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INTRODUCCION

El sindrome de apneas-hipopneas del suefio
(SAHS) es un trastorno respiratorio que se manifiesta
por un conjunto de sintomas entre los que destaca
el ronquido entrecortado, paradas respiratorias ob-

servadas, sueflo no reparador y excesiva somnolencia
diurna'.

Desde el punto de vista fisiopatolégico, los micro-
despertares y la hipoxemia intermitente son los mar-
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cadores de la enfermedad que se han relacionado con
excesiva somnolencia diurna e incremento de morbi-
lidad vascular®*.

Por otra parte, el SAHS es una enfermedad fre-
cuente con una prevalencia estimada de un 2-4 %
entre los adultos de edad media®, lo que le convierte
en la actualidad en un grave problema sanitario®. La
gravedad del problema se magnifica si no se acom-
pafia de recursos para su control, lo que justifica que
unicamente se hayan diagnosticado un 10% de los en-
fermos con SAHS™.

La prueba de referencia para estudios de suefio es
la polisomnografia, aunque en un contexto clinico de
SAHS la poligraffa es una alternativa valida, cada vez
mas utilizada'’. Ambas pruebas registran los datos
suficientes para confirmar el diagndstico y asignar
la gravedad, hallazgos que permiten sentar las bases
terapéuticas"’. No obstante, aporta escasa informa-
cién acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos que
los eventos respiratorios desencadenan y como influ-
yen en distintas vias metabdlicas. En este sentido, la
proteémica puede establecer una conexién entre la
secuencias genoémicas y su funcionalidad biologica y
aumentar el conocimiento de la enfermedad".

El abordaje habitualmente empleado es la elec-
troforesis bidimensional (2-DE; por sus siglas, mwo-
dimensional electrophoresis) y la espectrometria de masas.
Hasta la fecha los estudios proteémicos en el SAHS
son escasos y en su mayorfa realizados en poblacion
infandl'",

Nuestro grupo ha realizado previamente un estu-
dio que, respecto a un grupo control, demostré dife-
rencias en la expresion proteica segin la gravedad del
SAHS™. En base a estos resultados, se postula que
existan proteinas diferenciales entre sujetos con y sin
enfermedad. Se disefia un estudio con el objetivo de
valorar el papel de la proteémica en la identificacion
de proteinas diferenciales en el SAHS.

PACIENTES Y METODO
Estudio prospectivo con muestreo consecutivo y
grupo control realizado en un hospital universitario.

Seleccion de pacientes

Se consideré poblacién elegible a los sujetos que
acudieron a la consulta de trastornos respiratorios del
sueno y se les solicitdé una polisomnografia de noche
completa. Ademis, se les realizo una historia clinica
completa, recogiendo informacién especifica sobre
trastornos respiratorios del suefo, enfatizando en los
antecedentes personales, comorbilidad, consumo de
medicamentos y sintomatologfa actual. Igualmente, se
registré el indice de masa corporal (IMC) y saturacion
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periférica de oxigeno (SapO,) en reposo y respirando
aire ambiente. Tras realizar una polisomnogratia, fue-
ron incluidos en el grupo con SAHS a los sujetos con
edad entre 30 y 70 afios, sintomatologia sugestiva de
SAHS, que mostraron en la polisomnografia un IAH
= 5. Se incluyeron en el grupo control a individuos
roncadores, empatejados por IMC, género y edad con
el grupo con SAHS, pero en los que se descarté un
SAHS (IAH <'5).

En ambos grupos se excluyeron a los pacientes
con enfermedad crénica avanzada: insuficiencia car-
diaca grado 1V de la NYHA, insuficiencia renal cro-
nica (estadio 5 en tratamiento sustitutivo mediante
hemodialisis o didlisis peritoneal), hepatopatia croni-
ca (datos analiticos y/o ecograficos de hipertensién
portal o estadio funcional MELD >12) y aquellos
enfermos con saturacion periférica de oxigeno (Sa-
pO,) = 93%.

Todos los sujetos dieron su consentimiento infor-
mado para participar en el estudio que fue realizado
con el informe favorable del comité ético y de inves-
tigacion clinica.

Métodos
Polisomnografia

La prueba de suefio se llevé a acabo con un poli-
somnégrafo (Somnoscren. Somnomedic ®.Germany).
Se monitorizaron dos canales de electroencefalogratia
(C4/A1 y C3/A2), electrooculografia, electromiogra-
ma submentoniano y tibial anterior. El flujo aéreo se
estudi6 mediante termosensores y sefial de presion,
siendo esta ultima la utilizada, por defecto, como se-
fial principal para el analisis. Igualmente se registraron
el ronquido, el esfuerzo toracico y abdominal, el rit-
mo cardiaco con una derivacion electrocardiografica
(V2) yla SapO,. Todos los estudios fueron corregidos
manualmente y de acuerdo con las recomendaciones
de Rechtschaffen y Kales'. Se considero la existencia
de una apnea ante el descenso significativo (> 90%)
de la sefal del flujo aéreo y al menos 10 segundos
de duracion. La hipopnea se definié por un descenso
evidente (> 30% y < 90%) de la amplitud de la se-
fial respiratoria de al menos 10 segundos de duracion
acompafada de una cafda en la SapO, (> 3%) y/o
un microdespertar. Se considerd a la polisomnografia
valida para el diagnoéstico si se obtuvo un minimo de
180 minutos de suefio.

Durante la polisomnograffa se registraron los re-
sultados de las siguientes variables respiratorias: in-
dice de apneas-hipopneas (IAH) o suma de apneas
més hipopneas por hora de suefio, SapO, en vigilia,
SapO, minima alcanzada durante el suefio, indice de
desaturacion de oxigeno > 3% (ID3) definido como
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el numero de caidas en la SapO, = 3% por hora de
suefio y, finalmente, el tiempo de suefio con SapO, <

90% (T90).

Extracciéon sanguinea

Tras realizar la polisomnografia, siguiendo el pro-
tocolo de extraccioén habitual de nuestro Hospital se
recogieron las muestras de sangre por venopuncion
a las 08 horas am en tubo de extracciéon Vacutainer
SST (BD). Se permitié la formacién de coagulo en
durante 30 minutos, centrifugando luego a 1500 x g
10 minutos a 4°C. En el sobrenadante se determiné
la concentraciéon de proteina séricas totales de cada
individuo (Bio-Rad assay, Bio-Rad Laboratories, Ri-
chmond, CA, US.A)), con aportaciéon equimolar de
proteinas para cada sujeto’®. Las muestras de los sue-
ros se poolearon en dos grupos, grupo control y gru-
po SAHS, y se almacenaron -80°C hasta que fueron
analizadas.

Electroforesis bidimensional

La primera dimension o isoelectroenfoque (IEF) se
llevé a cabo en el sistema Protean IEF Cell (BioRad).
Se mezclaron 100 ug de proteina de cada polo con el
tampon de rehidratacion (6M Urea; 0,5% Ampholine
pH 3,5-10; 2% CHAPS; trazas de azul bromofenol),
suplementado con 2,8 mg/ml de DTT fresco, pesado
y diluido directamente en el tampon, hasta alcanzar
un volumen final de 350 ul. Se incubé 30 minutos
a temperatura ambiente. A continuacién cada mues-
tra se centrifugd a 14.000 x g durante 1 minuto para
una completa eliminaciéon de burbujas de aire. Cada
muestra se cargd en una tira de IEF de 18 cm y pH
4-7 (GE Healthcare Inmobiline DryStrip). Una vez
terminada la primera dimension, las tiras fueron so-
metidas a la segunda dimensién.

La segunda dimension se llevé a cabo en el sistema
Dodecacell (BioRad). Justo antes de la electroforesis
las tiras se equilibraron durante 30 minutos en tampon
de equilibrado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8; urea 6 M;
glicerol 30%; SDS 2%; trazas de azul de bromofenol)
que contenfa 64mM de DTT fresco. A continuacion,
se incubaron otros 30 minutos en el mismo tampdn
de equilibrado pero conteniendo 0,24 M de iodoace-
tamida. Las tiras de IEF se colocaron sobre los geles
de poliacrilamida al 12,5 % colocando ademas en la
zona de la derecha una tira de papel embebida en los
marcadores de peso molecular (Sigma) y se sellaron
con agarosa al 0,5%. La electroforesis se llevé a cabo
a 20°C en dos pasos: a) 2,5 W/gel durante 5 minutos,
b) 10 W/gel hasta que la banda de azul de bromofe-
nol alcanz6 el borde inferior de cada uno de los geles
(aproximadamente 6 horas).

274

Los geles se fijaron con 50% de etanol y 3% de aci-
do acético, y se tifieron con SYPRO-Ruby (Bio-Rad)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Los ge-
les se digitalizaron en escaner FX-Imager (Bio-Rad) y
se analizaron con el software PDQuest 8.0 (BioRad).
Se utilizo el grupo control como referencia para la
identificacion de los cambios significativos entre los
geles de los dos grupos. El criterio de seleccion fue de
tipo cualitativo, presencia o ausencia, de las manchas
entre ambas condiciones de estudio.

Digestion de proteinas en gel e identificacion
proteica

Las manchas proteicas de interés se recortaron del
gel automaticamente en una estacion Investigador
ProPic (Genomic Solutions). Los fragmentos de gel
resultantes se digirieron con tripsina también de ma-
nera automatica en una estacion Progest (Genomic
Solutions) con las siguientes condiciones: dos pasos
de destincién de 30 minutos con 40% acetonitrilo/200
mM bicarbonato amonico; dos rondas de lavado con
25 mM bicarbonato amoénico durante 5 minutos y 25
mM bicarbonato aménico/50% acetonitrilo duran-
te 15 minutos, respectivamente; deshidratacién con
100% acetonitrilo durante 5 minutos y secado de la
muestra; hidratacion con 10 pl de tripsina a 12,5ng/ul
en 25 mM bicarbonato aménico durante 10 minutos
a temperatura ambiente y posterior digestion a 37°C
durante 12 horas. La digestion se detuvo afiadiendo
a cada muestra 10 ul de una solucién de TFA al 0.5%
en agua. Los péptidos resultantes de la digestion con
tripsina, se putificaron de manera automatica en una
estacion ProMS (Genomic Solutions), mediante una
microcolumna de resina C18 (ZipTip, Millipore), di-
luyéndose directamente con una soluciéon de matriz
(Smg/ ml de acido alfa-ciano-4-hidoxicindmico en
70% acetonitrilo/0.1% TFA) sobre la placa MALDI
(matrix laser assisted desorption) en un volumen de Tul
Tras la cocristalizacion sobre la placa, las muestras se
analizaron mediante espectrometria de masas MAL-
DI-TOF/TOF (matrix laser assisted desorption- time of
[light). Para obtener la huella peptidica en un espectro-
metro 4800 Proteomics Analyzer (ABsciex) equipado
con extraccion retardada y reflector y en modo positi-
vo. Se realiz6 calibracion interna de los espectros utili-
zando las relaciones masa/catga (m/z) de los péptidos
resultantes de la autolisis de la tripsina porcina (M+H?*
= 842509, M+H"=2211.104), obteniéndose de esta
manera una precision en la medida de las m/z de +
20 ppm. De cada muestra se obtuvieron espectros de
fragmentacion (MS/MS) de las m/z mas intensas.

La identificacién de proteinas se realizé combinan-
do los espectros MS y sus correspondientes MS/MS
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sobre la base de datos NCBInr, utilizando MASCOT
(MatrixScience) como motor de busqueda y limitan-
do la categoria taxonémica a humanos, con carba-
midometilacién completa de los residuos de cisteina
y oxidacién parcial de los residuos de metionina. El
error maximo permitido en la busqueda fue de 100
ppm y el nimero maximo de errores en el corte de la
proteasa fue uno.

Analisis estadistico

Se describen los datos utilizando mediana y ran-
go intercuartilico para las variables continuas y fre-
cuencias y porcentajes para las variables cualitativas.
La asociacion de las variables categoricas se analizo
mediante la Chi* o la prueba exacta de Fisher. La
comparacion de variables clinicas continuas entre el
grupo con SAHS grave y el grupo control sin SAHS
se realiz6 mediante la U de Mann-Witney, conside-
rando un intervalo de confianza del 95% y valores
estadisticamente significativos una p < 0,05. El pro-
grama permitié identificar Unicamente a spots que
estuviesen en tres geles de cada grupo de enfermos y
se programo para poder identificar a los spots que se
sobreexpresaron en 2,5 veces el grupo control y 0,5
por debajo del grupo control.

RESULTADOS

Fueron incluidos en el estudio un total de 55 pa-
cientes, 37 de ellos con SAHS y 18 sujetos sin SAHS.
Como se coment6 previamente estos fueron empare-
jados por edad, género e IMC. No hubo diferencias
entre los dos grupos en relaciéon a habitos toxicos,
incluido consumo de tabaco. Las caracteristicas gene-
rales de estos grupos se expresan en la tabla 1.

Como era previsible, se objetivaron diferencias en-
tre los pacientes del grupo control y los del grupo con
SAHS en cuanto a las variables relacionadas con los
eventos respiratorios.

Como se expuso en el apartado de métodos, en
primer lugar se realizé proteémica basada en geles
(figura 1). Se observaron 18 spoz diferenciales al com-
parar los dos grupos del estudio, si bien Gnicamente
cuatro $pot cumplian los criterios establecidos en la
metodologia para ser considerados significativamen-
te distintos. Estos fueron los elegidas para identificar
mediante espectrometria de masas. En la figura 2 se
presenta el resultado de la identificacion proteica me-
diante espectrometria de masas mediante MALDI-
TOF/TOFE.

Se observaron dos proteinas sobreexpresadas, la
hatoglobina y una proteina que no pudo ser identifi-
cada. Igualmente se observaron dos proteinas subex-
presadas, la albdmina y la serotrasferrina.

Rev Esp Patol Torac 2012; 24 (3): 272-278

acientes del grupo
ol). Valores expre-

O.

Variable Grupo con | Grupo sin Valor p
SAHS SAHS
(n=37) (n=18)
Edad (afios) 48 (41-59) 48 (35-50) NS
IMC (kg/m?) 31 (27-34) 30 (28-32) NS
Género, M/F 26/11 12/6 NS
Escala Epworth, 14 (11-16) 11 (9-12) < 0,05
puntuaciéon
SapO, vigilia (Vo) 96 (94-97) 96 (94-97) NS
TAH (eventos/ 53 (27-74) 3.5(3-4.1) < 0,001
hora de suefio)
ID3(eventos/hora | 55 (25-75) 7 (5-11) < 0,001
de suefio)
T90 (%o) 10 (2-24) 0,2 (0-0.6) < 0,001
SapO, minima (o) | 81 (68-83) 90 (88--92) < 0,001
SapO, media (%) 93 (91-94) 95 (94-95) < 0,001

TAH: suma de apneas ¢ hipopneas por hora de suefio. ID3: nimero de desatu-
raciones > 3% por hora de sueno. T90: porcentaje de suefio con SapO, < 90%.
NS: No significativo.

Figura 1. Imagen de los geles de los grupos estudiados tras aplicar
electroforesis bidimensional.

Expresion proteica del grupo sin SAHS (arriba) y del grupo con SAHS (abajo).
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Figura 2. Identificacion de proteinas mediante MALDI-TOF/TOF
(meatrix: laser assisted desorption- time of flight).

En punta de flecha se marcan las proteinas sobreexpresadas (proteina no identifica-

da y haptoglobina) y las proteinas subexpresadas (albumina y serotransferrina).

DISCUSION

Aportamos los resultados de un estudio realizado
en enfermos con SAHS basado en geles con apli-
cacion posterior de espectrometria de masas para
identificar las proteinas diferenciales. Respecto a los
sujetos sin SAHS, los enfermos mostraron dos pro-
teinas sobreexpresadas una de las cuales identificada
(haptoglobina) y dos subexpresadas (albumina y se-
rotransferrina). Como se comentard posteriormen-
te, a través de distintos mecanismos, estas proteinas
pueden jugar un papel importante en los mecanismos
fisiopatolégicos del SAHS.

En respuesta a cambios de su entorno, como es-
trés, estado fisiologico o de enfermedad, se puede
alterar la expresion de ciertas proteinas por activa-
ci6én o supresion de genes o cambios de modificacion
post-traduccional. El estudio de proteémica permite
diferenciar un estado patolégico y valorar mecanis-
mos fisiopatolégicos involucrados en situaciones de
enfermedad.

La espectrometria de masas ha sido utilizada para
analizar la expresién proteica en diversas muestras
biolégicas''. En patologia respiratotia, la protedémi-
ca representa una nueva herramienta utilizada en di-
versas enfermedades' . En este campo, destacan los
estudios efectuados en cancer de pulmoén con el obje-
tivo de descubrir biomarcadores dirigidos a facilitar el
diagnostico o predecir la respuesta terapéutica® .

Sin embargo, en pacientes con SAHS son escasos
los trabajos aportados hasta la fecha'"'*. En un estu-
dio previo basado en geles, nuestro grupo observé un
perfil proteico distinto entre sujetos sin SAHS y un
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grupo de enfermos con SAHS en distintos estadios
de gravedad™.

En el presente estudio se han observado cuatro
proteinas diferenciales, tres de ellas identificadas,
entre los pacientes con SAHS respecto a los sujetos
sin enfermedad. Esto representa un hallazgo relevan-
te ya que esta metodologia puede aportar proteinas
que tengan valor diagnéstico. No obstante, su mayor
aportacion sea la constatacion de que estas proteinas
estan involucradas en algunos mecanismos fisiopato-

légicos del SAHS.

Proteinas sobrexpresadas

Como se ha expuesto anteriormente, en la com-
paracién entre los geles se detecté una proteina so-
breexpresada que no pudo ser identificada. Algunas
circunstancias pueden explicar este hecho; asi ocurre
frecuentemente si la cantidad de proteina en el gel es
minima y dificulta el picado del spot para la identifica-
cién por espectrometria de masas. Igualmente sucede
si el peso molecular de la proteina es bajo y, por tanto,
existan menos fragmentos peptidicos para ser identi-
ficados.

Haptoglobina. En un estudio reciente Kim et al*,
estudiaron a 40 pacientes con SAHS grave y compro-
baron que la haptoglobina se asocié independiente-
mente al nimero de eventos respiratorios, este dato
es concordante con el observado en nuestro estudio
en el que la haptoglobina se identific6 como una pro-
tefna sobreexpresada en los enfermos con SAHS.
Por otra parte, se ha relacionado que un fenotipo
de la haptoglobina se ha asociado con mayor tiesgo
cardiovascular?’?, En esta linea, Lavie et al”’, observa-
ron que esta proteina puede representar un importan-
te factor de riesgo para determinar la susceptibilidad
de padecer enfermedad cardiovascular en el SAHS.

Proteinas subexpresadas

Albtimina. Es la proteina mas abundante en el sis-
tema circulatorio. Las posibles causas de una subex-
presion sérica en el SAHS no son conocidas, si bien
puede relacionarse con las pérdidas por microalbu-
minuria secundatia a hipertension arterial y diabetes,
que frecuentemente se asocian al SAHS. En este sen-
tido, es interesante el resultado de un trabajo reciente
que analiz6 la asociacion entre la microalbuminuria y
el SAHSY. Fueron estudiados 35 pacientes con diag-
néstico reciente de SASH y 11 sujetos control. Para
evitar factores de confusion, entre otros criterios se
excluyeron a enfermos con diabetes mellitus, hipet-
tension arterial y antecedentes de insuficiencia renal.
Demostraron que la microalbuminuria se asocié con
SAHS en sujetos sin hipertension ni diabetes, e in-
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dependiente de la edad y el IMC. Por otra parte, es
conocido que la albimina tiene una actividad antioxi-
dante significativa debido a su capacidad para unirse
a los iones metilicos y eliminar los radicales libres™.
En comparacién con voluntarios sanos, se ha descrito
una disminucién de la capacidad antioxidante de la
albumina sérica en pacientes con SAHS no obesos y
relacionada con la gravedad del SAHS. Estos cambios
contribuyen a un balance desfavorable entre el estrés
oxidativo y la capacidad antioxidante, ademas de em-
peorar la inflamacién sistémica®.

Serotransferrina. Es una glicoproteina, sintetizada
y metabolizada principalmente en los hepatocitos,
cuya funcién principal es el transporte de hierro en
la sangre. Esta propiedad le confiere una capacidad
antioxidante. Los valores bajos de la serotransferrina
pueden deberse a una disminucion de las defensas an-
tioxidantes observada en el SAHS™. Este es un feno-
meno de agotamiento de los sustratos antioxidantes y
la subexpresion de la serotransferrina en el SAHS se
explicarfa por el descenso en la capacidad antioxidan-
te debido a un aumento del estrés oxidativo™*.
Limitaciones del estudio.

La influencia de la comorbilidad en los resultados
se controlé en el disefio excluyendo a pacientes con
enfermedad grave de 6rgano, sin embargo no todos
los enfermos con comorbilidad se excluyeron ya que,
en este caso, la muestra podria no representar a la po-
blacién con SAHS. Por otra parte, como se ha co-
mentado anteriormente, existen factores limitantes
en la técnica que puede condicionar los resultados.
Es posible que existan variaciones debidas a la prepa-
racién de muestras, la carga de protefnas y la tincion
del gel. Por otra parte, la sensibilidad de la técnica
disminuye para detectar proteinas en bajas concen-
traciones, proteinas con bajo peso molecular (< 20
KDa), con puntos isoeléctricos extremos (< 4 y >9)
o pesos moleculares extremos™®™.

En la actualidad estas limitaciones pueden supe-
rarse mediante nuevas técnicas protedémicas™. Uno
de estos métodos (ITRAQ, por sus siglas isobaric tags
Jor relative and absolute guantification) proporciona una
visién amplia en el descubrimiento y la cuantificacion
del proteoma”. Esta metodologia ha sido utilizada
por nuestro grupo con buenos resultados para iden-
tificar proteinas sobreexpresadas en pacientes con
SAHS leve®.

Conclusiones: En nuestro conocimiento este es
el primer perfil proteémico cuantitativo en pacientes
adultos con un SAHS. El trabajo realizado muestra
que el estudio de expresion proteica presenta cam-
bios significativos en los pacientes con un SAHS y
podtia ser utilizado, de confirmarse estos resultados,
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para establecer diferencias entre sujetos sin SAHS y
pacientes con un SAHS. No obstante, con las limita-
ciones previamente descritas, se demuestra la validez
de la proteémica para aportar un conjunto de protei-
nas diferenciales que pudieran ser utiles para el diag-
noéstico. En todo caso, hay que tener en cuenta que
estos resultados son preliminares y deben verificarse
en otros estudios que incluyan todo el espectro clini-
co del SAHS y una mayor muestra.
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