAHS moderado la oxidacién de proteinas se
produzca en escasa cuantia y que requieran para

157



Jurado Gdmez B. Valoracion de la oxidacidn proteica en pacientes con apneas del suerio

detectarlas métodos analiticos con una sensibilidad
muy alta.

Otra limitacién comun en todos los estudios diri-
gidos a valorar estrés oxidativo en pacientes con un
SAHS es la dificultad para controlar la frecuente
comorbilidad asociada y el posible efecto de la medi-
cacién, ademds del ejercicio fisico diario e ingesta de
betacarotenos, ascorbato, selenio y polifenoles. Por
otra parte, es probable que otras variables desconoci-
das pudieran interferir en la medida de la oxidacién
proteica debido a estrés oxidativo y actuar como posi-
bles variables confusoras. Todo ello hace especialmen-
te complejo la determinacién sérica de las proteinas
carboniladas y establecer su relacién con estrés oxida-
tivo y SAHS.

En resumen, los pacientes de nuestro grupo, de
edad media y con un SAHS moderado, muestran
cifras de proteinas carboniladas séricas similares a los
del grupo control, por lo que no hemos observado el
efecto del posible estrés oxidativo a nivel protéico. Sin
embargo, es recomendable disefiar un estudio con un
ndmero de muestra mayor, previamente seleccionada
para controlar adecuadamente todas las variables que
intervienen en el mecanismo de estrés oxidativo y que
definitivamente aclare el papel del SAHS sobre la oxi-
dacién proteica.
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