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RESUMEN

Objetivo: Estudio prospectivo con muestreo consecutivo y grupo control para determinar si la expresiéon
proteica en pacientes con SAHS es diferente a la de un grupo control (IAH <5).
Pacientes y métodos: Fueron incluidos 32 pacientes, entre 35 y 60 aifios, a los que se les realizd una
polisomnografia. Fueron excluidos los sujetos con enfermedad aguda o crénica. La primera dimension del
estudio proteémico se realizo en tiras IPG (18 cm, pH 4-7) y, la segunda, en geles SDS-PAGE por triplicado
para cada grupo. Los geles se tifileron con SYPRO-Ruby (Bio-Rad™), se obtuvieron las imagenes con un
escaner laser FX-Imager, y el andlisis de los spots se realiz6 con el software ProteomWeaver v4.0
(Bio-Rad™). Se analizaron los cambios significativos entre los geles agrupados por réplicas y por separado,
considerdndose un cambio significativo si la intensidad relativa en los spots fue superior o inferior
en 3 veces a la del control y se observo en 2 de las 3 réplicas de cada grupo con un coeficiente de variacién
< 20%.
Resultados: Los pacientes fueron divididos en 8 sujetos por grupo (control, leve, moderado y grave).
La comparacién de los geles constat6 diferencias significativas entre el grupo control y los 3 grupos
clinicos, observandose 3 spots con sobreexpresion significativa y 7 spots subexpresados respecto al grupo
control.
Conclusion: Existen cambios significativos en la expresion protéica entre un grupo control y pacientes en
distintos estadios de enfermedad. El estudio proteémico puede identificar biomarcadores relacionados con
el diagndstico y gravedad del SAHS.

© 2009 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Variation in Protein Expression Depending on the Severity of Sleep
Apnoea-Hypopnoea Syndrome

ABSTRACT

Objective: A prospective study with a consecutive sample and a control group to determine whether
protein expression in patients with sleep apnoea-hypopnoea syndrome (SAHS) is different from that of the
control group (IAH <5).

Patients and methods: A total of 32 patients aged between 35 and 60 years who had a polysomnograph
performed were included. Patients with an acute or chronic were excluded. The first dimension of the
proteomic study was carried out on IPG strips (18 cm, pH 4-7) and the second on SDS-PAGE gels in
triplicate for each group. The gels were stained with SYPRO-Ruby (Bio-Rad™), the images obtained with an
FX-Imager laser scanner and the spots were analysed using ProteomWeaver v. 4.0 (Bio-Rad®™) software.
Significant changes between the gels were analysed by replicates and separately, being considered a
significant change if the relative intensity of the spots was three times higher or lower than that of the
control and if it was observed in 2 of the 3 replicates of each group, with a coefficient of variation of <20%.
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Results: The patients were divided into 8 subjects per group (control, mild, moderate and severe). The
comparison of the gels showed significant differences between the control group and the 3 clinical groups,
with significant over-expression being observed in 3 spots, and under-expression in 7 spots in the control

group.

Conclusion: There are significant changes in protein expression between a control group and patients in
different stages of disease. The proteomic study can identify biomarkers associated with the diagnosis and

severity of the SAHS.

© 2009 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El sindrome de apnea-hipopnea del suefio (SAHS) es un
trastorno respiratorio del suefio con una prevalencia de un 2-4%
entre los adultos de edad media®. Incluye algunos sintomas como
ronquido, apneas observadas, sueflo no reparador y excesiva
somnolencia diurna®. Estos sintomas son debidos a los frecuentes
episodios de colapso en la via aérea superior que empeoran la
ventilacién, provocan un descenso brusco en la saturacién
periférica de oxigeno (Sa0O,) y terminan con un microdespertar,
que desestructura el suefio. Esto origina un suefio no reparador y
somnolencia diurna, aspectos relacionados con empeoramiento
de la calidad de vida® y aumento del riesgo de accidentes de
trafico*=5. Por otra parte, los episodios de hipoxia-reoxigenacién
estan involucrados en la produccién de radicales libres y estrés
oxidativo’™® y aumento de mortalidad vascular'®!2, Asi, es
fundamental realizar un diagndstico precoz en el SAHS, maxime
cuando hay un tratamiento eficaz mediante la aplicacion de
continuous positive airways pressure (CPAP)? y un retraso en el
diagnoéstico y tratamiento origina un consumo de recursos
sanitarios.

Actualmente, la polisomnografia es la prueba de referencia
para el diagnéstico del SAHS?. Sin embargo, es una técnica cara,
tiene una importante lista de espera y no esta disponible en todos
los niveles asistenciales'>'4. Estos factores dificultan el diagnos-
tico, de forma que este solo se ha realizado en un 10% de los
enfermos?!4,

Determinadas patologias pueden modificar la expresioén pro-
teica. Las modernas técnicas de andlisis protebmico permiten
identificar estos cambios y pueden constituir una importante
ayuda diagnéstica'®. Aunque hay varias estrategias para el analisis
de expresidon proteica, la combinacion mas utilizada es la
electroforesis bidimensional (2D-PAGE), seguida de la espectro-
metria de masas'®!”.

La identificacion de marcadores séricos predictivos de un SAHS
puede representar una herramienta til en la estrategia global de
la enfermedad, tanto desde el punto de vista de su diagnostico
como de un mayor conocimiento de su fisiopatologia.

Hasta la fecha los estudios protedmicos en el SAHS son escasos
y han sido realizados solo en poblacién infantil'®. Se postula que
en el SAHS, la expresion proteica en distintos estadios de gravedad
puede variar y ser diferente a la de otro grupo de sujetos sin SAHS.
Por tanto, en base a la importancia sanitaria del SAHS y al interés
que puede representar en estos pacientes el estudio protedmico,
nuestro grupo disefié un trabajo con el objetivo de determinar si
la expresion proteica en pacientes con SAHS puede diferenciarse
de la de un grupo control sin SAHS.

Pacientes y métodos
Disefio
Estudio prospectivo con muestreo consecutivo y grupo control.

A cada enfermo se le realiz6 una historia clinica completa,
recogiendo informacioén sobre trastornos respiratorios del suefio,

haciendo especial énfasis en la comorbilidad, consumo de
medicamentos. Luego se realiz6 una exploracion fisica, registran-
do medidas de peso, talla, tension arterial y SaO, (en reposo y
respirando aire ambiente), y se les efectué un hemograma y
bioquimica plasmatica general.

Se considerd poblacion elegible los sujetos que acudieron a la
consulta especifica de trastornos respiratorios del suefio y, tras la
primera evaluaciébn médica, se indic6 la realizacion de una
polisomnografia diagnostica por clinica de SAHS. Esta se esta-
blecié si los enfermos manifestaban ronquido y alguno de los
siguientes sintomas: apneas observadas, suefio no reparador y
excesiva somnolencia diurna, valorada por una escala validada al
castellano (test de Epworth > 11).

Se compararon los resultados de los pacientes diagnosticados
de SAHS (grupo clinico) con los obtenidos en el grupo control,
donde se incluyeron a los sujetos procedentes de la consulta
especifica de trastornos del suefio (pareados por edad e IMC), que
tras la polisomnografia no fueron diagnosticados de SAHS.

El estudio se realiz6 con el informe favorable del Comité Etico y
de Investigacion, respetando los derechos fundamentales de la
persona y los postulados éticos que afectan a la investigacion
biomédica con seres humanos, segiin contenido de la Declaracion
de Helsinki (1964), Convenio del Consejo de Europa relativo a los
Derechos Humanos y la Biomedicina (1997), Declaracion Univer-
sal de la UNESCO sobre Genoma Humano, y requisitos estableci-
dos en la legislacién espafiola en el ambito de la investigacion
biomédica, la proteccion de datos de caracter personal y la
bioética (2007)

Seleccion de pacientes

Con la finalidad de evitar cambios atribuibles al género, fueron
incluidos pacientes varones a los que consecutivamente se solicitd
una polisomnografia diagnostica por sospecha clinica de padecer
SAHS, con edad entre 35 y 60 afios y que dieron consentimiento
informado para participar en el estudio.

Fueron excluidos los usuarios de drogas, incluido tabaquismo y
alcoholismo, o aquellos sujetos que presentaron sintomas de
enfermedad aguda o estaban diagnosticados de enfermedad
cronica: cardiopatia isquémica inestable, insuficiencia cardiaca
grado IV de la NYHA, insuficiencia renal cronica, hipertension
arterial sistémica grave o incontrolada, hepatopatia croénica,
enfermedad cerebrovascular degenerativa, enfermedad pulmonar
grave (incluyendo necesidad de oxigenoterapia nocturna).

Polisomnografia

Se realiz6 con un polisomndgrafo (Somnoscreen®, Somnomedic ,
Germany). Se monitorizaron dos canales de electroencefalografia
(C4/A1 y C3/A2), electrooculografia, electromiograma submento-
niano y tibial anterior. El flujo aéreo se estudié con termosensores
y seiial de presién que fue utilizada como principal sefial para el
andlisis. Igualmente se registrd el ronquido y el esfuerzo toracico
y abdominal con bandas de impedancia, una derivacion electro-
cardiografica (V2) y la Sa0,. Todos los estudios fueron corregidos
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manualmente y de acuerdo con las recomendaciones de Rechts-
chaffen y Kales. Se consideré apnea el descenso significativo
(> 90%) de la sefial del flujo aéreo de > 10 segundos de duracion,
e hipopnea cuando se observé un descenso evidente en el flujo
aéreo (> 60% y <90%) acompaiiada de una caida en la SaO, >3%
y/o un microdespertar.

Durante la polisomnografia se monitorizaron las siguientes
variables respiratorias: indice de apnea-hipopnea (IAH) o suma de
apneas mas hipopneas por hora de suefio, SaO, en vigilia, SaO,
minima alcanzada durante el suefio, indice de desaturacion del 3%
(ID3) definido como el niimero de descensos en la SaO, > 3% por
hora de suefio y, finalmente, el tiempo de suefio con SaO, < 90%
(T90).

Se consider6 que la polisomnografia es valida para el
diagnostico si se obtuvo un minimo de 180 minutos de suefio.

Para evitar un sesgo de clasificacion con cifras de IAH cercanas
a la normalidad, en este estudio se consideraron pacientes con
SAHS aquellos que en la polisomnografia mostraron un IAH > 10,
mientras en el grupo control se incluyeron a los sujetos con
un IAH <5. Se establecio la gravedad del SAHS en funci6n
del nimero de eventos respiratorios, considerandose el SAHS
como leve (IAH >10 y <15), moderado (IAH >15y <30)y
grave (IAH > 30).

Andlisis proteémico

Tras realizar la polisomnografia, se recogieron las muestras de
sangre (n=32) por venopuncion a las 07:00h en tubo
de extraccion Vacutainer SST (BD), siguiendo el protocolo de
extraccion habitual de nuestro Hospital. Se permiti6 la formacion
de coagulo en frio durante 30min, centrifugando luego a
1.500 x g, 10 min a 4 °C. El suero resultante se dividio en alicuotas
y congeld a —80 °C hasta su posterior analisis. Todo el proceso se
realizé en menos de 60 min desde la extraccion.

Se realizaron mezclas séricas para cada uno de los grupos del
estudio (control, SAHS leve, moderado y grave). En cada individuo
se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford!®, de
forma que cada sujeto aportara igual cantidad de proteina a la
mezcla total de los grupos (control y SAHS leve, moderado y
grave).

Las proteinas séricas mayoritarias fueron ecualizadas con el kit
Proteominer (Bio-Rad®) siguiendo las instrucciones del fabricante
y luego se limpiaron con el kit 2D Clean-up Kit (GE Healthcare)
siguiendo las especificaciones del fabricante.

La primera dimensién o isoelectroenfoque se realizd con el
sistema Protean IEF Cell (Bio-Rad®), usando tiras IPG de 18 cm de
longitud y con un pH 4-7 (GE Healthcare Inmobiline Drystrip). Se
cargaron 50 g de proteina/tira que se resuspendieron en 350 pl
de tampén de rehidratacion (6M urea; 0,5% Ampholine
pH 3,5-10; 2% CHAPS; trazas de azul de bromofenol). Se realizaron
tres réplicas para cada grupo del estudio. El isoelectroenfoque se
realiz6 a 20 °C, siguiendo siempre el mismo protocolo y hasta llegar
a una total de 52.000V/h para todo el isoelectroenfoque.

Para la segunda dimension se utilizd el sistema Protean Plus
Dodecacell (Bio-Rad®). Tras el isoelectroenfoque, las tiras IPG se
equilibraron en dos pasos consecutivos de 30 min en tampén de
equilibrado (50 mM Tris-HCI, pH8,8; 6 M urea; 30% glicerol; 2%
SDS; trazas de azul de bromofenol) complementado en el primer
paso con 10 mg/ml DTT. En un segundo paso, para el bloqueo de
los grupos tidlicos, se complementd el tampoéon con 45 mg/ml
iodoacetamida. Las tiras se colocaron sobre geles de poliacrila-
mida al 12,5% de 1 mm de espesor junto con marcadores de peso
moleculares, y la separacion se hizo en 2 pasos a 20°C: 2,5W/gel,
5miny 15W)/gel, 6h.

Tras la segunda dimension, los geles se fijaron con 50% etanol y
3% acido acético, y se tifleron con SYPRO-Ruby (Bio-Rad®™)
siguiendo las especificaciones del fabricante.

Los geles se digitalizaron con un escaner laser FX-Imager
(Bio-Rad®™) y se analizaron con el software ProteomWeaver v4.0
(Bio-Rad®™). Para el anilisis de imagen se usaron los siguientes
parametros de deteccion: radio minimo: 4; intensidad minima:
2.000; contraste minimo: 10. Se utiliz6 el grupo control como
referencia para el resto y se identificaron todos los cambios
significativos entre los geles de los cuatro grupos, tanto agrupados
por réplicas como por separado.

Andlisis estadistico

Los datos se describen con medias, desviaciones tipicas,
minimos y maximos para variables continuas y frecuencias y
porcentajes para las categodricas. La comparacion de variables
continuas entre el grupo diagnosticado de SAHS y el control se
realizd6 mediante la U de Mann-Witney, con un intervalo de
confianza del 95%. Todas las comparaciones realizadas fueron
bilaterales, estableciéndose valores estadisticamente significati-
vos una p < 0,05.

Para considerar un cambio significativo en los spots de los
distintos geles, se consideraron aquellos cuya intensidad relativa
fuese superior o inferior en 3 veces a la obtenida en los geles
control, rechazandose los que no estuvieran al menos en 2 de las 3
réplicas de cada grupo con un coeficiente de variaciéon <20% y
p <0,05.

Los datos fueron tratados estadisticamente mediante el
«Statistical Package for Social Sciencies (SPSS 14)» para Windows
(SPSS, Chicago, IL, EE.UU.).

Resultados

Se estudiaron 32 pacientes masculinos, edad entre 45+ 10,6
anos e IMC de 31 + 5,4. De ellos, 8 eran sujetos con IAH < 5 (grupo
control) y los otros 24 formaron el grupo clinico, clasificados en tres
subgrupos de 8 pacientes con SAHS leve, moderado y grave,
respectivamente. No se observaron diferencias en los dos grupos,
control y clinico, en la edad e IMC (tabla 1). Tampoco fueron

Tabla 1
Caracteristicas generales y respiratorias de los pacientes con sindrome de apnea-
hipopnea del suefio y de los sujetos controles. Datos presentados como media (DE)
y n (%)

Variable Grupo Control  Grupo Clinico p

Edad (afios) 44 +9,6 45+11,1 NS

IMC (kg/m?) 29+1,7 32+6 NS

ESD (Epworth) 7+49 13+3,6 < 0,01
Sap0, vigilia (%) 96+ 1,8 95+1,8 NS

TAS (mmHg) 123 +11 123 +133 NS
TAD (mmHg) 77+13 72 +10,7 NS
Glucemia (mg/dl) 98 + 15,7 99 +12,1 NS
Creatinina (mg/dl) 0,86 + 0,091 0,87 +0.138 NS
Colesterol total (mg/dl) 187 +22 190 +32,8 NS
HDL-colesterol (mg/dl) 48 +11,1 50 + 26 NS
Triglicéridos (mg/dl) 121 + 69,8 124 + 38,8 NS

IAH (nGmero/hora de suefio) 3+1,1 41+ 35,7 < 0,001
ID3 (ndmero/hora de suefio) 7+34 39+31,2 < 0,001
T90 (%) 02+0,32 11+13,2 < 0,001
SapO, minima (%) 88 +5,1 78 +10,5 0,007
SapO, media (%) 94+ 0,51 91+44 0,044

ESD Epworth: escala de excesiva somnolencia diurna; IAH: suma del nimero de
apneas e hipopneas por hora de suefio; ID3: nimero de caidas > 3% en la SapO,
por hora de suefio; IMC: indice de masa corporal; T90: porcentaje de suefio con
Sap0; < 90%; TAD: tensi6n arterial diastolica; TAS: tension arterial sist6lica.
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distintas las cifras de tension arterial sistélica y diastdlica ni de los
parametros bioquimicos habituales, salvo la puntuaciéon en la
escala de Epworth que fue significativamente mayor en el grupo
clinico. Logicamente en el grupo clinico, se observa un mayor
numero de eventos respiratorios (IAH) y repercusion significativa
en la Sa0, nocturna (ID3, T90, Sa0, minima, Sa0, media).

Como se comentd anteriormente, el estudio se centro solo en
aquellos spots presentes en los tres geles de cada grupo clinico y
cuyas intensidades mostraron valores 3 veces por encima o 3
veces por debajo del valor del control y aplicando un coeficiente
de variabilidad <20% y un nivel de confianza del 95%. lLa
figura 1 muestra los spots que cumplian dichos criterios: 3 spots
con sobreexpresion significativa y 7 spots con intensidad signi-
ficativamente menor que el grupo control.En la figura 2 se
exponen los 3 spots sobreexpresados con los distintos niveles de
intensidad en cada uno de los grupos (control, leve, moderado y
grave). Todos ellos pueden tener interés para el diagnostico de la
enfermedad, particularmente los spots identificados con los
nimeros 3.142 y 2.984, dado que existe un aumento de
expresion significativo en los tres estadios de la enfermedad
respecto al grupo control. De igual forma, son de gran interés los 7
spots en los que se observo subexpresion respecto al grupo control
(fig. 3). Varios de ellos disminuyeron drasticamente en los tres
estadios de la enfermedad.

Discusion

En respuesta a cambios del entorno, como estrés, estado
fisiologico o enfermedad, se puede alterar la expresién de ciertas
proteinas. Esto se produce aumentando o disminuyendo la
expresion de los genes que las codifican o por cambios de su
modificacion postraduccional. La 2D-PAGE es la primera aproxi-
macion para el andlisis diferencial de los niveles de expresion de
las proteinas séricas. Esta técnica permite la separacion de
numerosas proteinas y, como muestra el presente trabajo,
aplicando criterios de seleccién restrictivos hemos identificado 3
spots con intensidades significativamente elevadas y 7 con valores
disminuidos. Por tanto, en pacientes con SAHS en distintos
estadios de gravedad nuestro estudio constata que, respecto al
grupo control, la 2D-PAGE muestra un estado de expresion

2.841
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3.159

2.986

2.984

Figura 1. Grafica que muestra, respecto al grupo control los spots sobreexpresados
(en rojo) y subexpresados (en verde).
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Figura 2. Regiones magnificadas de geles con los spots sobreexpresados. A la
derecha, grafica que marca (linea roja) el grado de sobreexpresion diferencial para
cada spot.

proteica diferente al grupo clinico. Por tanto, la proteémica abre
una nueva via para conocer mejor los mecanismos fisiopatologi-
cos asociados a la enfermedad y potencialmente estudiar
marcadores relacionados con su diagndstico.

El SAHS tiene una alta prevalencia y solo un escaso porcentaje de
los pacientes estin diagnosticados®'4, lo que provoca que en
muchos de ellos empeore la calidad de vida y aumente la mortalidad
por accidentes de trafico y por eventos cardiovasculares. Estos
aspectos estan relacionados con diversos mecanismos etiopatogéni-
cos. La protedmica puede suponer una herramienta muy atil para el
diagnostico y para ampliar el conocimiento en los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes del SAHS. Como se muestra en la
figura 2, en los enfermos con SAHS hay varios spots aumentados
significativamente respecto al grupo control, por tanto tiles para el
diagnostico. Ademas, el incremento progresivo en sus valores en los
tres estadios de enfermedad puede relacionarse con mayor gravedad
y afadir un valor prondstico. No menos importante es la
subexpresion proteica observada en los pacientes con SAHS
(fig. 3), lo que puede suponer que la desaparicion de proteinas o la
disminucién de las mismas podria aportar informacién de interés
sobre la fisiopatologia de la enfermedad.

La identificacion posterior de estos spots es el siguiente paso
para aislar los posibles biomarcadores. Para este fin se ha utilizado
el analisis por espectrometria de masas!®!”. Conviene sefialar, no
obstante, que el descubrimiento de seflales de expresion proteica
caracteristicas de una situacion tiene valor diagndstico, por si sola
incluso sin identificar las proteinas alteradas, como establecieron
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Figura 3. Regiones magnificadas de geles con los spots subexpresados. El grado de subexpresion diferencial para cada spot se muestra en linea verde.

los trabajos pioneros de Bradley?® y han confirmado recientes
estudios sobre contaminacién ambiental?!. Actualmente, las
técnicas protedmicas se estan aplicando en el campo de la
medicina para descubrir nuevos marcadores diagnésticos de
cancer???3, y constituye una herramienta muy til en diversas
patologias®>4~28, Sin embargo, en el SAHS son muy escasos los
trabajos aportados hasta la fecha'®, siendo nuestro estudio el
primero que determina el perfil protedmico en pacientes adultos
con SAHS en distintos estadios de gravedad.

El SAHS frecuentemente se asocia a comorbilidad, destacando la
obesidad, hipertension, diabetes mellitus, etc. sin embargo, los
enfermos con patologia grave de 6rgano no fueron incluidos para
evitar que la comorbilidad asociada pudiese afectar per se al perfil
protéico e introducir un sesgo de confusiéon en el estudio. No
obstante, esto puede suponer una limitaciéon ya que la muestra es
menos representativa de la poblacién con SAHS. Otra potencial
limitacion deriva de que algunas proteinas no se representen bien
mediante 2D-PAGE, caso de aquellas con bajo peso molecular
(< 20 kKDa) o puntos isoeléctricos extremos (<4 y >9). Por otra
parte, el nimero de 8 pacientes por grupo es lo suficientemente
amplio en un estudio piloto para demostrar que hay cambios
significativos en la expresion proteica, aunque seran necesarias
nuevas investigaciones con mayor tamafo muestral para profundizar
en estos aspectos. Como se comenta en el apartado de metodologia,
se excluyeron a los enfermos con un IAH >5y <10, a fin de
clasificar adecuadamente a los sujetos con SAHS de aquellos que no

presentaban SAHS y evitar un sesgo de clasificacion. No obstante,
incluir a estos pacientes en el grupo con SAHS leve pudiera alterar la
expresion proteica de este grupo y teéricamente disminuir las
diferencias encontradas. A pesar de estas limitaciones, el nivel de
confianza y probabilidad exigido en el analisis estadistico hacen que
los resultados de la investigacion sean concluyentes.

Nuestro trabajo es el primero que ha aplicado la proteémica
para el estudio de enfermos adultos con SAHS. AdGn con las
limitaciones previamente comentadas, el presente estudio de-
muestra que, respecto a los sujetos sin SAHS, los pacientes en
distintos estadios de enfermedad muestran cambios significativos
en la expresién proteica. Este hallazgo es muy interesante, pues
permitird identificar marcadores biol6gicos ftiles para el
diagnostico y para conocer mejor algunos mecanismos fisiopato-
l6gicos involucrados en el SAHS.
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