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1. INTRODUCCION
1.1. APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO

1.1.1. Definicion

La apnea obstructiva del suefio (AOS) se define como un cuadro de somnolencia excesiva y
trastornos cognitivo-conductuales, respiratorios, cardiacos, metabdlicos o inflamatorios,
secundarios a episodios repetidos de obstruccion de la via aérea superior durante el suefio
(1). Desde un punto de vista clinico, la normativa de la Sociedad Espafiola de Patologia del
Aparato Respiratorio (SEPAR) de 2010 (2) define la AOS como la presencia de un indice de
apneas e hipopneas (IAH) o un indice de alteraciéon respiratoria (IAR) mayor de 5,
acompafiado de excesiva somnolencia diurna (ESD) y dos o mas de las siguientes
manifestaciones: episodios repetidos de asfixia nocturna, sensacion de falta de suefio
reparador, dificultad para concentrarse, despertares frecuentes durante el suefio o cansancio

y fatiga durante el dia.

1.1.2. Epidemiologia

La prevalencia de la AOS varia segtin el estudio que se revise, pero se admite que afecta a
entre el 3 % y el 4 % de los varones y el 2 % de las mujeres (3). La presencia de apneas en la
poblacion general, mas alla de la existencia de una AOS, oscila entre el 9 % y el 25 %, afecta
tanto a hombres como a mujetres y aumenta con la edad. La relacién hombre/mujer es de 2-

3/1y tiende a igualarse a partir de la menopausia.

La prevalencia de obesidad en pacientes con AOS se estima entre el 50 % y el 70 % de dichos
pacientes, pero la prevalencia de AOS en pacientes obesos se sitia por encima del 40 %, y
puede ser de hasta el 90 % en pacientes muy obesos (4). Cuando no es tratada, esta
enfermedad implica un importante consumo de recursos sanitarios, que llega a duplicarse en

comparacion con el de los sujetos diagnosticados y tratados (5).

1.1.3. Comorbilidades asociadas a la apnea obstructiva del suefio

La AOS se asocia a complicaciones a corto plazo sobre la vida de los pacientes. Debido a la
ESD, aumenta hasta 7 veces el riesgo de padecer un accidente de trafico, tanto en
conductores profesionales como en no profesionales, con una odds ratio de 5,9 en aquellos
conun IAH > 15y de hasta 7 en aquellos con un IAH > 20 respecto a los pacientes sin AOS
(IAH <5) (6).
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Las complicaciones a medio y largo plazo se derivan del papel que juega como factor de
riesgo cardiovascular independiente del sexo, la edad o la raza del paciente (7). En estudios
observacionales, la AOS ha demostrado que se asocia de forma independiente con un mayor
riesgo de desarrollar hipertension arterial (HTA) (8), diabetes mellitus (DM) (9) y dislipemia
(DLP) (10). Por otra parte, los pacientes con AOS no tratados muestran un mayor riesgo de
eventos mortales y no mortales de ictus, infarto de miocardio y arritmias cardiacas (11).
Finalmente, se ha demostrado un aumento de la mortalidad cardiovascular y total por
cualquier causa en series observacionales estadounidenses (3), australianas (5) y espafolas
(12, 13). El exceso de mortalidad parece circunscribirse a pacientes con un IAH > 30,

independientemente de otras variables de riesgo cardiovascular (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de eventos cardiovasculares mortales y no mortales en pacientes con y sin apnea obstructiva
del suefio e impacto del tratamiento con presidn positiva continua en la via aérea

CVS: cardiovascular; OSAH obstructive sleep apnea hypopnea; CPAP continous positive airway pressure. Recuperado
de Marin et al. (12).

Los efectos cardiovasculares no son los unicos temibles a largo plazo. Se ha demostrado que
la gravedad de la AOS se relaciona de igual forma con el desarrollo de neoplasias con un
peor pronostico. Pero los estudios que demuestran esta relacién son retrospectivos y

presentan importantes limitaciones, ya que no controlan distintos factores confusores (14).
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1.1.4. Fisiopatologia de la apnea obstructiva del suefio

Los pacientes con AOS sufren multiples episodios nocturnos de obstrucciéon parcial
(hipopnea) o total (apnea) de la via aérea superior. Dicha obstruccién ocurre en el tercio
entre la orofaringe y la hipofaringe por la caida de la base de la lengua. Es un mecanismo
multifactorial en el que se han descrito componentes anatémicos, musculares y neurolégicos
(15). Como consecuencia de esa obstruccion hay un cese o reduccién en la ventilacion

pulmonar que da lugar a una hipoxemia/hipercapnia y produce un despertar.

Un fenémeno, sin duda fundamental, es la estimulacion hipoxica de quimiorreceptores
periféricos y el estimulo de mecanorreceptores toracicos. Estos estimulos aferentes activan
la corteza cerebral y los centros cardiorrespiratorios y se induce una descarga simpatica que
aumenta la tension de la musculatura de la via aérea superior, la secreciéon de catecolaminas
y el nivel de alerta cortical. Este fenémeno se denomina arousal o microdespertar. De esta
forma, se modifica la fase del suefio hacia un mayor nivel de actividad eléctrica cerebral
(suefio mas superficial) y de tono simpatico general. La consecuencia inmediata del arousal es
un incremento en el tono muscular de la via aérea superior que permite la restauracion del
flujo aéreo y la normalizacion de la ventilaciéon pulmonar con la consiguiente reoxigenacion
(15). Los fenémenos de desoxigenacion y reoxigenacion repetitivos asociados a las apneas se

conocen como hipoxia crénica intermitente (HCI).

Otra de las alteraciones asociadas a los fenémenos apneicos son la hipercapnia, la
vasoconstriccion arterial pulmonar y los cambios en la presion intratoracica. Estos cambios
se traducen de forma inmediata en la elevacion de la presion arterial pulmonar y sistémica, el
aumento de la presién transmural ventricular, la secrecién inapropiada de propéptido

natriurético tipo B (pro-BNP) y un bajo gasto cardiaco (

Figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia cardiovascular de la apnea obstructiva del suefio

SAHS Sindrome de apnea hipopnea del suefio. CV cardiovascular. Adaptado de Teran Santos et al. (16).

La HCI y la fragmentacion y la pérdida de suefio disparan la produccién de mediadores
inflamatorios (17, 18). Se ha postulado que la liberacién de esos mediadores es la responsable
de los efectos cardiovasculares y metabodlicos deletéreos a medio y largo plazo. Estos
mediadores desencadenan una respuesta inmunitaria celular con activacién de monocitos,
neutrofilos y plaquetas (19, 20). Del mismo modo, se produce una diferenciacion de
linfocitos T hacia un fenotipo proinflamatorio con un aumento de la ratio entre linfocitos T
colaboradores de tipo 1 (Twl) y 2 (T42) (21). El exceso de actividad de Til promueve la
actividad de los monocitos y las moléculas de adhesion endotelial, lo que da lugar a la
disfunciéon endotelial. Es el primer paso en el desarrollo de aterosclerosis y podria, en
pacientes con AOS grave, desencadenar un fenémeno de aterosclerosis subclinica sin

necesidad de otros cofactores de riesgo cardiovascular.

La evidencia disponible apunta a la AOS como factor de riesgo independiente para
aterosclerosis. Recientes estudios lo sefialan como mediador en el dafio endotelial y la elevada
produccién de mediadores inflamatorios en pacientes obesos, ademas de indicar que estas
alteraciones se revierten con un correcto tratamiento de la AOS (22-24). Por otro lado, en
modelos animales de HCI, se ha demostrado que los episodios repetidos de desoxigenacion
y reoxigenacion aumentan la actividad simpatica, la liberacién de catecolaminas, la presion
arterial, la disfunciéon hepatica, el déficit en los procesos de aprendizaje y el dafio en las
neuronas corticales y del hipocampo (25). La HCI activa la transcripcion del factor nuclear
#xB (NF-»«B) desde el citoplasma hasta el nicleo celular, donde es capaz de activar genes

proinflamatorios (19) y aumentar la actividad del factor inducible por hipoxia tipo 1o (HIF-
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1o) (206). La activacion del HIF-1a desencadena la liberacién de multitud de hormonas (como
la eritropoyetina), incrementa la liberacién de catecolaminas y aumenta la presion arterial y
la concentracion de triglicéridos (26). La HCI también desencadena la liberacion de radicales
libres de oxigeno (27), como ocurre en los episodios de reperfusion de los eventos
isquémicos (28). Una sefal clara de estimulacion del NF-»B es la elevacion en plasma de las
citocinas proinflamatorias, como la intetleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a), y moléculas de adhesion, como la molécula de adhesion intracelular tipo 1 ICAM-
1) (29, 30).

La fragmentacién del suefio parece jugar un papel adicional que explica parcialmente la
inflamacion sistémica en el AOS. Diversos estudios han demostrado su relacién con un
incremento de la actividad simpatica, la presion arterial, la liberacion de cortisol y lipidos, la
ganancia de peso y la resistencia a la insulina (31-34), asi como el aumento de citocinas
inflamatorias, como la IL-6, el TNF-« (18) y la proteina C-reactiva (PCR) (17). En resumen,
el incremento de la actividad simpatica y de la respuesta inflamatoria son consecuencias tanto
de la HCI como de la fragmentacién del suefio, mientras que el estrés oxidativo es

consecuencia en exclusiva de la HCI.

1.1.5. Manifestaciones clinicas de la apnea obstructiva del suefio

Como en otras ramas de la medicina, el proceso diagnostico nace de una sospecha clinica.
En el caso de la AOS, 1a sospecha clinica suele aparecer por la presencia de tres sintomas que
forman ya una trfada clasica: roncopatia, pausas de apnea nocturna e hipersomnia diurna (2).
Estos sintomas aparecen en la mayoria de los pacientes, pero no son los tnicos, ya que se

pueden presentar otros sintomas, tanto diurnos como nocturnos (Tabla 1).

Tabla 1. Sintomatologia de la apnea obstructiva del suefio

SINTOMAS NOCTURNOS SINTOMAS DIURNOS
Ronquidos Excesiva somnolencia diurna
Apneas observadas Sensacion de suefio no reparador
Episodios asficticos Cansancio crénico
Movimientos anormales Cefalea matutina

Diaforesis Irritabilidad

Despertares frecuentes Apatia

Nicturia Depresién

Pesadillas Dificultades de concentracién
Suefio agitado Pérdida de memoria
Insomnio Disminucion de la libido
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La ESD plantea un problema diagnéstico, ya que, como todo sintoma, resulta subjetiva y,
por tanto, es dificil de cuantificar. La American Academy of Sleep Medicine (AASM) define
esta hipersomnolencia diurna como «una necesidad imperiosa de dormir o por la presencia
de periodos de suefio durante el dia» (35). Se han validado distintos cuestionarios (36, 37),
aunque el mas utilizado es la escala de somnolencia de Epworth (38). En la tltima gufa de la
AASM (39), se revisan los estudios sobre los distintos cuestionarios existentes hasta la fecha
y se establece la recomendacioén sobre su uso. De las recomendaciones de esa gufa se extrae
que el uso de cualquier cuestionario debe ir acompanado siempre de una prueba que objetive
las apneas; y que, pese a existir algunas diferencias entre los distintos cuestionarios, no hay

ninguno que identifique inequivocamente a pacientes con y sin AOS (39).

1.1.6. Diagndstico de la apnea obstructiva del suefio

Una vez establecida la sospecha clinica, se deben objetivar las apneas mediante un registro
nocturno. Para ello se han desarrollado distintos tipos de poligrafos de mayor o menor
complejidad en funcién de las variables que analizan. .a AASM los clasifica en cuatro tipos
atendiendo a los parametros neurofisiolégicos y cardiorrespiratorios, los movimientos
musculares, la posicién corporal, la necesidad de un técnico que supervise el desarrollo de la
prueba durante la noche y la posibilidad de intervenir durante la noche (40). De esta forma,

los tipos de estudios se clasifican de 1 a 4, con el grupo 1 como el de mayor complejidad.

El método diagnostico establecido como go/d standard es la polisomnografia (PSG) (2, 39, 41).
En ella se registran la actividad eléctrica cerebral y parametros cardiorrespiratorios y se
identifica los eventos respiratorios, asi como su repercusiéon cardiorrespiratoria y
neurofisioldgica, lo que permite evaluar la calidad del suefio (Figura 3). La PSG puede
realizarse en el domicilio (PSG no vigilada) o en el ambito hospitalario (PSG vigilada). El
registro debe ser nocturno o en el horario habitual de suefio del paciente, durante un minimo

de 6 horas que incluyan al menos 180 minutos de suefio.
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Figura 3. Ejemplo de estudio polisomnografico completo

El registro de los parametros cardiacos y respiratorios incluye la saturacién de oxigeno
(SatOy) por pulsioximetria, el registro del esfuerzo respiratorio mediante bandas
toracoabdominales y la medida del flujo nasobucal por neumotacégrafo o termistores. El
termistor es un excelente detector de apneas, pero no es un buen sistema para la deteccion
de hipopneas (36). Otro sistema de determinacion semicuantitativo son las canulas nasales
conectadas a un transductor de presion y a un amplificador. LLa combinacién de las canulas
nasales y el termistor son el mejor método para detectar las apneas. En 1997 se demostro
que la supresion de las variables neurofisiol6gicas no cambiaba sensiblemente el diagnostico

(42), lo que abria las puertas a la simplificacién del diagnéstico.

Para el diagnostico de la mayor parte de los pacientes con sospecha de AOS se utilizan
estudios simplificados clasificados en el nivel 3 de la AASM, en particular la poligrafia
respiratoria (PR) (Figura 4). Estos estudios pueden realizarse en medio hospitalario o a
domicilio. El uso de estos estudios domiciliarios ha sido aceptado y recomendado para
individuos con una probabilidad pretest elevada de padecer AOS (2, 39). El uso de sistemas
supersimplificados (monitores del tipo 4 en la clasificacion de la AASM) no ha sido validado
para el diagnoéstico; sin embargo, existen estudios que sugieren que dichos monitores podrian
tener un papel en el sereening (43, 44). En aquellos casos en los que se sospechen otros

trastornos del suefio asociados, se debera realizar una PSG.
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Figura 4. Captura de pantalla de un estudio con dispositivo de poligrafia respiratoria domiciliaria de Apnea Link®

A. Linea de flujo: en rosa se sefialan los episodios de apnea de tipo obstructivo. B. Linea de ronquido. C. Linea de
esfuerzo toracico. D. Linea de frecuencia cardiaca. E. Linea de saturacion de oxigeno: en azul se marcan las caidas
superiores al 3%.

Se considera que puede existir una AOS cuando el IAH es superior a 5. Este hallazgo debe
ir acompafiado de otra sintomatologia, y en ese acaso hablamos de un sindrome de apnea-
hipopnea del suefio (SAHS). El criterio del IAH puede ser sustituido por el IAR. Para ello,
el dispositivo de analisis del suefio debe ser capaz de identificar los esfuerzos respiratorios
asociados a microdespertares. Estos esfuerzos se identifican mediante PSG y la medicién de
la presion esofagica, y se definen como un incremento en esta ultima que finaliza con un
microdespertar. Otro método, mas rudimentario, accesible y cémodo para el paciente,
consiste en identificar la atenuacién transitoria de la sefal del flujo oronasal o el esfuerzo
toracoabdominal acompafado de un microdespertar (2). Segun las recomendaciones de la
SEPAR el diagnéstico requiere de la presencia de un IAH o IAR superior a 5 y una clinica

acompafiante (Figura 5).

1.1.7. Tratamiento de la apnea obstructiva del suefio

El componente multifactorial que desencadena la obstruccion hace que el tratamiento
etiologico sea, en muchas ocasiones, dificil de alcanzar (15). El objetivo del tratamiento es
liberar la via aérea de las obstrucciones repetidas que ocurren durante la noche, manteniendo

una correcta ventilaciéon pulmonar durante el suefio.
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1. IAR > 5 asociado a uno de los sigulentes sintomas

A. Excesiva Somnolencia Diurna (ESD) no
explicada por otras causas.

B. Dos o mds de los siguientes.

Definicion de B1. Asfixias repetidas durante el
SAHS suefo.
SAHS =1+ (A

B2. Despertares recurrentes
6 B) durante el suefio.

B3. Percepcion del suefio como no
reparador.

B4. Cansancio y/o fatiga durante

el dia.

B5. Dificultades de concentracién.

Figura 5. Diagnostico del sindrome de apnea-hipopnea del suefio (SAHS) segun la Sociedad Espafiola de Patologia
del Aparato Respiratorio (SEPAR)

IAR: indice de alteracion respiratoria. Adaptado de Lloberes et al. (2).

Hasta la década de los ochenta del siglo pasado el tratamiento se reducia a la pérdida de peso
junto con la administracion de oxigeno a dosis bajas o, incluso, al uso de progestagenos con
el objetivo de desencadenar una hiperventilacion (45). En los casos mas graves se realizaba
una traqueotomia, lo que mejoraba significativamente la sintomatologfa y los parametros
hemodinamicos y gasométricos (46, 47). En los casos en los que se observaba que el origen

era un trastorno anatémico (como una hipertrofia amigdalar) también se corregia con cirugia.

Los «padres» del tratamiento de la AOS con dispositivos de presion positiva continua en la
via aérea (CPAP, del inglés continons positive airway pressure) fueron Christian Guilleminault y
Collin Sullivan. En el ano 1981, Sullivan da un gran empujén en el tratamiento de la AOS al
tratarla por primera vez con esa terapia (48). Para su aplicacion se basé en la descripcion
fisiopatologica que Guilleminault realizé de la apnea (49). De este modo, planteo la hipotesis
de que al aplicar presion positiva a través de la nariz se desplazaria el paladar blando y la base
de la lengua de la pared posterior de la orofaringe, evitando asi su colapso (48). En ese
estudio, Sullivan e a/. aplican presién positiva a 5 pacientes con AOS grave. Los resultados
fueron excelentes y se consiguié una mejora inmediata y sostenida de la saturaciéon de oxigeno

durante toda la noche. También se observé una normalizacion de la actividad eléctrica
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cerebral, con un aumento considerable de las fases de suefo profundo no REM. El

tratamiento con presion positiva corrige la apnea, pero no erradica la causa.

A finales de esa década se publica el primer ensayo clinico que demuestra la superioridad de
la CPAP frente a placebo (50). A dia de hoy, la CPAP se considera el tratamiento de primera
linea y es el mas utilizado, ya que consigue resultados inmediatos en la prevencion de las
apneas y de todos sus efectos asociados (Figura 6). Sin embargo, la CPAP también tiene sus
sombras, ya que presenta una alta tasa de incumplimiento, que se ha cifrado en torno al 20-
30 % (51).

\-\
L /l
"/"‘ ALY 7

@z} »
¥ ';;

Apnea del Suefio Tratamiento con CPAP

Figura 6. Tratamiento con presién positiva continua en la via aérea (CPAP)

VAS: via aérea superior.

El efecto de la CPAP sobre la mortalidad en pacientes con AOS es controvertido. Por un
lado, los estudios observacionales, incluido el de nuestro grupo, indican que la CPAP reduce
la incidencia de eventos cardiovasculares mortales y no mortales (5, 11, 12). Por otro lado, el
estudio SAVE, un ensayo internacional, multicéntrico y aleatorizado de CPAP frente a
placebo, realizado con pacientes con antecedentes de enfermedad cardiovascular previa, fue
negativo (52). Este estudio, sin embargo, incluyé preferentemente pacientes chinos, con
AOS leve, escasa sintomatologia diurna, escaso seguimiento (media de 3 afios) y escaso

cumplimiento (2,7 horas de CPAP/noche).

1.2. OBESIDAD

1.2.1. Definicion

La obesidad es una patologia cronica multifactorial que se produce por un exceso de grasa
corporal y resulta de la interacciéon de causas ambientales con el genotipo individual. El

método mas aceptado para medir la obesidad es el indice de masa corporal IMC), que resulta
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del cociente del peso en kilogramos y el cuadrado de la altura en metros. Dicho indice ha
demostrado una correlaciéon aceptable con el porcentaje de grasa corporal (53), si bien
presenta ciertas limitaciones, como es la sobreestimacién en el caso de deportistas o la
infravaloracion en las personas con bajo porcentaje de masa muscular, como es el caso de
los ancianos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (22, 54) ha establecido los

conocidos puntos de corte para definir y graduar la obesidad (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de clasificacién de la obesidad en funcién del indice de masa corporal (IMC) segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y segln la Sociedad Espafiola para el estudio de la Obesidad (SEEDO)

Clasificacion segin OMS  IMC (kg/m?) Clasificacion segin SEEDO IMC (kg/m?)
- - Peso insuficiente <18,5
Normopeso 18,5-24,9 Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9 Sobrepeso grado | 25-26,9
Obesidad grado 1 30-34,9 Sobrepeso grado Il 27-29,9
Obesidad grado 2 35-39,9 Obesidad tipo 1 30-34,9
Obesidad grado 3 >40 Obesidad tipo 2 35-39,9

- - Obesidad tipo 3 (modrbida) 40-44,9

- - Obesidad tipo 4 (extrema) >45

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; SEEDO: Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad.

1.2.2. Epidemiologia

LLa obesidad esta considerada a dfa de hoy como una epidemia mundial por las dimensiones
adquiridas y su impacto sobre la morbimortalidad, la calidad de vida y el gasto sanitario (55,
56). Segun los datos de la ultima Encuesta Nacional de Salud en Espafia (ENSE), del afio
2017 (57), mas de la mitad (54,5 %) de los adultos tiene exceso de peso (sobrepeso y
obesidad). Segun informacién de la ENSE 2017, «la obesidad es mas frecuente en hombres
(18,2 %) que en mujeres (16,7 %) [...] y su prevalencia en adultos se ha multiplicado por 2,4
pasando del 7,4 % en 1987 al 17,4 % en este ENSE». La diferencia por sexo en adultos es a
expensas de los hombres menores de 65 afos, ya que las mujeres superan a los hombres a
partir de esa edad. El sobrepeso, al igual que la obesidad, es mas frecuente en hombres, pero
la diferencia es mucho mayor (44,3 % en los hombres frente a 30 % en las mujeres) y se

mantiene en todos los grupos de edad (Figura 7).
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Obesidad y sobrepeso adultos 1987-2017
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Figura 7. Evolucion de la obesidad y el sobrepeso entre 1987 y 2017. Obtenido de ENSE 2017 (57).

1.2.3. Comorbilidades asociadas a la obesidad

El sobrepeso y la obesidad se asocian con un aumento de la morbilidad y la mortalidad del
individuo que la padece. Las complicaciones mas importantes son la DM, la HT'A, la DLP,
la hiperuricemia y el sindrome metabélico o sindrome X (Figura 8) (58). El incremento del
riesgo esta determinado por un incremento del IMC y del perimetro del abdomen por encima

de 102 cm en el caso de los hombres y de 88 cm en el caso de las mujeres.

Asi pues, la pérdida de peso corporal es una indicaciéon para todas aquellas personas con
IMC > 30 kg/m®, o bien en aquellas que presenten un IMC > 25 kg/m* o un perimetro
abdominal elevado (>102 cm en los hombres, >88 cm en las mujeres) y que ademas
presenten mas de dos factores de riesgo cardiovascular (53). El tratamiento basico para
conseguir la pérdida de peso consiste en la reduccion en la ingesta calérica, un aumento en
el consumo energético y terapia conductual. Sin embargo, el problema de este tipo de
tratamiento son sus resultados a largo plazo, ya que en muchas ocasiones no se logra

mantener la pérdida de peso (59).

La obesidad debe ser considerada como una enfermedad crénica. Se han buscado soluciones
alternativas o complementarias a la pérdida de peso convencional. La cirugfa bariatrica (CB)

es el método no convencional que mejores resultados ha presentado en el tratamiento a largo
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plazo de la obesidad y en la correcciéon de las complicaciones metabdlicas dependientes de
ella. La CB se plantea, fundamentalmente, en todos aquellos pacientes con IMC > 40 kg/m’
o bien en aquellos con IMC > 35 kg/m” con comorbilidades graves, siempre que se haya
intentado la pérdida de peso por otros medios sin resultados satisfactorios.
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Figura 8. Esquema de la fisiopatologia de la obesidad y sus comorbilidades
Recuperado de Heymsfield et al. (58).
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1.2.4. Fisiopatologia de la obesidad

La obesidad es un proceso multifactorial que se podria resumir en un desequilibrio entre la
ingesta y el consumo de energfa. En el primer mundo, factores como la sobrealimentacion,

la comida rapida y el sedentarismo motivan la epidemia de obesidad previamente descrita.

Los pacientes obesos sufren un estado crénico de inflamaciéon de bajo nivel (low fevel
inflammation) que condiciona el desarrollo de una resistencia aumentada a la insulina y mayor
riesgo de DM tipo 2. Gregor y Hotamisligil (60) han denominado esta inflamacion especifica
como metainflamacion. L.os mecanismos que originan esta inflamacién no se conocen bien. El
aumento en la resistencia a la acciéon de la insulina es algo comun a multiples entidades
nosologicas de caracter inflamatorio, como son las infecciones, la artritis reumatoide, la
hepatitis B o la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (61-63). Los
mecanismos que desencadenan esta metainflamaciéon son multiples y se ha demostrado su

origen a distintos niveles.

Como todo proceso inflamatorio, debe existir un agente causal que lo desencadene. En el
caso de personas obesas, el origen se encuentra en la sobrecarga de nutrientes ingeridos y a
la que su organismo debe hacer frente. Los adipocitos son las células que inician y perpetian
esta respuesta inflamatoria. La via intracelular de las cinasas en los adipocitos parece ser la
principal efectora de esta respuesta inflamatoria. Ante la sobrecarga de nutrientes se produce
una activacion de estas cinasas intracelulares en los adipocitos y los hepatocitos, que da lugar
ala liberacion de citocinas proinflamatorias. Esas cinasas son la ¢-Jun N-terminal kinasa (JNK),
% kinasa inhibitor (KKI) y, mas recientemente, la proteina-cinasa R (PKR). La principal
citocina proinflamatoria que participa en la metainflamacion es el TNF-a, (64). Otras
citocinas cuya participacion se ha descrito son las interleucinas 18 y 6, proteina quimiotactiva
para los monocitos 1 (MPC 1)... (65, 66).

El sistema inmunitario también juega un papel importante en el desarrollo y el
mantenimiento de la metainflamacién. Las principales células involucradas son los
macréfagos (60), los mastocitos y los linfocitos T natural killer (67, 68), aunque las células
protagonistas de esta metainflamacion son los macréfagos, ya que representan mas del 40 %
de las células del estroma del tejido adiposo (69). Estas células crean un ambiente
proinflamatorio en el tejido adiposo de los individuos obesos, si bien el mecanismo no esta

bien explicado.

Como ocurre con muchas de las caracteristicas de esta metainflamacién, su cronicidad

tampoco ha podido estudiarse de manera satisfactoria. Parece logico pensar que el caracter

38| Pagina



1. INTRODUCCION

crénico venga de la sobrecarga caldrica mantenida en el tiempo. Sin embargo, el papel de los
macréfagos parece crucial en el desarrollo de este proceso inflamatorio y en su
mantenimiento. Se ha apuntado que existe un incremento en la expresiéon de genes
proinflamatorios de los macréfagos a medida que la masa grasa aumenta (70), un incremento
que se relaciona con el aumento en la resistencia a la insulina (71). El estado inflamatorio es
una de las hipdtesis mas plausibles que explican el exceso de riesgo cardiovascular,

especialmente por aterosclerosis acelerada, que padecen los sujetos obesos.

Dado que un alto porcentaje de pacientes con AOS padecen simultaneamente obesidad, es
dificil establecer el papel de ambos procesos (obesidad y AOS) de forma independiente en
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, también es posible que ambas
entidades se potencien y contribuyan a desarrollar un estado de «hiperinflamacion sistémicax»
que situe al paciente que la padezca en un extremo riesgo cardiovascular. La investigacion de
base clinica deberfa aclarar cuiles son los mecanismos intermedios que explican las

complicaciones cardiovasculares del AOS sin y con obesidad.

1.2.5. Tratamiento de la obesidad

El origen de la obesidad radica en un desequilibrio entre la ingesta calérica y el consumo
energético. Por tanto, el tratamiento consistira en corregir dicho desequilibrio, bien

aumentando el gasto energético o bien reduciendo la ingesta.

Aumentar el gasto energético consiste basicamente en una modificacién del estilo de vida
incluyendo una mayor actividad fisica en el quehacer diario de cada paciente. Para ello, la
Sociedad Espafiola para el Estudio de 1a Obesidad (SEEDO) recomienda un «minimo de 30
minutos de ejercicio de intensidad moderada o alta, 5 0 mas dfas a la semana [...] y limitar la
inactividad fisica» (72). Sin embargo, la reduccién de la ingesta calérica puede lograrse por

dos vias: el tratamiento médico no quirargico y el tratamiento quirdrgico.

1.2.5.1. Tratamiento médico no quirurgico

El objetivo de esta terapia se centra en reducir la ingesta caldrica mediante la dieta y la mejora
de la calidad nutricional de esta. Ademas de los consejos administrados por el médico se debe
realizar una terapia cognitivo-conductual y, en casos seleccionados, se pueden administrar
farmacos anorexizantes. Segun la guia europea sobre el manejo de la obesidad, el tratamiento
farmacolégico se recomienda para pacientes con IMC > 30 kg/m?* o bien IMC > 27 kg/m*
con al menos una enfermedad asociada a la obesidad (DM tipo 2, HTA, SAHS...) (73). Los
farmacos aprobados para el uso en el tratamiento de la obesidad se utilizan como

coadyuvantes.
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En los dltimos afios se ha desarrollado un nuevo abordaje intervencionista no quirdrgico de
la obesidad: las técnicas endoscopicas. Estas técnicas persiguen objetivos similares a los
conseguidos con la cirugia, pero sin sus efectos negativos. Los procedimientos endoscopicos
comparten objetivos comunes con las técnicas quirdrgicas: aumentar la saciedad mediante la
reducciéon del tamafo del estomago o inducir una malabsorcién de los nutrientes
administrados o bien el uso de técnicas mixtas. Pese a que las opciones endoscopicas son
bien conocidas y presentan excelentes resultados a corto plazo, no se consideran en ninguna

de las guias y documentos de consenso consultados (72-74).

1.2.5.2. Tratamiento quirurgico de la obesidad

La Real Academia de la Lengua Espafiola define baridtrico como relativo al peso corporal.
Etimoldgicamente, procede del griego BapVc barys, pesado, y -iatria e —ico, relativo al

tratamiento médico (75).

La pérdida de peso secundaria a grandes resecciones del intestino delgado ya se conocia en
el siglo XIX. Generalmente, esas intervenciones se llevaban a cabo por otros motivos y el
efecto sobre la pérdida de peso era interpretado como un efecto secundario de la cirugia (76).
La CB nace en la segunda mitad del siglo pasado tras los estudios en animales llevados a cabo
por Kremen e al. (77). Estos cirujanos son los primeros que plantean la resecciéon del
intestino delgado como terapia para reducir la absorcién de nutrientes y, de este modo,

conseguir una pérdida de peso.

La CB es una técnica quirurgica para el tratamiento de una enfermedad endocrino-metabdlica
que hace necesaria la redaccion de documentos de consenso entre las sociedades de cirujanos
(Sociedad Espafiola de Cirugfa de la Obesidad, SECO) y endocrinélogos (SEEDO). En uno
de estos documentos de consenso se define la técnica quirdrgica ideal como segura, util (al
menos en el 75 % de los intervenidos), duradera, reproducible, reversible fisiolégicamente y

con escasas secuelas (78).

Las indicaciones de la CB siguen vigentes desde el afio 1991 y se plantea basicamente a los
pacientes de entre 18 y 60 afios con IMC > 40 kg/m? o bien aquellos con IMC > 35 kg/m”
con comorbilidades graves (79, 80) (Tabla 3). Hoy en dia se ha descrito una variante de esta
cirugfa de la obesidad, denominada cirugia metabodlica, y que no deja de ser una nueva

indicacién quirdrgica para individuos con IMC de 30-35 kg/m” (81, 82).
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Tabla 3. Criterios de seleccién de pacientes con obesidad mérbida para cirugia bariatrica

SELECCION DE CANDIDATOS A CIRUGIA BARIATRICA

Edad: 18-55 afios

IMC > 40 kg/m? o IMC > 35 kg/m? con comorbilidades mayores asociadas, susceptibles de mejorar tras la pérdida
ponderal

Tiempo evolucién de la obesidad mérbida superior a 5 afios
Fracasos continuados a tratamientos conservadores debidamente supervisados
Ausencia de trastornos endocrinos que sean causa de obesidad mérbida

Estabilidad psicoldgica
e Ausencia de abuso de alcohol o drogas

e Ausencia de alteraciones psiquiatricas mayores, deterioro cognitivo y trastornos del comportamiento
alimentario

Capacidad para comprender los mecanismos por los que se pierde peso con la cirugia y entender que no siempre se
alcanzan buenos resultados

Comprender que el objetivo de la cirugia no es alcanzar el peso ideal
Compromiso de adhesion a las normas de seguimiento tras la cirugia
Consentimiento informado después de haber recibido toda la informacién necesaria (oral y escrita)

Las mujeres en edad fértil deberian evitar la gestacién al menos durante el primer afio postcirugia

IMC: indice de masa corporal. Adaptada de Rubio et al. (78)

Se han descrito diferentes opciones quirurgicas para lograr el objetivo de la pérdida de peso.
Esas técnicas pueden dividirse en tres grandes grupos atendiendo a su mecanismo de accion

(Figura 9).

Técnicas Técnicas

Técnicas
restrictivas mixtas

malabsortivas

Derivacién | | Gastroplastia | | Derivacion
yeyunocolica vertical anillada gastrica
Derivacion f Derivacién
. =1 Banda gastrica = T ro
yeyunoileal biliopancreatica
Gastrectomia
— Cruce duodenal — —{ Cruce duodenal

lineal o tubular

Figura 9. Tipos de técnicas quirurgicas en cirugia bariatrica
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TECNICAS MALABSORTIVAS

Como su propio nombre indica, con las técnicas malabsortivas se busca reducir la capacidad
de absorcién de los nutrientes por el intestino mediante un cruce de este, reduciendo de esta
forma el transito del bolo alimenticio al evitar el paso por gran parte del intestino delgado.
Estas  técnicas se han  abandonado en la  actualidad. En la A

B.

Figura 10 se muestran dos ejemplos esquematicos de este tipo de técnicas.

A. B.

Figura 10. Técnicas malabsortivas

Recuperado del Atlas de la International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders (IFSO) (83),
cortesia del Dr. Fernando Trebollé. A. Cruce duodenal: Técnica malabsortiva en la que se realiza un estdmago vertical
extirpando la curvadura mayor y una derivacién intestinal con un asa ileal anastomosada al duodeno y una anastomosis
a pie de asa. B. SDI: Técnica similar al cruce duodenal ideada como segundo tiempo quirtrgico de la gastrectomia
vertical para asociar el componente malabsortivo, con un asa Unica en omega anastomosada al duodeno.

TECNICAS RESTRICTIVAS

Son las mas sencillas de realizar y en ellas el estbmago es el objeto de la intervencion. Buscan
reducir su capacidad, restringiendo de esta manera el transito de los alimentos. En la Figura

11 se muestran dos ejemplos de estas técnicas.
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Figura 11. Técnicas mixtas

Recuperado de IFSO (83), cortesia del Dr. Fernando Trebollé. A. Derivacion gastrica en Y de Roux: Técnica mixta con
importante componente restrictivo en la que se realiza un reservorio gastrico de pequefio tamafio desconectado de la
curvadura mayor gastrica (sin realizacion de gastrectomia), y una derivacion intestinal con un asa biliopancreatica y un
asa alimentaria anastomosadas en Y de Roux. B. Miniderivacion gastrica: Técnica mixta con el mismo fundamento que
la derivacion gastrica en Y de Roux, con un reservorio algo mas largo, y una Unica anastomosis gastroyeyunal.

TECNICAS MIXTAS

Son técnicas basicamente malabsortivas que asocian una reduccién del tamafio del estémago.
Son las mejor toleradas y utilizadas, ya que presentan menor tasa de complicaciones. En la

Figura 12 se muestran dos ejemplos de estas técnicas.

A. B.

Figura 12. Técnicas restrictivas

Recuperado de IFSO (83), cortesia del Dr. Fernando Trebollé. A. Banda gastrica ajustable: Técnica restrictiva consistente
en la colocacion de una anilla al nivel del cardias conectada a un reservorio subcutaneo que regula el nivel de
restriccion. B. Gastrectomia vertical: Técnica restrictiva en la que se secciona la curvadura mayor géstrica y se grapa el
estémago de forma vertical sobre una sonda de Foucher.

Hoy en dia, segtn el dltimo consenso de la SEEDO y la SECO, el abordaje de estas técnicas

deberfa hacerse siempre por laparoscopia (84). Las caracteristicas de las distintas técnicas
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hacen que para su eleccion se deban tener en cuenta distintos factores, como el IMC, la edad,
el patrén alimentario, la clasificacién de la American Society of Anesthesiologists (ASA) de
riesgo quirargico y la presencia y el tipo de comorbilidades (85). Las técnicas mas indicadas
son las restrictivas y las mixtas, mientras que las malabsortivas puras se han restringido

Ginicamente para pacientes muy obesos con IMC > 60 kg/m™

La pérdida de peso varfa en funcién de la técnica utilizada y oscila entre el 43,5 % de la banda
gastrica hasta el 70 % de las técnicas mixtas (86). Los resultados de la CB a muy largo plazo,
en comparacion con las opciones no quirurgicas, son los mas satisfactorios. Recientemente
se ha revisado el estado de salud de un grupo de pacientes intervenido en Estados Unidos
en el ano 2000 y se ha demostrado que la derivacion gastrica en Y de Roux consigue una
mayor pérdida de peso, mantenida en el tiempo y con una clara mejora en la incidencia de
complicaciones en comparacioén con aquellos pacientes no sometidos a técnicas quirdrgicas

(87).

La CB es un procedimiento seguro, con una mortalidad en torno al 0,3 % (85, 88). Segun el
Registro Informatizado de Cirugfa Bariatrica (RICIBA) de nuestro pais, la tasa de
complicaciones, mayores y menores, se situa en el 10,6 %; dentro de las complicaciones
mayores, la mas frecuente fue la fuga de la anastomosis (2,3 %) y el sangrado gastrointestinal
(1,8 %); la complicacion menor mas frecuente fue la infeccién de la herida quirdrgica (2,3 %)

(85).

Los efectos de la pérdida de peso producto de la CB suponen una mejora en las distintas
comorbilidades asociadas a la obesidad. Lo mismo ocurre con el AOS, y en un metaanalisis
en el que se comparaban la influencia de la pérdida de peso mediante CB y la terapia médica,
se demostré que en el caso de la obesidad moérbida (OM) la pérdida de peso secundaria a la

CB ofrecia resultados mas satisfactorios (89).

1.3. COMUNICACION INTERCELULAR

La comunicacién intercelular en los organismos pluricelulares se lleva a cabo de manera
directa o mediante la liberaciéon de distintos elementos de sefializacion. Dichas moléculas
permiten transmitir informacion a otras células tanto cercanas como mas lejanas. Su accion
sobre las distintas células diana dependera del receptor de membrana al que se unan y el
estado de la célula, alterando diferentes parametros, como su metabolismo, su forma, su
movimiento o la expresion génica. De esta forma, se conocen cuatro tipos de sefializacion

celular para la comunicacién intercelular (Figura 13) (90):
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Contacto directo. Una proteina de membrana de la célula efectora interactia

directamente con un receptor en la célula diana.

Sinapsis. Este tipo de conexion se da unicamente entre las células del sistema
nervioso. En ellas se produce la transmisiéon de un impulso eléctrico a lo largo de
toda su membrana, lo que produce la liberacién de un determinado neurotransmisor
al espacio sinaptico. Este sistema de sefializaciéon permite poner en contacto células

muy distantes entre s{ gracias a la longitud del terminal axonal de la neurona.

Comunicacién paracrina. Se liberan sustancias al espacio extracelular con una

accion local sobre las células cercanas.

Comunicacién endocrina. Se envian las sefiales a larga distancia y no es necesario
que la célula emisora y la diana se encuentren préximas entre si. Utiliza sustancias
que se liberan al torrente circulatorio. Las mas conocidas son las hormonas, pero hay

una amplia variedad de moléculas que participan de esta comunicacion a distancia.

(A) CONTACT-DEPENDENT (B) PARACRINE
signaling cell target cell signaling
cell
-
® target
/ M cells

membrane- i /. o—

bound signal och

el 4 mediator
I
(C) SYNAPTIC {D) ENDOCRINE
endocrine cell receptor
target cell
synapse
neuron
L hormone
axon
: target cell
cell neurotransmitter
body
bloodstream
target cell

Pagina |45



JAVIER LAZARO SIERRA

Figura 13. Mecanismos bdsicos de comunicacion intercelular
Recuperado de Alberts et al. (90)

Los cambios epigenéticos mas conocidos son la metilacién del DNA, la acetilacién de las
histonas, el remodelado de la cromatina y la produccion de micro-RNA (miRNA) (91). La
presencia de estos cambios en determinados genes conlleva una expresiéon modificada de sus
proteinas. La producciéon de miRNA supone una novedosa forma de comunicacion

intercelular.

1.4. VESICULAS EXTRACELULARES

En los ultimos afnos se ha puesto el foco en un nuevo mecanismo de comunicacion
intercelular: las vesiculas extracelulares (VE). En su contenido distintos tipos de moléculas
biolégicas (DNA, RNA, proteinas, lipidos...). La producciéon de las VE ocurre tanto en
condiciones fisiologicas como fisiopatologicas y se han aislado en la practica totalidad de los
fluidos biolégicos (plasma, liquido ascitico, leche materna, orina, lavado broncoalveolar...)

92).

La identificacién de pequefias vesiculas que se liberan de la superficie de muchos tipos
celulares se conoce desde hace décadas. De esta manera, se traté de diferenciar las diferentes
VE del organismo por su tamafo, su densidad, su fuente y su proceso de formacion (93).
Actualmente se conocen distintos tipos de pequefas vesiculas con diferentes biogénesis,
tamafio y funcidn: exosomas, microvesiculas, ectosomas o cuerpos apoptoticos (Figura 14)
(94). La nomenclatura para definir los distintos tipos de VE continda siendo actualmente

materia de debate en la comunidad cientifica.

Originalmente se pensé que la funcién principal de los exosomas era la eliminaciéon de
sustancias de deshecho; sin embargo, trabajos posteriores han demostrado su importancia
en la comunicaciéon célula-célula. Estudios en animales han demostrado que las VE liberadas
por las células se encuentran moduladas por el tipo de enfermedad (95). De ahi que exista
un manifiesto interés en el estudio de los exosomas y de su funcién en el cuerpo para

desarrollar aplicaciones clinicas en el diagnéstico y el tratamiento.
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2. ECTOSOMES or SHEDDING
A BXORONES 130150 asu] MICROVESICLES {100-1000 nem)

Figura 14. Esquema de la formacion de vesiculas extracelulares

Recuperado de Kalra et al. (92).

1.4.1. Ectosomas

Son estructuras (100-1000 nm) formadas por la evaginacién de una porcion de la membrana
plasmatica (MP). Se observaron por primera vez desprendiéndose de la membrana de
neutréfilos activados (96). La produccién y el contenido de estas vesiculas varfa en funcién
del estado de actividad de la célula, asi como de su estirpe. Los ectosomas suelen transportar

distintas proteinas; basicamente, metaloproteasas, integrinas y glicoproteinas (92).

1.4.2. Cuerpos apoptoticos

Fueron las primeras VE descritas (97) y conforman un grupo heterogéneo de vesiculas que
se forman durante el proceso de apoptosis celular. Dicho proceso ocurre en células de gran
tamafio que no pueden ser fagocitadas (98). En esos casos, la célula sufre un proceso de
desmantelamiento progresivo que culmina con la formacién de estos cuerpos apoptéticos.

La formacion estda mediada por una familia de enzimas proteoliticas denominadas caspasas.
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1.4.3. Exosomas

Los exosomas son pequefias vesiculas de 50 a 100 nm (Figura 15) que contienen material
gendémico y diferentes proteinas y lipidos, y que son liberadas por las células ante diferentes
estimulos mediante un complejo mecanismo. En los ultimos afos se las ha puesto en la diana
de biomarcadores para distintas enfermedades, ya que tienen un papel muy relevante en la
comunicacion intercelular (99). Todas las células del organismo presentan un ciclo de

endocitosis-exocitosis, de tal forma que la MP se encuentra en continuo movimiento,

manteniendo su tamafio y el volumen celular en todo momento.

Figura 15. Imagen obtenida por microscopia electrénica de dos exosomas
Cortesia del Dr. Sanz Rubio.
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La formacién de los exosomas comienza con un proceso conocido como picnocitosis, en el
que se producen pequefias invaginaciones de la MP. Esas zonas de la MP se encuentran
tapizadas por distintos tipos de proteinas, aunque las invaginaciones mas frecuentas son las
formadas por clatrina. En su interior se almacenan sustancias extracelulares, receptores y
proteinas de membrana. En las proximidades de la superficie citosolica de la MP se produce

la formacion del endosoma temprano (ET) mediante la fusion de esas vesiculas picnociticas.

El ET adquiere una morfologia pleomorfica en el que se pueden identificar zonas vacuolares
y otras tubulares. Este ET, ademas de recibir nuevas vesiculas procedentes de la MP, también
recibe vesiculas procedentes del aparato de Golgi; pero también devuelve vesiculas a la MP.
El ET permanece bajo la superficie de la MP durante 5-10 minutos. Una vez formado, se
desplaza en un movimiento erratico a través de microtubulos hacia la periferia nuclear, donde

tendra lugar la maduracién del endosoma.

Durante la maduracién del ET este pierde sus zonas vacuolares y tubulares, y adquiere una
morfologia mas esférica. Se modifican las protefnas de la membrana del endosoma
(ubiquitinizacién) y comienza la formacion de vacuolas o cuerpos intraluminales (CIL) (100).
La biogénesis de los CIL no se conoce bien. Parece haber una doble via que participa en su
desarrollo: la via de la ceramida y la via de la endosomal sorting complex requiered for transport

(ESCRT), aunque esta ultima es la mas conocida.

Durante su trayecto hasta la periferia del nucleo, los receptores y proteinas de membrana del
ET sufren un proceso de ubiquitinizaciéon. El complejo ESCRT lo constituyen cuatro
unidades: 0, I, IT y III. La proteina ESCRT-0 clasifica y agrupa a las proteinas ubiquitinizadas
y deja libres zonas ricas en una proteina transmembrana: la tetrapasnina. Esas zonas se
denominan zetrapasnins enriched microdomains (101) que seran las zonas donde la membrana del
endosoma se invaginara para dar lugar al CIL. De igual modo que la formacion del CIL no
ocurre de manera aleatoria, su contenido tampoco es azaroso. El contenido (proteinas, DNA,
miRNA...) que llevaran los CIL procedente del citosol celular es seleccionado por ESCRT-
I y ESCRT-II. Tras la formacién de los CIL, el ET ha evolucionado al endosoma tardio o
cuerpo multivesicular (CMV). Una vez que se finaliza la formacion del CMV, este se dirige
nuevamente a la periferia celular. Allf se activara la maquinaria molecular necesaria para su
fusién con la MP y la liberacién de los CIL, que en ese momento pasan a denominarse

exosomas. En la Figura 16 se muestra, esquematicamente, este proceso.

Los CMV pueden seguir un camino distinto, que, al igual que ocurre con la biogénesis del
exosoma, no se conoce bien. La presencia de determinadas proteinas en la membrana del

CMYV durante su proceso de maduracioén produce la fusiéon con lisosomas procedentes del
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aparato del Golgi y el reticulo endoplasmico, lo que da lugar al endolisosoma. Al igual que
ocurre con el CMV, el endolisosoma también se fusiona con la MP y los restos moleculares

se envian al espacio intercelular.

El contenido de los exosomas es muy variado, y se ha descrito la presencia de proteinas,
lipidos, moléculas de DNA, RNA, etc. En el afio 2012 se desarroll6 una herramienta de
trabajo colaborativo dentro de la comunidad cientifica conocida como Vesiclepedia (102), que
tiene como objetivo catalogar toda la informacién sobre los hallazgos moleculares en
exosomas, cuerpos apoptoticos y ectosomas (ltima actualizacion, 15 de agosto de 2018)
(103). De las moléculas encontradas en su interior, las que mayor trascendencia estan
alcanzando son las moléculas de RNA que, a su vez, se pueden clasificar en dos tipos:
codificantes (RNA mensajero [MRNA]) y no codificantes (miRNA, /ong coding RNA [IcRNA],
cereular RNA [citRNA], small nucleolar RNA [snoRNA], etc.) (104).

(poly)Ubiquitin

! Cargo: protein, mRNA, etc.
Curvature inducer

@

PM Plasma membrane

MVE

il Ypa

TS8G101 Tumor susceptibility gene 101

Alix ALG-2 interacting protein X

STAM  Signal transducing adaptor molecule
DUBs  Deubiquitinating enzymes

Figura 16. Biogénesis y contenido de los exosomas

Recuperado de Kalra et al. (92).

La internalizacion de los exosomas liberados puede ocurrir por tres vias (105): fusiéon con la

membrana celular y liberacién del contenido del exosoma al citoplasma celular, endocitosis
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del exosoma, o fusién con la membrana celular segin la unién de proteinas de membrana

exosoma-célula diana.

Las células diana de los exosomas vienen determinadas por la célula procedente y por la
situacion fisiolégica o fisiopatolégica en la que se encontraba, si bien la expresiéon de

proteinas de membrana en el exosoma no es especifica de una tnica célula diana (106).

1.5. DEFINICION DE MICRO-RNA

Los miRNA son pequefias cadenas de RNA no codificantes de entre 21 y 25 pares de bases
similares estructuralmente a otros RNA no codificantes y que tienen la funcién de silenciar

la expresion génica a un nivel postranscripcional (107).

La historia de los miRNA se remonta a finales del siglo XX, cuando se describe por primera
vez un miRNA, /in4, en el nematodo Caenorbabditis elegans. Inicialmente se sospechaba que el
gen /in-4 codificaba una proteina que actuaba sobre el gen /in-74, responsable del desarrollo
larvario del nematodo. Sin embargo, Lee ¢f /. describen que realmente el producto del gen
lin4 no da lugar a una proteina, sino a una pequefia molécula de RNA no codificante (108).
Dicha molécula resulta ser complementaria con la secuencia de nucleétidos del gen /n-14, 1o

que produce su inhibicién y, por tanto, reduce la produccién de la proteina /in-14.

1.5.1. Biogénesis del micro-RNA

Los miRNA son transcritos en el nicleo por la RNA-polimerasa II, que origina un miRNA
primario (pri-miRNA) (109). Los pri-miRNA forman estructuras secundarias de horquilla
que son cortadas por la enzima DROSHA ayudada por su cofactor PASHA, y originan el
precursor del miRNA (pre-miRNA). Los pre-miRNA son transportados desde el nicleo al
citoplasma por la proteina exportina 5 y en el citoplasma son procesados a miRNA cortos
(22 nucledtidos) de doble cadena por la ribonucleasa de tipo 111 Dicer. Los miRNA maduros
se incorporan en los complejos efectores microRINA inducedsilencing complex (miRISC) y es
entonces cuando se forman los miRNA maduros de cadena sencilla (107). Mientras una
cadena se mantiene incorporada en el complejo miRISC (donde ejercera su funciéon de
silenciamiento), la otra cadena se degradara. El mecanismo por el cual un miRNA ejerce su
funcién depende del grado de complementariedad entre el miRNA vy la region 3>-UTR de su
RNA mensajero (mRNA) diana. Si la complementariedad entre ambas secuencias es
completa, el mRNA diana sera degradado por el miRISC. Sin embargo, si el emparejamiento

entre las bases no es perfecto, como ocurre con la mayoria de los miRNA en los mamiferos,

Pagina |51



JAVIER LAZARO SIERRA

se producira la inhibicién de la traduccion. En la Figura 17 se muestra, esquematicamente,

el proceso de formacion de los miRNA.

CyIasT

mRMNA w miRNAmIRNA®
repressionideadenylation duplex

mRMNA cleavage

Figura 17. Biogénesis del micro-RNA

Recuperado de Gargalionis et al. (110)

Un miRNA puede tener muchos mRNA diana y cada mRNA puede estar regulado por varios
miRNA. En estudios bioinformaticos se ha estimado que los miRNA pueden regular hasta
el 30% de todos los genes humanos. Estas moléculas de miRNA juegan un papel
fundamental en distintos procesos celulares, como son la diferenciacion (111), la

proliferacion (112) y la apoptosis (113).

Aunque la importancia clinica de los miRNA se encuentra en su papel como biomarcadores
y como diana terapéutica, también realizan un papel fundamental en el desarrollo fisiolégico
del individuo (114-116). La expresién de los miRNA se ve alterada por numerosos factores

tanto ambientales como genéticos (117).
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1.5.2. Actividad bioldgica del micro-RNA exosomal

Los miRNA pueden ser transportados por los exosomas y los ectosomas, pero también se
han encontrado libres en el plasma o bien unidos a proteinas o lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (118, 119). Sin embargo, existe discrepancia en el porcentaje de miRNA transportado
por cada uno de los medios. Unos autores afirman que la mayor parte van libres en el plasma
formando complejos proteicos a partir del complejo miRISC: argonauta 2 (Ago-2), cuya
funcién es evitar su degradaciéon por las enzimas ribonucleasas extracelulares (120-122).
Otros autores han demostrado que la mayorfa del miRNA viaja protegido por la bicapa
lipidica de las VE (123). Como sefialan O’brien ez al. (124), esas discordancias pueden deberse
a las diferencias existentes entre las muestras y los tipos de miRNA analizados, y que el medio
de transporte dependa del miRNA estudiado, la célula que lo emite y otros factores que

afecten a su produccion.

En cualquier caso, los exosomas confieren estabilidad a los miRNA en distintas condiciones
de almacenamiento y a lo largo del tiempo (125). En un estudio llevado a cabo en los
descendientes de la cohorte de Framinghan se analizaron y compararon los miRNA
presentes tanto en plasma como sangre total, y se obtuvo una discordancia entre ambas
muestras probablemente debidas al contenido de miRNA de las células presentes en la sangre
total (126). En el estudio publicado por Sanz-Rubio ¢f al., se demostré en 7 adultos sanos
que las concentraciones de miRNA exosomal se mantenfan estables en cuatro
determinaciones semanales, lo que sentaba las bases de su uso como biomarcador para

distintas enfermedades (127).

El almacenamiento y el transporte en los exosomas los protege frente a agresiones externas
y hace que tengan dianas celulares selectivas segin las proteinas de membrana de la bicapa
(128), a diferencia de lo que ocurre con los miRNA que viajan por el plasma, que pueden
actuar sobre cualquier célula. Los mecanismos por los que unos exosomas son cargados con
unos miRNA y no con otros siguen sin conocerse, pero no se produce de manera aleatoria.
Distintos estudios han demostrado que la incorporacion de los miRNA a los exosomas varfa
en funcion de la enfermedad que afecta a la célula. El papel de los miRNA exosomales tiene

su maximo exponente en las metastasis de las neoplasias malignas (129).
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1.6. OBESIDAD MORBIDA Y MICRO-RNA

Los miRNA juegan un papel fundamental en el metabolismo lipidico. Como ya se ha
comentado anteriormente, el tejido adiposo es el principal 6rgano para el almacenaje de
energia y lipidos; sin embargo, un exceso de calorias modificara, a través de la infiltracion
por macréfagos, la actividad endocrina de los adipocitos, y la produccion de miRNA es una
mas de sus consecuencias (130). El tejido adiposo ha demostrado ser un gran productor de
miRNA exosomal con efectos en otros 6rganos, entre los que destaca la sensibilidad a la
insulina (131). De igual modo, los exosomas circulantes en la sangre periférica de pacientes
obesos son mucho mas abundantes que los observados en individuos con normopeso, y la
pérdida de peso reduce su numero (132, 133). Como se puede ver en la Tabla 4, casi todos
los estudios realizados hasta la fecha en pacientes con OM analizan el papel de los miRNA
circulantes sin tener en cuenta los contenidos en los exosomas y no estratifican por una

comorbilidad fundamental en este tipo de pacientes: la AOS.
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Tabla 4. Revision bibliogréfica de trabajos publicados sobre pacientes con obesidad mérbida y micro-RNA

Procedencia

Poblacion AOS  miRNA del miRNA CB Objetivo Ref
Ot?§§os 91 No 195 TC§ ’ No Dn‘erer??las de genero enla (134)
asiaticos Epiplon expresion de miRNA
Obesos 29,122,124, ) , Impacto en la DM tipo 1 un afio
asiaticos 12 No 320 Circulante S después de la CB (135)
Mujeres 221,222 6 Variacién del miRNAy la
obesas 9 No 155 Cultivo S inflamacion tras 2 afios CB (136)
celular
Ot?/es.os 124 No 448 Circulante S Factor pron({)s.tlco de miR448 (137)
asiaticos respecto al éxito de la CB
Mujeres ) ) ) )
obesas Resistencia a la insulina'y
48 No 143, 652 TCS Si aumento de la accién (138)
frente a no linosénica
obesas pog
) 212,299, o )
el R 7 (O T T ot
519, 671
Obesos 22 No 7,15, 106, Circulante Si B.ene.ﬂ.CIO metabol|co c!el , (139)
135 ejercicio fisico tras la cirugia
155, 130,
Mujeres 221,339, TCS El mRNA y el miRNA
obesas 345, 483, ) , ) ) )
51 No Cultivo Si inflamatorio mejora a los (140)
frente ano 201,575, celular 2 afios de la CB
obesas 1973, 1295,
4286
Obesos 54 No 10 Circulante Si Variacion tras la CB (141)
Obesos 9 No 125,378, Circulante Si Variacién un afio después de la (142)
192, 629, 22, CB
15
Obesos 21 No 122 /451 Circulante Si Variacion a los 3 mesesde laCB  (143)
y riesgo endotelial y oncoldgico
Obesos 15 No 103, 107 Circulante Si Impacto de la CB en la DM tipo (144)
frente a no 146, 24, 26, 2 y el miRNA circulante
obesos 320, let-7

AOS: apnea obstructiva del suefio; CB: cirugia baridtrica; DM: diabetes mellitus; miRNA: micro-RNA; Ref: referencia;
TCS: tejido celular subcutaneo
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1.7. SINDROME DE APNEA DEL SUENO Y MICRO-RNA

La caracteristica fundamental de la AOS son los episodios de apnea repetidos durante la
noche, que se traducen en HIC. La relacion entre hipoxia crénica y miRNA circulante esta
muy estudiada, con el miR210 como su principal exponente (145, 146). Existen dos tipos de
episodios de hipoxia durante el suefio: los episodios de hipoxemia intermitentes que
caracteristicamente estan asociados con AOS, y la hipoxemia mantenida durante un periodo
mas o menos largo (por ejemplo, en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o EPOC).
Estas diferencias pueden tener consecuencias sobre la presencia de miRNA. En el estudio
de Lacedonia et al. (147), se demuestra que el miR21 esta sobreexpresado tnicamente en
pacientes con hipoxia intermitente, lo que lo posiciona como un protagonista de dicho tipo

de hipoxia y, por tanto, como un biomarcador util para pacientes con AOS.

Los determinantes de patogenicidad de la AOS no estan bien delimitados. Se han vinculado
con comorbilidades como la obesidad y parece haber una contribucién genética y ambiental
en ellos (148). La disfunciéon endotelial (70) también se encuentra determinada por los
exosomas y su contenido de miRNA. A esta conclusion llegan Khalyfa ez 2/ (149) en un
estudio llevado a cabo en 128 nifios en los que estudian el tipo de exosomas y su
comportamiento z vitro e in vivo en funcion de la existencia de disfuncién endotelial. El grupo
de pacientes con disfuncién endotelial mostré un tipo de exosomas que, al aplicatlos tanto a
modelos 7z witro (cultivo de células endoteliales) como a modelos 7z wvivo (inyeccion
intravascular de exosomas en ratones), desencadenaban la disfunciéon endotelial. Esa
alteraciéon también se producia, aunque en menor medida, en pacientes sin disfuncién
endotelial, pero con obesidad o AOS. El contenido de esos exosomas presentd diferencias
significativas entre los pacientes con disfuncién endotelial y sin ella, con un descenso en la
expresion de miR16 y miR630 en los pacientes que la presentaban, independiente de si
padecian obesidad o AOS. Ademas, observaron que la solucién quirdrgica de la AOS
devolvia a la normalidad los valores de ambos miRNA pasados entre 4 y 8 meses. Los
resultados de este estudio ponen de manifiesto la necesidad de estudiar la acciéon de ambas

condiciones, la obesidad y la AOS, conjuntamente.

La HIC en ratones no obesos ha demostrado que altera el metabolismo de la glucosa y
aumenta la resistencia a la insulina, siendo este deterioro atin mayor en los casos de los
ratones obesos sometidos a HIC (150, 151). Estos hallazgos sugieren que el tejido adiposo
es un mecanismo efector en la fisiopatologia de la AOS y que sufre de manera especial los

episodios de desaturacion nocturna (152). Pero el tejido adiposo no es el unico 6rgano diana,
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ya que la HCI ha demostrado, en modelo murino, alterar tanto el endotelio vascular como la
expresion de sus miRNA (153).

Ademas de la HCI, la otra consecuencia de la AOS, la fragmentacién del suefio, también ha
demostrado que tiene consecuencias negativas sobre el medio interno. En una serie de
estudios llevados a cabo en modelo murino por el grupo de Gozal y Khalyfa, se ha
demostrado que la fragmentacion del suefio altera la maquinaria transcripcional del tejido

adiposo, modifica hasta 19 miRNA vy altera la regulacién metabdlica de los ratones (154).
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

La traslacion a la clinica de los estudios 7z vifro o en animales sobre la relacién entre hipoxia
intermitente (o fragmentacion del suefo) y disfuncién metabolica o cardiovascular siempre
va a ser cuestionable. En nuestra opinién, para dilucidar el papel por separado de la obesidad
y de la AOS sobre los miRNA exosomales como agentes moduladores de morbilidad
cardiovascular es necesario determinar el comportamiento de estos miRNA en los siguientes
grupos: 1) cohortes de pacientes con AOS (sin y con obesidad), seguidas por un tiempo
suficiente; 2) sujetos que reciben tratamiento del AOS (por ejemplo, mediante CPAP) sin y

con obesidad asociada; y 3) personas obesas con o sin AOS tratados mediante CB.

Con esta tesis se pretende aportar alguna luz a esta importante cuestion, ya que tenemos la
oportunidad de poder estudiar a un amplio grupo de pacientes con OM antes de CB y tras
ella. Planteamos un estudio prospectivo para evaluar cambios epigenéticos a nivel de los
miRNA exosomales que sufren los pacientes obesos moérbidos con AOS y sin AOS antes y
después de CB. Los resultados, ademas, se compararan con los obtenidos en pacientes no

obesos sin comorbilidad con y sin AOS procedentes del estudio EPIOSA (155).

Con todo lo expuesto, planteamos la siguiente hipotesis de trabajo: «Existe un perfil
epigenético especifico en pacientes con solapamiento OM y AOS que viene dado por la suma
del efecto de la hipoxia crénica tisular sobre los adipocitos y por la hipoxia crénica
intermitente debida a la AOS. Hipotetizamos que existen anomalias en los miRNA
exosomales circulantes propias del estado de OM, que se modificaran tras la CB, y cambios
en la carga exosomal de miRNA secundarios a la acciéon de la AOS, que se modificaran con
el tratamiento de CPAP» (Figura 18).
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Figura 18. Hipotesis de trabajo
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

En pacientes con OM candidatos a CB, determinar las diferencias en una baterfa de miRNA
exosomales circulantes asociados a inflamacién o riesgo cardiovascular, entre sujetos con y

sin AOS asociado, y sus cambios tras tratamiento mediante CPAP y CB.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar la prevalencia de AOS y el comportamiento de los factores predictores

clasicos de AOS en pacientes con OM.

2. En pacientes con OM, establecer diferencias en la carga de miRNA exosomales

circulantes en funcién de la presencia de AOS.

3. En pacientes con OM, valorar el impacto del tratamiento con CPAP en la expresion

de los miRNA exosomales y sus diferencias con pacientes no obesos.

4. En pacientes con OM, valorar el impacto de la pérdida de peso inducida por la CB

en la expresion de los miRNA exosomales.

5. En pacientes con OM, evaluar la relaciéon de los parametros antropométricos en

funcion del diagnostico de AOS y su relacion con los miRNA exosomales.

6. En pacientes con OM, determinar la evolucion de los parametros bioquimicos (perfil

glucémico y lipidico) y su relaciéon con los miRNA exosomales.

7. En pacientes con OM, evaluar la influencia de la AOS en los parametros
gasométricos diurnos y poligraficos nocturnos y su relacion con los miRNA

exosomales.
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4. METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Para comprobar la hipétesis de trabajo se ha planteado un estudio sobre una cohorte de
pacientes con OM con y sin AOS, con caracter prospectivo y controlado. El estudio se
considera de no intervencion, ya que la decision de recibir tratamiento con CPAP y la
decisién quirdrgica no se aleatorizo, sino que se realizé de acuerdo con una decision clinica
no programada en el disefio del estudio. El protocolo del presente estudio se presentd ante
el Comité de Etica e Investigacion Clinica de Aragén y fue aceptado por él (anexo 1). Dicho
protocolo ha sido registrado en ClinicalTrials.gov, de la US National Library of Medicine
(Estados Unidos), bajo el titulo «Epigenetics dysfunction in morbid obesity with or without
obstructive sleep apnea: The EPIMOOSA study» (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT03995836) (1506).

4.2. POBLACION EN ESTUDIO

Todos los pacientes incluidos en el estudio tenfan una edad superior a 18 anos, estaban
diagnosticados de OM y en espera de CB en el Hospital Royo Villanova (Zaragoza). El
reclutamiento de los pacientes se extendio desde el 1 de julio de 2014 hasta el 1 de julio de

2016.

4.3. TAMANO MUESTRAL

El calculo muestral se determiné en la hipétesis de que en un grupo de 30 pacientes con
AOS grave el tratamiento con CPAP redujo de forma significativa el espesor de la capa
intima-media de las arterias carétidas tras 3 meses de terapia efectiva (157). Se conformaron
dos grupos de pacientes: a) sujetos con OM y sin AOS; y b) pacientes con OM y AOS que
requieren tratamiento con CPAP. La composicién minima de cada subgrupo fue de al menos

12 sujetos con un seguimiento de 2 afos tras su inclusion en la visita basal.

Este tamafio se calculé para demostrar diferencias significativas en las modificaciones
epigenéticas entre subgrupos con AOS y el grupo control (objetivo principal). En un estudio
previo, Kim ez al. (158) demostraron diferencias significativas en la metilacion del DNA de
genes proinflamatorios entre dos subgrupos de 8 nifios con AOS con PCR alta o baja. En
nuestra propia cohorte, se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de exosomas
circulantes en grupos de 12 pacientes con AOS frente a los controles. Asi pues, considerando

una pérdida potencial del 10 % de casos durante el seguimiento, planteamos incluir 15 sujetos
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por subgrupo analizables tras un seguimiento minimo de 2 afios. Ello conformara la inclusién

de un total de 30 casos.
4.4. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Criterios de inclusion:
e Firma del consentimiento informado (anexos 2 y 3).
e Obesidad mérbida pendiente de CB.

e Intervencién quirdrgica prevista mas de un ano después de la primera visita.

Criterios de exclusion:
e Denegacion del consentimiento informado.
e Realizacion de un estudio del suefio previo a su inclusion en el estudio.
e Tratamiento previo con CPAP.
e Enfermedades crénicas de tipo inflamatorio o autoinmune.
e Diagnéstico de neoplasia en los ultimos 5 afios.
e Evento cardiovascular en los tultimos 6 meses.
e No completar cada una de las visitas programadas.

4.5. PROCEDIMIENTOS

Antropometria. Las medidas antropométricas se realizaron mediante cinta metrada (3 m) y
bascula para pacientes obesos homologada, disponible en el laboratorio de pruebas

funcionales del Servicio de Neumologia del Hospital Royo Villanova.

Estudios de suefio. La poligrafia de sueno se llevé a cabo mediante el poligrato Apnea Link

Air Resmed® y la titulacién de la CPAP se realiz6 con un sistema AutoCPAP Resmed®.

Muestras biolégicas. El analisis de las muestras de sangre se llevé a cabo de manera
ordinaria por el laboratorio de nuestro centro en el contexto del manejo habitual del paciente.

Dicho laboratorio dispone de un ultracongelador capaz de alcanzar —80 °C, donde se
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almacenaron las alicuotas de plasma y suero. La extracciéon de sangre periférica se realiz6 en
condiciones estériles en un tubo de 10 ml con EDTA tras la informacién y la firma del

consentimiento informado.

Espirometria. Se realizé6 de manera ordinaria en el laboratorio de pruebas funcionales del
Servicio de Neumologia del Hospital Royo Villanova, siguiendo los procedimientos de la

SEPAR (159).

4.6. CRONOGRAMA

La inclusién de los pacientes comenzé en julio de 2014, solapandose con la estrategia
asistencial de la Unidad de Cirugfa Bariatrica del centro. Los pacientes fueron captados
dentro del grupo de pacientes en lista de espera de CB. El periodo de reclutamiento dura 2
afios, y el de seguimiento son 6 meses después de la poligrafia y un ano después de la cirugfa.
Como se ve en la Figura 19, se realizaron un total de tres visitas a lo largo de dos afios,
excluyendo la visita a los 3 meses, en la que se realiza el auto-CPAP, y la de la cirugfa, donde

no se recogi6 ninguna variable.

.
L]
" 7
Visita 0 Visita 1 Visita 2 L - Visita 3
POLIGRAFIA
|
OM + AOS » 5
o
o
o
a
c
.
OM sin AOS ., O
Visita Visita Visita
Basal 6 meses 12 meses
Precirugia Post-cirugia

Figura 19. Cronograma del estudio

AQOS: apnea obstructiva del suefio; OM: obesidad morbida.
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4.7. VARIABLES DE ESTUDIO

Las variables de estudio se incluyeron en hojas de recogida de datos especificamente

disefiadas y agrupadas a partir de las fuentes de informacién que se describen a continuacion.

4.7.1. Historia clinica

Factores de riesgo cardiovascular. Se consideraron factores de riesgo los siguientes:

o Tabaguismo. Se definié6 como el consumo de al menos un cigarrillo en los dltimos 6

meses.

o Hipertension arterial. Se defini6 como cualquier presion mayor de 140 mmHg de
tension arterial sistolica (TAS) o mayor de 90 mmHg de tension arterial diastolica

(160), o bien que se encontraran en tratamiento antihipertensivo.

o Hipercolesterolemia. Se definié como la elevacion de los valores de colesterol total y de
colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad), o bien pacientes que ya se

encontraran en tratamiento farmacolégico por esta causa (161).
®  Diabetes mellitus. Se definié como la existencia de alguna de estas situaciones:
a) Glucosa en ayunas > 126 mg/dl en dos ocasiones (162).
b) Hemoglobina glicosilada > 6,5 % en dos ocasiones (162).
c) Paciente en tratamiento con antidiabéticos o insulina.

Antecedentes de eventos cardiovasculares. Se considerd como evento cardiovascular

cualquiera de estas situaciones:
e Infarto agudo de miocardio.
e Taquiarritmia (fibrilacion auricular u otras).
e Accidente cerebrovascular de tipo isquémico.

e (Cualquier otro evento isquémico sistémico.
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Cuestionario de suefio:
e Apneas presenciadas (dicotomica).

e Sensaciéon de suefio no reparador (dicotémica).

Roncopatia (dicotémica).

Test de Epworth (anexo 4).

4.7.2. Antropometria

Las medidas antropométricas se tomaron la mafiana siguiente de la realizacion de la poligrafia
en la visita basal y en la visita a los 12 meses tras la cirugia o el mismo dia de la visita en la

segunda visita. El paciente acudio a la cita en ayunas.

e DPesoy talla. Tanto el pesado como el tallado se realizaran con la bascula del servicio.

Calculo del IMC: peso en kilogramos/talla en metros cuadrados.

e Perimetro del cuello, abdominal y de cadera. Todas las medidas se tomaron con el
paciente en bipedestacion y respirando normalmente. Se utilizé la misma cinta

métrica, colocandose sobre la piel y sin comprimitla.
o Medicién del perimetro del cuello.

o Medicién del perimetro abdominal: se definié como la circunferencia abdominal
minima entre la parte inferior de la parrilla costal y la linea que une la parte

superior de ambas crestas iliacas.

0 Medicién del perimetro de cadera: se definié como la circunferencia que une

ambas cabezas femorales.

o Indice cintura-cadera: se definié6 como el cociente entre el perimetro abdominal

y el perimetro la cadera, ambos en centimetros.

4.7.3. Pruebas complementarias

Medicion de la tensioén arterial. La medicion de la presion arterial se llevo a cabo con un
esfingomanémetro manual, realizando dos medidas consecutivas y calculando la media entre
ambas. La medicioén de la presion arterial se hizo siguiendo las recomendaciones de la guia

clinica de hipertensiéon de la Sociedad Europea de Cardiologia (anexo 5).
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Poligrafia cardiorrespiratoria domiciliaria. Se llevo a cabo con dos poligrafos Apnea Link
Resmed®. Se explicé cémo colocar los sensores para la medicién (flujo oronasal, bandas
toracicas y abdominales, pulsioximetria, sensor de posicién, micréfono de ronquido).
Definimos una apnea como la ausencia de flujo durante mas de 10 segundos; una hipopnea,
como la reduccion del fluyjo de aire en mas del 50 % durante mas de 10 segundos,
acompafiada de un descenso en los niveles de oxigeno mayor del 4 %. El indice de apneas e
hipopneas (IAH) se expresa como la suma de apneas e hipopneas por hora del periodo de
tiempo grabado. Las variables obtenidas para su analisis fueron las siguientes: IAH por hora
de registro (IAH), saturaciéon de oxigeno (SatO;) media, SatO, minima, y porcentaje de

tiempo con una SatO; por debajo del 90 % (CTo).

Gasometria arterial basal. Se obtuvo al dia siguiente de la realizacion de la poligrafia
respiratoria mediante puncioén de la arteria radial de la mano no dominante sin administracion

de anestesia local.

Analitica general. Lo mismo que la gasometria, se llevé a cabo al dia siguiente de la
realizacion de la poligrafia, entre las 8:00 y las 8:30 de la mafiana, en ayunas; y la visita restante,

el mismo djia.

Se extrajeron 10 em’ de sangre y, tras su procesamiento especifico, se guardaron muestras de
suero y plasma para biobanking y determinaciones ulteriores. En tubos de Paxgene se

guardaron muestras congeladas para determinar marcadores epigenéticos.

La bioquimica general se realizé inmediatamente en el laboratorio del hospital para obtener

los siguientes parametros:
e Perfil glucémico: glucosa en ayunas, hemoglobina glicosilada.
e Perfil lipidico: colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos y apolipoproteina A y B.
e Proteina C-reactiva (PCR).

4.8. DETERMINACION DEL MICRO-RNA EXOSOMAL

El estudio de los exosomas circulantes y del miRNA contenido se llevd a cabo en el
laboratorio de la Unidad Traslacional del Hospital Miguel Servet de Zaragoza. lLa

determinacién de los miRNA que se iban a estudiar sigui6 el siguiente esquema:

1. Aislamiento de los exosomas presentes en el plasma.
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2. Extraccion del RNA total de los exosomas previamente aislados.

3. Determinaciéon de miRNA mediante reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo

real (1tPCR).

4.8.1. Aislamiento de los exosomas presentes en el plasma

Las muestras de sangre obtenidas en cada una de las visitas se congelaron en el congelador
del Hospital Royo Villanova a -80 °C. Una vez que finaliz6 la inclusién de pacientes, en
contenedores con hielo seco se trasladaron a la Unidad de Investigacién Traslacional del

Hospital Miguel Servet.

Siguiendo los resultados publicados por nuestro grupo de investigacion, se analizaron los
exosomas procedentes de plasma congelado (127). Una vez descongelado el plasma, se utilizo

el miRCURY Exosome Isolation Kit (Exiqon), como se explica esquematicamente en la

Figura 20.
Ultracongelacion .
®, -80°C -
( ——
i y
Descongelacion ]
l Centrifugar
a 10.000rpm & LN REPETIR ESTE
- 5 minutos N e PASO POR 2
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Trombina 6uL 10.000rpm | Precipitacion A 500rpm
\? 5 minutos Y E 5 minutos
———— >
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600pL 606}iL 500uL 700uL ] \ Purificados
sobrenadante Incubar sobrenadante Mezclar Retirar Sobrenadante
5 minutos mcﬂac{lh
T2 Ambiente

Figura 20. Proceso de aislamiento de los exosomas

4.8.2. Extraccion del RNA total

Una vez aislados los exosomas, se procedié a liberar el contenido de RNA de su interior,
para lo que utilizamos el miRCURY RNA Exosome Isolation Kit (Exiqon). El proceso se

expone esquematicamente en la Figura 21.
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Figura 21. Extraccion del RNA total de los exosomas purificados

4.8.3. Determinacion del micro-RNA mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (rtPCR)

El analisis del RNA se llevé a cabo mediante rtPCR. Dado que las moléculas para estudiar
son RNA, el proceso se inicia con la retrotranscripcion, para lo que se utilizé el kit comercial

miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR Kit (Exiqon).

La técnica utilizada para la cuantificacién de las muestras de miRNA fue la rtPCR, siguiendo
las especificaciones del fabricante del kit citado anteriormente. Los miRNA analizados en el
presente estudio fueron los relacionados con episodios de hipoxia que mayor estabilidad

presentaron en el analisis por nuestro grupo tras la congelacion del plasma (127).

4.8.4. Determinacion de la cantidad relativa de micro-RNA

El andlisis se llevo a cabo sobre los valores del ciclo umbral o ¢yele threshold (C)), es decir, el

numero minimo de ciclos de PCR necesarios para que se produzca una sefial cuantificable,
segun el método AAC,, descrito por Livak ez a/. en 2001 (163). El calculo de este valor requiere
la determinacién de dos diferenciales (A). En primer lugar, el diferencial entre los C, del
miRNA que se estudia y el miRNA considerado como normalizador. El segundo diferencial
se obtuvo de la diferencia entre el AC, medio de cada grupo de analisis y el del grupo de
referencia de los demds grupos, obteniendo de esta forma el AAC,. Finalmente, segun el

desarrollo matematico propuesto por Livak, el valor definitivo se obtuvo tras la

transformacion exponencial de AAC,, es decir 2742,

4.8.5. Seleccién de micro-RNA para el estudio

Se realiz6 una busqueda bibliografica para la seleccion de miRNA relacionados con obesidad,

hipoxia, inflamacion y aterosclerosis. En la Tabla 5 se muestran los miRNA que se estudiaron
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y el indicio de su relacién con cada uno de los {tems seleccionados. La busqueda se realizo
en PubMed utilizando la combinaciéon de los descriptores: «miRXXX» OR «circulating
miRXXX» AND «Obesity», «hipoxia», «inflammation», «cardiovascular disease» vy
«atherosclerosis». Se han incluido, indistintamente, tanto los hallazgos relativos a miRNA
circulantes como los hallados en otros tejidos (como el adiposo, las células endoteliales, las

células de musculo liso vascular, los estudios 7 vitro...).

Tabla 5. Seleccion de micro-RNA para el estudio

miR miR miR miR miR miR miR miR miR miR
16 21 34 126 133 145 146 155 223 320
Aterosclerosis NE ™ ™ NY NY N% ™ o NY o
(164) (165, (165) (165, (168,  (170) (101, (172)  (173) (168,
166) 167)  169) 171) 174)
Inflamacién ™ ™ ™* N2 ™ ™ T
(175)  (176) (177) (178, (180)  (181)  (168)
179)
Hipoxia ™ N xHE N} N N D oxx 0 2 N A
(182, (147) (184,  (186) (187)  (147) (188) (189) (190) (191
183) 185) 193)
Obesidad ™ ™ ™(199) ™* * N AN ko
(194- (198, (199, (202)  (199)  (203)
197) 199) v (200) 201)

J Expresién disminuida > Expresién aumentada
*  Estudios llevados a cabo sobre micro-RNA circulante.

+ Estudios llevados a cabo sobre micro-RNA exosomal.

** En hipoxia intermitente.

*** En adipocitos con resistencia a la insulina.

4.9. ANALISIS ESTADISTICO

Se han realizado los siguientes procedimientos estadisticos:

e Descripcién de poblaciones. Se expresaron en valores medios + desviaciones
estandar cuando las variables eran continuas. Para las variables cualitativas se

obtuvieron su distribucion de frecuencias.

e Diferencias entre grupos: contrastes paramétricos t-Student o ANOVA si siguen una
distribuciéon normal, o mediante los contrastes U de Mann-Whitney o H de Kruskal
Wallis si no se trabaja con dicha hipétesis. Para las variables cualitativas se utilizé el

contraste habitual y* con el estudio de residuos estandarizados.
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o Relacidn entre variables clinicas e inflamacion sistémica: correlacion de Pearson o de

Spearman segun sea el comportamiento de normalidad de las variables estudiadas.

e Efecto del tratamiento: test de # para datos pareados si se trabaja con el supuesto de
normalidad, o test no paramétrico de Wilcoxon cuando la variable no sigue

distribucién normal.

e FEl proceso de analisis de los marcadores epigenéticos se realizé mediante el paquete
GOstats) (204).

e Las diferencias entre los miRNA interindividuos se establecié por el coeficiente de
variacion. Los paquetes estadisticos utilizados fueron el GraphPad Prism 7

(GraphPad Software) y el SPSS version 20.0 (IBM).

El IAH, como variable cuantitativa continua, se utilizé para crear los grupos con AOS y sin

AQOS, utilizando el valor 10 como punto de corte.

La expresion numérica de los miRNA es el #hreshold cycle (C)), que se podria traducir como
sefial o ciclo umbral, es decir, el ciclo de la reaccién en cadena de la polimerasa en la que
aparece por primera vez el miRNA que se estudia. Dado que este valor viene determinado
por el momento en el que aparece la primera seflal de un determinado miRNA, su
interpretacion es inversamente proporcional, es decir, a menor valor, mayor expresion del
miRNA. Este valor por si mismo no permite hacernos una idea de la expresion del miRNA,
por lo que se debe normalizar. Como normalizador se seleccionaron el /#-7a y el miR16, y

tras aplicar la calculadora RefFinder (205) se decidié que el mas estable era el /#-7a, que fue

el que finalmente se utiliz6. De esta forma se calculé el AC:

AC; = (C; miRNA en estudio)i — (C; let-7a)

La interpretacion de este valor resulta compleja y poco intuitiva, ya que, cuanto mas positivo
es el resultado, menor es la expresion. Por ese motivo se opta por transformar los resultados
utilizando la fold change o tasa de cambio (FC) o expresion relativa. Esta herramienta
matematica nos permite relacionar el AC, de un miRNA frente a la media de otro que

utilizamos como control:

AAC; = AC; en estudio — AC; grupo de control

Una vez calculado el AAC,, ya podemos calcular la expresion relativa:
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FC = z—AACt

En nuestro estudio hemos utilizado como grupo control los pacientes con OM sin AOS para
los analisis independientes, y la visita basal para las comparaciones dependientes, en las que
vemos la evolucion en los pacientes con y sin AOS a lo largo de las distintas visitas. Con esta

férmula se obtiene un guarismo positivo a partir de 0, donde 1 es el punto de corte:

e FC >1 implica una expresiéon positiva. Su interpretaciéon sera «el miRXXX

experimenté un incremento de XX (>1) veces en su expresion».

e FC <1 implica una expresion negativa. El valor se expresara manteniendo su
formato («el miRXXX experiment6 un descenso de XX (<1) veces en su expresion»)
o bien como porcentaje de reduccion de la expresion («el miRXXX redujo su
expresion en XX % [(1 — FC) X 100]»).

Los valores extremos o outliers de la expresion de los miRNA han sido eliminados del analisis
utilizando el método robust regression and outlier removal (ROUT) con un Q = 1 % del paquete
estadistico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software).

Tras la pérdida de peso experimentada en la dltima visita, se analizé el impacto que la
variaciéon de este peso, asi como el cambio en los parametros del suefio, habia tenido en la
variaciéon de los miRNA. Para ello se calculd, por un lado, la diferencia de los miRNA entre
la visita basal y la ultima (AmiRNA); por otro lado, se calcul6 la diferencia relativa de IMC,
IAH y CTy (AIMC, AIAH, ACTy):

x inicial — x final
( — )X 100
x inicial

Pagina |79






5. RESULTADOS

Pagina |81



5. RESULTADOS
5.1. VISITA BASAL

5.1.1. Descripcidn de la muestra

Entre el 1 de julio de 2014 y el 1 de julio de 2016 se realizaron cinco cortes de la lista de
espera quirdrgica, cada 6 meses, para la inclusion de pacientes. Una vez aplicados los criterios
de inclusién y exclusion, la muestra para su analisis se redujo a un total de 70 pacientes en la

visita inicial y 24 tras completar todas las visitas (Figura 22).

124 pacientes | = | sesmmscemcemeeceee—e--
LEQ

1 1
| 1
| » 44 tratamientocon |
| presion positiva !
¥ | * 6 Salen de LEQ :
: :
1 1
1 1
1 1
I 1
1 1
1 1

* 2 Deniegan CI

* 1Evento CV

* 1 Artritis
Reumatoide

N | | i | Bt | . " | i

70 pacientes

Visita Basal

36 AOS POLIGRAFIA 34 NO AOS

35 AOS Visita 6m Precirugia 14 NO AOS

CIRUGIA BARIATRICA

k4 L 4

15 AOS Visita 12m Postcirugia 9 NO AOS

Figura 22. Flujograma de pacientes a lo largo del estudio

AOS: apnea obstructiva del suefio; LEQ: lista de espera quirurgica; Cl: consentimiento informado; CV: cardiovascular.

La prevalencia de AOS en aquellos pacientes que acudieron a la primera visita fue de 51,4 %.
Dado que no todos los pacientes completaron todas las visitas, se han descrito ambas
muestras estableciéndose las diferencias entre quienes presentaban AOS y quienes no la
presentaban (Tabla 6). El andlisis de los parametros antropométricos, los parametros del
suefo, el perfil glucémico y el perfil lipidico se llevé a cabo en ambos grupos para asegurar

su igualdad. Nuestro analisis, ademas, se comparé con los resultados presentados en la tesis
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doctoral de David Sanz Rubio, Micro-RINAs de exosomas circulantes en apnea obstructiva del sueiio
(2006), donde analiza la base de datos de EPIOSA (155). Para el analisis de miRNA se
utilizaron las muestras de sangre de aquellos pacientes que completaron las tres visitas, y los
resultados se compararon con los datos de la citada tesis. De esta forma, se pudo determinar

el impacto de la obesidad, el tratamiento con CPAP y la CB en cada uno de los grupos.

En ambos grupos, los pacientes con y sin AOS, morfolégicamente, muestran el mismo IMC,
pero los primeros tienen un mayor perimetro de cuello (media y desviacion estandar: 44 & 3,7
frente a 40 + 3, p < 0,001) e incluyen a un mayor porcentaje de hombres (53 % frente a 15 %,
» <0,001). Los pacientes con AOS son mayores (48 £8 anos frente a 40,5+ 8 afios,
» < 0,001) y muestran una mayor prevalencia de comorbilidades. En el grupo de pacientes
que completan el estudio, el grupo de AOS fueron mayores (49 =9 afos frente a 42,5+ 8
afios), pero las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. Lo mismo ocurrié con

el perimetro abdominal y la TAS, con una media superior en ambas variables para el grupo
con AOS (perimetro abdominal: 128 + 13 cm frente a 118 = 15 cm; TAS: 135 £ 13 mmHg

frente a 129 £ 10 mmHg), pero sin alcanzar la significacién estadistica.
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Tabla 6. Variables de la visita basal del total de la muestra (n = 70) y de los que completaron el estudio (n = 24)

TOTAL EN LA PRIMERA VISITA

COMPLETAN EL ESTUDIO

VARIABLES

Sin AOS Con AOS Sin AOS Con AOS
n 34 36 9 15
Sexo [femenino; n (%)] 29 (85,3) 17 (47,2) *** 8(88,9) 6 (40) *
Edad (afios) 40,5+7,9 47,9 £8,2 *** 42,4+7,9 49,6 +9
Peso (kg) 113,4+138 121,1+16,4 * 116,3+ 13,2 117 +13,1 *
IMC (kg/m?) 41,6 +3,8 43+4,8 42+15 42+31
Perimetro del cuello (cm) 40,2 +3,1 43,9 + 3,7 *¥** 40,4 + 4,2 44,6 + 4,1 **
Perimetro abdominal (cm) 119,1+10,6 129,3 + 13,3 *** 118,4 + 14,7 127,8+12,8 *
Perimetro de la cadera (cm) 134,1+9,1 134,4+14,1 136,1+10,9 129,9+10
Indice cintura-cadera 0,89 +0,09 0,96 £0,11 ** 0,87 0,14 0,99+0,12 *
Epworth 7,235 7944 8814 9,2+4,8
IAH (eventos/hora) 3,8+2,3 32,9+ 23,6 ¥** 45+3 35,5 +21,7 ¥**
CToo (%) 4+75 33,24 27,9 *** 1,7+1,7 30,4 + 23,9 ***
SatO; (%) 93,8+1,2 91+2,6 *¥** 94,3+1,1 91,2 £2,1 ***
Fumador activo 5(14,7) 10(27,8) 4 (16) 7 (33,3)
Exfumador 11(32,4) 19 (52,8) 8(32) 9(42,9)
Nunca fumador 18 (52,9) 7(19,4) * 13 (52) 5(23,8)
Hipertensién arterial 14 (41,2) 23 (63,9) * 6 (66,7) 10 (66,7)
Dislipemia 6(17,6) 20(55,6) *** 1(11,1) 10 (66,7) **
Diabetes mellitus 9(26,5) 20 (55,6) ** 1(11,1) 9 (60) **
Evento cardiovascular 3(8,8) 4(11,1) 1(11,1) 2(13,3)
Asma 2(5,8) 3(8,3) 0 1(6,7)
Consumo de farmacos sedantes 8(23,5) 7(19,4) 1(11,1) 2(13,3)
FEV. (1) 3,19+0,84 2,99+0,9 3,36+0,98 2,86+0,75
FEV1 (%) 100,9 £ 13,8 93,8+17,4* 103,2+5,4 88,5+ 15,3 **
TAS (mmHg) 129,5+13,7  140,6 £ 16,2 ** 129,4 + 10 135,5+13,6
TAD (mmHg) 85,4+8,4 879114 84,4 £8,7 90+12,2

CToo: porcentaje de tiempo con saturacion de oxigeno por debajo del 90 %; FEV;: volumen espiratorio maximo en el primer
segundo; IAH: indice de apneas e hipopneas; IMC: indice de masa corporal; SatO,: saturacion de oxigeno; TAD: tension arterial
diastélica; TAS: tensidn arterial sistdlica. Variables Cualitativas: Frecuencia (%). Variables Cuantitativas: media (Desviacion
Estandar). Con AQS frente sin AOS, U de Mann Whitney; variables cualitativas, x% * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.
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Como se ha descrito previamente, se utilizaron los datos de pacientes del estudio EPIOSA,
que incluye pacientes sin OM (IMC < 35 kg/m? y sin comorbilidades. Las diferencias se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripcidn de las muestras de EPIOSA y EPIMOQSA

EPIOSA EPIMOOSA

VARIABLES Sin AOS Con AOS OM sin AOS OM con AOS

(n=16) (n=65) (n=9) (n=15)
Edad (afos) 47,8 £6,3 45,1+9,3 42,4+7,9 4969
Sexo [femenino; n (%)] 3(18,7) 6 (18,1) 8(88,9) 6 (40)
IMC (kg/m?2) 28,9+3,6 30,3+£3,7 42 +£1,5 42 +3,1
TAS (mmHg) 119,7+11,3 127,2+ 13,6 129,5+ 15 1442 +£17,2 *
TAD (mmHg) 72,778 82,1+12,2* 84,4 £8,7 90+12,2 *
Epworth 10,6+3,8 11,245 6,67+3,3 7+39
IAH (eventos/hora) 2+2 38,2+20,5* 45+3 35,5+21,7 *
SatO, media (%) 94,5+1,2 92,8+2,2* 94,3+1,1 91,2+2,1*
CToo (%) 2,9%6,5 17,617 * 1,7+£1,7 30,4 +23,9*
Glucosa (mg/dl) 91,5+11,2 92,8+11,9 100,1+8,4 113+14,6*
Hemoglobina glicosilada (%) - - 57+0,4 59+0,4
Colesterol total (mg/dl) 205,6 + 37,5 207,4 + 38,9 180,8 + 26,2 186 +29,3
HDL (mg/dl) 53,8 +15,4 49+11,9 53+8,6 45,2 +14,8
LDL (mg/dl) 129 +27,7 126,3+ 33,2 106,2 + 27,8 111+£31,7
Acido drico (mg/dl) 539+0,9 63+13* 5942 6,8+1,6*
Triglicéridos (mg/dl) 114,2 +41,3 150,1+74,9 107,5+38,9 138,8 +59,4
Creatinina (mg/dl) 0,84 +£0,15 0,86 £0,16 0,74 £0,15 0,88+0,18
Urea (mg/dl) 32,7+7,3 32,6+7,5 36,8+13,1 34,1+8,1
Apolipoproteina A (mg/dl) 149,8 + 24,8 147,5+27,7 143,4 + 18 137,2+ 26,2
Apolipoproteina B (mg/dl) 103,7 £ 23,4 108,6 + 30,3 92,7+20,5 104,2 £ 25,4
PCR (mg/dl) 0,24 +£0,19 0,430,441 0,86 £0,61 0,71+0,45

CTqo: porcentaje de tiempo con saturaciéon de oxigeno por debajo del 90 %; HDL: lipoproteina de alta densidad; IAH:
indice de apneas e hipopneas; IMC: indice de masa corporal; LDL: lipoproteina de baja densidad; PCR: proteina
C-reactiva; SatO,: saturacion de oxigeno; TAD: tension arterial diastdlica; TAS: tension arterial sistolica. Variables
cualitativas: frecuencia (%). Variables Cuantitativas: media y desviacion estandar. Con AOS frente sin AOS, U de Mann
Whitney; variables cualitativas, x% * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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De los 70 pacientes inicialmente estudiados, 24 completaron todas las visitas. El analisis final
de resultados se realizé en 15 pacientes con AOS y 9 pacientes sin AOS. Pese a la significativa
reduccion del numero de casos, las diferencias entre pacientes con y sin AOS se mantiene en
relaciéon con el perfil antropométrico y las variables clinicas evaluadas. Por tanto, estos
subgrupos representan la globalidad de la poblacién de pacientes con CB inicialmente
atendidos en la Unidad de Cirugia Bariatrica. Los 15 pacientes diagnosticados de AOS
recibieron tratamiento con CPAP de acuerdo con el criterio clinico extraido de la guia clinica

de la SEPAR.

5.1.2. Diferencias en la expresion de micro-RNA exosomales circulantes

Los pacientes con OM y AOS tuvieron una expresion significativamente superior de micro-
RNA exosomal circulante que los pacientes sin AOS para el miR16, el miR126 y el miR320
(FCuiris = 2,00; FCpirizs = 1,8; FCuirazo = 2,1), mientras que el miR223 presenté una menor
expresion que en los pacientes sin AOS (FCuirzzs = 0,60) (Figura 23). No se establecieron
diferencias significativas en la expresion del resto de miRNA (datos mostrados en el anexo

6).
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Figura 23. Diferencia en la expresién de micro-RNA exosomal en pacientes con obesidad mérbida con y sin apnea
obstructiva del suefio
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AOS: apnea obstructiva del suefio. * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Los miRNA analizados se seleccionaron por su vinculacién con la arterosclerosis, y
segmentamos los resultados en funcién de la HT'A, la DLP y la DM. En pacientes con DLP
y DM no pudimos analizar las diferencias entre padecer o no AOS dado que tan solo un
paciente con esas comorbilidades no padecia AOS. Pero con la HTA si que se pudo llevar a
cabo el analisis. La expresion de los miRNA entre individuos sin HTA con y sin AOS no fue
significativa. En segundo lugar, en los pacientes hipertensos pudimos comprobar cémo
quienes padecian AOS tenfan una mayor expresion frente a quienes no la padecia en el
miR126 (FC = 2,06; p = 0,031) y miR320 (FC = 2,42; p = 0,013) (Figura 24). El miR223
demostré una menor expresion en los pacientes con AOS sin DM y en los que no padecian
DLP que los que no tenfan AOS (FC=0,53, p=0,042, y FC=0,25 p= 0,030,
respectivamente) (Figura 24).
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Figura 24. Diferencia en la expresién de micro-RNA exosomal circulante en pacientes con obesidad mérbida con y sin
apnea obstructiva del suefio en funcion de los factores de riesgo cardiovascular

AOS: apnea obstructiva del suefio; DM: diabetes mellitus; DLP: dislipemia; HTA: hipertension arterial, OM: obesidad
morbida. * p <0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001.
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5.1.3. Relacidon de los micro-RNA exosomales con los parametros del suefio
y gasométricos

El dnico miRNA que mostré una relacion con el IAH fue el miR16, con un incremento en
su expresion a medida que aumentaba el IAH. Este miR16 también demostré una relacion
significativa con la SatO, media, pero la direccion de esta relacion fue inversa a la observada
con el IAH. El miR145 también mostré una relacion positiva significativa con la SatO,
media; del mismo modo, el incremento del CTy disminuyd, significativamente, su expresion
(Figura 25). El resto de los miRNA analizados no demostraron relaciones significativas con

los parametros de la poligrafia.
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Figura 25. Relacién del miR16 y el miR145 exosomales con los pardmetros del suefio en la primera visita

CT90: porcentaje de tiempo con saturacion de oxigeno por debajo del 90 %; IAH: indice de apneas e hipopneas; SatO,:
saturacion de oxigeno.

Los parametros relacionados con la hipoventilacién, la presion parcial arterial de didxido de
carbono (P,COy) y el bicarbonato fueron los unicos que demostraron relacion con el miR16,

el miR21 y, sin alcanzar la significacion estadistica, el miR320 (Figura 26). Cuanto mayor fue

88| Pagina



5. RESULTADOS

la P,CO,, mayor fue la expresion de miR16 y miR21. El resto de los miRNA exosomales no

mostraron relacién con ninguno de los parametros gasométricos.
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Figura 26. Relacidn de los miRNA exosomales con los parametros gasométricos en la primera visita
P.CO,: presidn parcial arterial de didxido de carbono.

Los parametros gasométricos en pacientes sin AOS no mostraron relaciéon con ninguno de
los miRNA exosomales. Sin embargo, las relaciones observadas en el conjunto del grupo de

pacientes con OM se mantuvieron en el grupo de pacientes con AOS. Ademas de mantener

la relacién con la P,CO,, se encontrd una relacion con el bicarbonato (Figura 27).

Pagina |89



JAVIER LAZARO SIERRA

5.
r*=0,386
o p=0,017
E o
Sk
@
a2
& B 5.
2
B T T T L]
30 40 50 60 70
Paco,
(mmHg)
4.
r*=0,400
p=0,005
&Y
% &
2 @2
a2
gE
& 1
n L T T L]
30 40 50 60 T0
PaCO,
(mmHg)
[
r°=0,237
E 44 . p=0,091
=4
0 x 34
E
8 g ’
g2 2- .« °
w E ]
oo™
0 T T T 1
30 40 50 60 T0
Paco,
{(mmHg)

B+
r’=0,556
E p=0,002
= X 44
2°F
§-§
= 24
&
0 T T J
20 25 30 35
PaCoO,
(mmHg)
4-
r*=0,336
e p=0020
- 3._
sE
= E
15
P
& 1
l: L] LI 1
20 25 30 3s
HCO,
(mg/di)
5.
r?=0,312
4- [ p=0,047
52
§E°]
i}
oz,
i
£ 4.
0 T T 1
20 25 30 3as
Hco,
(mgy/dl)

Figura 27. Relacién de los micro-RNA exosomales con los parametros gasométricos en pacientes con obesidad
morbida y apnea obstructiva del suefio en la primera visita

HCOs: bicarbonato; P,CO3: presion parcial arterial de dioxido de carbono.
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5.1.4. Relacion de los micro-RNA exosomales con los parametros
antropométricos y bioquimicos

Para dar respuesta al objetivo nimero 2 sobre la relacion de los parametros antropométricos,
planteamos la realizaciéon de un analisis de regresion lineal tomando como variable
independiente los parametros antropométricos (IMC, los perimetros cervical y abdominal y
el indice cintura-cadera) y como dependiente la expresion relativa de cada uno de los miRNA
analizados. El miR146 fue el que mostré las relaciones mas llamativas, en especial con el
perimetro abdominal, como se puede ver en la Figura 28. El resto de los miRNA no

mostraron una relacion significativa con los parametros antropométricos.
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Figura 28. Relacién del miR146 con los pardmetros antropométricos en la primera visita

IMC: indice de masa corporal.

A continuacion, se estudiaron las relaciones en los grupos con y sin AOS. Aligual que ocurrié
en el conjunto de la muestra, la expresion del miR146 se vio afectada en ambos grupos de
pacientes (Figura 29). Este miRNA no mostré ninguna relaciéon con el IMC en los pacientes
sin AOS ni en los pacientes con AOS. El parametro antropométrico que mejor predijo la

expresion de este miRNA fue el perimetro abdominal.
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Figura 29. Relacion del miR146 con los parametros antropométricos en pacientes con obesidad mérbida (OM) sin y
con apnea obstructiva del suefio (AOS)

A: OM sin AOS. B: OM con AOS.

El analisis de regresion, utilizando como variables independientes la glucosa y la hemoglobina
glicosilada, no demostré ningun tipo de relacién en el conjunto de los pacientes con OM. Al
dividir la muestra, encontramos que en los pacientes con OM y AOS la expresion de miR34
disminufa 2 medida que aumentaba la concentracién tanto de glucosa (# = 0,850; p = 0,0001)

como de hemoglobina glicosilada (#* = 0,427; p = 0,041). En los pacientes con OM sin AOS
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no se encontraron relaciones significativas entre los parametros glucémicos y los miRNA en

estudio. Sin embargo, es interesante mencionar la relaciéon demostrada por el miR320,

aunque no alcance la significacion estadistica. Todos estos resultados se muestran en la Figura

30.
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Figura 30. Relacion del perfil glucémico con los micro-RNA exosomales en pacientes con obesidad mérbida (OM) con

apnea obstructiva del suefio (AOS) y sin AOS
A: OM con AOS. B: OM sin AOS.

A continuacion, se buscaron las relaciones existentes entre los parametros del perfil lipidico

y los miRNA en cada una de las visitas. En la primera visita, tanto en el conjunto de la
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muestra como en la comparacion entre pacientes con OM y AOS, se establecieron relaciones
significativas. Gran parte de esas relaciones fueron producto de la presencia de valores
extremos y desaparecieron al excluirlos. Las relaciones significativas encontradas se muestran

en la Figura 31.

Los niveles de HDL y apolipoproteina B no mostraron ninguna relaciéon con la expresion de
los miRNA en el conjunto de la muestra. E1 miR145 experimenté un descenso en su
expresion, tanto con el colesterol total (= 0,265; p = 0,016) como con las LDL (# = 0,217,
»=0,033). De igual modo, la expresion de miR146 se vio influida por los niveles de
apolipoproteina A (ApoA) (¥ =0,189; p = 0,037). Los niveles de triglicéridos también
influyeron de manera proporcional sobre la expresiéon de miR34 (#* = 0,271; p = 0,038).

En el analisis comparado de la muestra en la primera visita pudimos comprobar cémo los
pacientes con OM y AOS manifestaron estrechas relaciones de los parametros estudiados
con la expresion de dos de los miRNA (Figura 31). Una de ellas fue la relaciéon, directamente
proporcional, entre la concentraciéon de ApoA y la expresion de miR126 (* = 0,394;
p = 0,021). La otra relacién se establecié entre el colesterol total y la expresion de miR145.
En este caso, el sentido de esta correlacion fue inversamente proporcional, es decir, a medida
que aumentaba la concentraciéon de colesterol total disminufa la expresion de miR145
(7 = 0,423; p = 0,016). El grupo de pacientes con OM vy sin AOS no mostré diferencias en
relaciéon con ninguno de los parametros, y la mas proxima fue la hallada entre las HDL y el
miR146 (¥ = 0,395; p = 0,07).
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Figura 31. Relacion de los parametros lipidicos en el conjunto de la muestra de pacientes con obesidad moérbida (OM)
y en los pacientes con OM y apnea obstructiva del sueiio (AOS) durante la primera visita

A: Conjunto de pacientes con OM. B: OM con AOS.
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5.2. VISITA A LOS 6 MESES PRECIRUGIA: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON
PRESION POSITIVA CONTINUA EN LA ViA AEREA

5.2.1. Descripcion de la muestra en la segunda visita

Al igual que ocurrié en la primera visita, se establecieron diferencias significativas en los
pacientes con y sin AOS en los parametros antropométricos y la glucosa (Tabla 8). A
diferencia de la primera visita, aparecieron diferencias a favor de los pacientes con OM y sin
AOS en los valores de HDL y ApoA.

Tabla 8. Descripcién de la muestra en la segunda visita

Sin AOS Con AOS
n 9 15
IMC (kg/m?) 43+1,8 42,5+3
Perimetro cervical (cm) 41,6 +3,4 45,2 +4,1%*
Perimetro abdominal (cm) 127,4 +10,5 131,1+9,1*
indice cintura-cadera 0,93+0,11 0,99 £0,10*
Glucosa (mg/dl) 103,1+21,9 122,1 +34,1*
Hemoglobina glicosilada (%) 57+0,4 6,2+0,7
Colesterol total (mg/dl) 185,1 + 25,7 184,4 +32,7
HDL (mg/dl) 55,8+8,6 44,3 +£9,2 **
LDL (mg/dl) 104,3 £ 27 113,1+354
Triglicéridos (mg/dl) 124 + 28,8 135+39,3
ApoA (mg/dl) 167,8 £ 24,4 132,4 £ 22,6 **
ApoB (mg/dl) 99,6 +20,1 110,2
PCR (mg/dl) 0,62 £ 0,32 0,80+0,78

ApoA: apolipoproteina A; ApoB: apolipoproteina B; HDL: lipoproteina de alta densidad; IMC: indice de masa corporal;
LDL: lipoproteina de baja densidad; PCR: proteina C-reactiva. Valores expresados como media y desviacion estandar.
U de Mann Whitney; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Como podemos ver en la Tabla 9, el tratamiento con CPAP no produjo ningin cambio en

los parametros antropométricos ni bioquimicos. Por el contrario, en el grupo de pacientes
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con OM y sin AOS se produjo un incremento significativo de los parametros

antropométricos, a excepcion del IMC. También aumentaron los niveles de ApoA.

Tabla 9. Impacto tras 6 meses de tratamiento con presidn positiva continua en la via aérea sobre los parametros
antropométricos y bioquimicos

Con AOS (n=9) Sin AOS (n = 15)
VISITAALOS 6 VISITAALOS 6
VISITA BASAL MESES ) VISITA BASAL MESES )

PRECIRUGIA PRECIRUGIA
IMC (kg/m?2) 42 +£1,5 43,1+1,8 42 £3,1 42,53
Perimetro cervical (cm) 40,4 +4,2 41,6 +3,4 % 44,6 +4,1 452 +4,1
Perimetro abdominal (cm) 118,4 + 14,7 127,4+10,5* 127,8+12,8 131,1+9,1
indice cintura-cadera 0,87 +0,14 0,93+0,11 * 0,99 +,0,12 0,99 +0,10
Glucosa (mg/dl) 100,1+8,4 103,1+21,9 113+14,6 122,1+34,1
Hemoglobina glicosilada (%) 5,7+0,4 57+0,4 59+0,4 6,2+0,7
Colesterol total (mg/dl) 180,8 £26,2 185,1+25,7 186 +£29,3 184,4 +32,7
HDL (mg/dl) 53+8,6 55,8+ 8,6 46,9+11,6 44,3+9,2
LDL (mg/dl) 106,2 27,8 104,3 27 111+31,7 113,1+ 35,4
Triglicéridos (mg/dl) 107,5+389 124 £ 28,8 138,8 £59,4 135+£39,3
ApoA (mg/dl) 143,4 + 18 167,8 £24,4 * 137,2 £ 26,2 132,4+22,6
ApoB (mg/dl) 92,7 +20,5 99,6 +20,1 104,2 + 25,4 110,2 + 28,3
PCR (mg/dl) 0,86 + 0,61 0,62 +0,32 0,71 +0,45 0,80+0,78

HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; PCR: proteina C-reactiva; IMC indice de masa
corporal. Valores expresados como media y desviacion estandar. Wilcoxon; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

5.2.2. Evolucién en la expresidon de micro-RNA exosomales en la segunda
visita

A la hora de comparar los resultados entre los pacientes procedentes de EPIOSA vy

EPIMOOSA, hay una limitacién fundamental que se debe tener en cuenta, que es el desigual

periodo de seguimiento del tratamiento con CPAP (un afio en el grupo EPIOSA y 6 meses

en el grupo EPIMOOSA). Por ese motivo no se realiza la comparacion entre pacientes con

OM y pacientes sin OM.
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Tras el tratamiento con CPAP observamos como el miR16, el miR21, el miR126 y el miR320
vieron disminuida su expresiéon de manera significativa en los pacientes con AOS (Figura
32). EImiR223, que en la primera visita demostro tener una menor expresion en los pacientes
con OM y AOS, no vio modificada su expresion en la segunda visita por efecto de la CPAP.
Del mismo modo, los pacientes con OM y sin AOS no mostraron diferencias significativas

en la segunda visita.
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Figura 32. Variacidn de la expresion de miRNA exosomal entre primera y segunda
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En la segunda visita desaparecen las diferencias en la expresion del miR16, el miR21 y el
miR320 entre los pacientes con AOS y los pacientes sin AOS; se incrementa la diferencia en
la expresion de miR223 y aparece una diferencia en miR146. Como observamos en la Figura
33 la expresion de miR146 en los pacientes con AOS se reduce significativamente en la
mayoria de los pacientes. Este miRNA, en esa segunda visita, disminuye su expresion
(FC = 0,52; p = 0,004) en los pacientes con OM y AOS frente a los que no lo padecian. En
el caso del miR223, persiste la menor expresion en los pacientes con OM y AOS, pero no se
aprecian variaciones significativas entre la segunda y la primera visita, tanto en los pacientes

con AOS como en los pacientes sin ella.
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Figura 34. Variacion de la expresion de micro-RNA exosomal entre la primera y la segunda visita en los pacientes con
obesidad morbida (OM) sin apnea obstructiva del suefio (AOS) y con AOS en tratamiento con presidn
positiva continua en la via aérea (CPAP)

A: Diferencia de la expresion de miRNA en pacientes con AOS vy sin AOS. B. Evolucién de la expresion de miRNA en
pacientes con OM sin AOS. C. Evolucién de la expresion de miRNA en pacientes con OM y AOS. U de Mann Whitney (A)
y Wilcoxon (By C); * p<0,05; ** p<0,01.

En este punto pudimos comparar el efecto que el tratamiento con CPAP tuvo en los
pacientes con OM frente a los pacientes no obesos del estudio EPIOSA. No se pudieron
comparar todos los miRNA (sélo miR21, miR126, miR145, miR223 y miR320). Las
diferencias observadas en el grupo de pacientes con AOS no se alcanzaron en el grupo de

pacientes con AOS no obesos. Sin embargo, este grupo present6 un descenso significativo
en el miR145 (Figura 35).
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Figura 35. Efecto del tratamiento con presion positiva continua en la via aérea en pacientes no obesos sin apnea
obstructiva del suefio (AOS) y con AQS, y pacientes con obesidad mérbida (OM) sin AOS y con AOS

A: Pacientes no obesos sin AOS. B: Pacientes no obesos con AOS. C: Pacientes con OM sin AOS. D: Pacientes con OM y
AOS. En el grupo EPIOSA, la segunda visita ocurrié 12 meses después. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

5.2.3. Relacion de los micro-RNA exosomales con los parametros
antropométricos y bioquimicos

En la visita de los 6 meses, con el efecto de la CPAP en el grupo de pacientes con OM y
AOS desaparecieron las relaciones observadas en la primera visita, incluida la relativa al

miR146. Tampoco se observaron al segmentar la muestra en pacientes con y sin AOS.

En la visita de los 6 meses, durante los cuales los pacientes con OM y AOS habfan estado en
tratamiento con CPAP, aparecieron nuevas relaciones en el conjunto de la muestra que no
se habfan observado en la primera visita. Asi, se observdé cémo el incremento en la

concentracion de glucosa disminuy6, proporcionalmente, la expresion de miR16 (# = 0,165;
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p = 0,048), miR21 (* = 0,173; p = 0,047) y miR320 (> = 0,167; p = 0,046) (Figura 36). Estas

relaciones no se observaron en la primera visita.
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Figura 36. Relacién de la concentracion de glucosa con la expresién de micro-RNA exosomales en pacientes con
obesidad modrbida en la segunda visita

Pudimos comprobar que estas nuevas relaciones se sustentaron en los pacientes con OM y
sin AOS. Estos pacientes mantuvieron los resultados observados en el conjunto de la
muestra, tanto en el miR16 (#* = 0,568; » = 0,018) como en el miR320 (#* = 0,578; p = 0,017),
mientras que el miR21 se aproximé a la significacion estadistica, sin alcanzarla (#* = 0,435;
p = 0,053) (Figura 37). Los pacientes sin AOS también experimentaron nuevas conexiones
de la hemoglobina glicosilada con el miR16 (# = 0,516; p = 0,043) y el miR320 (#* = 0,545;
» =0,030).

Los pacientes con OM y AOS, tras el tratamiento con CPAP, tan solo demostraron una unica
correlacion positiva de la hemoglobina glicosilada, concretamente, con el miR145 (# = 0,477,

» = 0,044) (Figura 37).
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Figura 37. Relacion entre la expresion de micro-RNA exosomales y los pardametros del perfil glucémico en pacientes
con obesidad mérbida (OM) sin apnea obstructiva del suefio (AOS) y con AOS en la segunda visita

A: OM sin AOS. B: OM con AOS.
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En la segunda visita, el conjunto de la muestra mantuvo las relaciones establecidas en la
primera visita entre la concentraciéon de triglicéridos y ApoA con la concentracion de miR34
y miR146, respectivamente. Respecto a esta visita, desaparecieron las relaciones observadas
del colesterol total y las LDL con el miR145. Pero surgieron dos nuevas correlaciones que
vinculaban la concentracién de ApoA con la expresién de miR133 (# = 0,379; p = 0,033) y
miR223 (¥ = 0,383; p = 0,001) (Figura 38).
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Figura 38. Relacion de los parametros del perfil lipidico con la expresién de micro-RNA exosomales en el conjunto de
los pacientes con obesidad moérbida en la segunda visita

ApoA: apolipoproteina A.

Al analizar por grupos separados, vimos como las relaciones establecidas en la primera visita
en el grupo de pacientes con OM y AOS desaparecieron en esta segunda visita tras el

tratamiento con CPAP. Este grupo de pacientes no mostré ninguna relacion.

Por el contrario, el grupo de pacientes con OM y sin AOS presentaron los valores mas
llamativos en el analisis de regresion. E1 miR126 demostré estar influido negativamente por
la concentracién de colesterol total (# = 0,545; p = 0,023) y LDL (* = 0,589; p = 0,015); v,
positivamente, por la ApoA (¥ = 0,600; p = 0,023). Hallamos que la concentracién de los
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triglicéridos redujo la expresion de miR133 (# = 0,815; p = 0,013) y miR145 (¥ = 0,549;
p = 0,022) (Figura 39).

El otro miRNA que mas sufri6 la variacion de los parametros lipidicos en esta segunda visita
fue el miR34. El aumento de la concentraciéon de ApoA aumento la expresion de este miRNA
(# = 0,926; p = 0,0008). También observamos una relacién, de sentido contrario, con el
incremento de la concentracion de triglicéridos, es decir, el aumento de este parametro redujo
la expresion de miR34. En los pacientes con OM y AOS, el miR34 senala en esta direccion,

aunque no alcanza la significacion estadistica (Figura 39).
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Figura 39. Relacion de los parametros del perfil lipidico con los micro-RNA exosomales en pacientes con obesidad
mérbida (OM) sin apnea obstructiva del suefio (AOS) y con AOS en la segunda visita

ApoA: apolipoproteina A.
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5.3. VISITA A LOS 12 MESES POSTCIRUGIA: EFECTO DE LA CIRUGIA BARIATRICA

5.3.1. Descripcion de la muestra en la tercera visita

El principal cambio en esta dltima visita respecto a la primera fue la pérdida de peso, que fue
de 30,5 kg + 10,2 0 10,9 kg/m* * 3,8 y que representa un 25,7 % * 8,4 del exceso de peso.
Los pacientes con AOS experimentaron una mayor pérdida de peso, con una diferencia de
11,4 kg/m* + 4,5, lo que corresponde a una pérdida del 27,4 % + 9.4 del exceso de peso.
Los pacientes sin AOS perdieron 9,9 kg/m* + 2,01, lo que supone un 23,8 % + 4,8 del exceso

de peso. Las diferencias entre ambos grupos no alcanzaron la significacion estadistica.

En la dltima visita se repitieron el estudio del suefio y la gasometria arterial, asi como el
estudio del resto de las variables que se habfan analizado en las distintas visitas. Los resultados
del estudio del suefio demostraron el efecto que la pérdida de peso tuvo sobre el diagnéstico
de AOS. La prevalencia de AOS en la muestra se redujo a tan solo 3 individuos (12,5 %).
Como podemos ver en la Tabla 10, no aparecieron diferencias entre ambos grupos, aunque

en el grupo de pacientes con AOS tan solo quedaban 3 pacientes con este diagnéstico
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Tabla 10. Descripcion de la muestra en la Ultima visita

5. RESULTADOS

Con AOS Sin AOS
n 9 15
IMC (kg/m?2) 32,1+£2,5 30,5+£3,9
Perimetro cervical (cm) 37,1+3,4 38,9+4,6
Perimetro abdominal (cm) 103,4+7,9 102,9+11,2
indice cintura-cadera 0,88 +£ 0,09 0,94 £ 0,08
IAH (eventos/h) 2,2+1,7 9,5+ 14,5
CToo (%) 1,3+3,6 15,7 + 23,3
SatO, media (%) 94,7+ 1 93+2,2
pH 7,40 + 0,02 7,40 + 0,03
P.0O2 (mmHg) 74,2 £27,7 72,3+£26,9
P,CO; (mmHg) 43+2,8 43,2 4,7
HCOs (mEq/I) 27,2+2,8 269+1,6
Glucosa (mg/dl) 83,5+6,6 87,3+8,8
Hemoglobina glicosilada (%) 54+0,1 52+0,3
Colesterol Total(mg/dl) 188,2 + 31,3 174 + 46,4
HDL (mg/dl) 62,6 +13,4 53,9+ 14,5
LDL (mg/dl) 106 29,1 103 £39,2
Triglicéridos (mg/dl) 97,6 +30,7 84,4 +30,1
ApoA (mg/dl) 171,6 £ 29,3 155,4 + 38,3
ApoB (mg/dl) 90,2 £28,1 89,6 £29,8
PCR (mg/dl) 0,20 £ 0,15 0,45+0,78

ApoA: apolipoproteina A; ApoB: apolipoproteina B; CTqo: porcentaje de tiempo de tiempo con saturacion de oxigeno
por debajo del 90 %; HCOs: bicarbonato; IAH: indice de apneas e hipopneas; IMC: indice de masa corporal; P,CO:
presion parcial arterial de didxido de carbono; P,0,: presién parcial arterial de oxigeno; PCR: proteina C-reactiva; SatO5:
saturacion de oxigeno. Valores expresados como media y desviaciéon estandar. U de Mann Whitney; * p <0,05; **
p <0,01; *** p < 0,001.
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La pérdida de peso modifico tanto los parametros antropométricos como los gasométricos
y bioquimicos en ambos grupos respecto a la primera visita. Aunque en ambos grupos las
diferencias fueron estadisticamente significativas, fueron mucho mayores en el grupo de
pacientes con AOS (Tabla 11). En el anexo 8 se muestran las diferencias evolutivas con

respecto a la visita a los 6 meses precirugia.

Tabla 11. Impacto de la cirugia bariatrica en la Gltima visita respecto a la primera visita

Sin AOS (n=9) Con AOS (n =15)
VISITA VISITAALOS 12 VISITA VISITAALOS 12
BASAL MESES . BASAL MESES .
POSTCIRUGIA POSTCIRUGIA

IMC (kg/m?) 42+1,5 32,1+2,5*** 42 £3,1 30,5 +3,9 *¥**
Perimetro cervical (cm) 40,4 +3,4 37,1+ 3,4 *** 44,6 +4,1 38,9+ 4,6 ***
Perimetro abdominal (cm) 118,4 + 14,7 103,4 + 7,9 *** 127,8+12,8 102,9 + 11,2 *¥**
indice cintura-cadera 0,87+0,14 0,88 £ 0,09 0,99+0,12 0,94+0,08 *
IAH (eventos/h) 45+3 2,217 35,5+21,7 9,5+ 14,5 ***
CToo (%) 1,7+1,7 1,3£3,6 30,4 £23,9 15,7 £23,3 *
SatO, media (%) 94,3+1,1 94,7+1 91,2+2,1 93+2,2*
Glucosa (mg/dl) 100,1+8,4 83,5+6,6 ** 113 +14,6 87,3+8,8 ¥**
Hemoglobina glicosilada (%) 5,7+0,4 54+0,1* 59+0,4 5,2+0,3 ***
Colesterol Total(mg/dl) 180,8 + 26,2 188,2 + 31,3 186 +£ 29,3 174 £ 46,4
HDL (mg/dl) 53+8,6 62,6 +13,4 * 46,9 £11,6 53,9+ 14,5 *
LDL (mg/dl) 106,2 + 27,8 106 +29,1 111 +31,7 103 £ 39,2
Triglicéridos (mg/dl) 107,5+ 38,9 97,6 £30,7 * 138,8 +59,4 84,4 + 30,1 ***
ApoA (mg/dl) 143,4+18 171,6 + 29,3* 137,2 £ 26,2 155,4 +38,3 *
ApoB (mg/dl) 92,7+£20,5 90,2 +£28,1 104,2 254 89,6 +29,8 *
PCR (mg/dl) 0,86 £ 0,61 0,20 £ 0,15 ** 0,71+0,45 0,45+0,78 *

ApoA: apolipoproteina A; ApoB: apolipoproteina B; CTqo: porcentaje de tiempo de tiempo con saturacion de oxigeno
por debajo del 90 %; HCOs: bicarbonato; HDL: lipoproteina de alta densidad; IAH: indice de apneas e hipopneas; IMC:
indice de masa corporal; LDL: lipoproteina de baja densidad; P,CO,: presidon parcial arterial de diéxido de carbono;
P.O,: presion parcial arterial de oxigeno; PCR: proteina C-reactiva; SatO,: saturacion de oxigeno. Valores expresados
como media y desviacidn estandar. Wilcoxon; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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5.3.2. Evolucién de la expresidon de micro-RNA en la ultima visita

En la dltima visita desaparecen las diferencias entre el grupo de pacientes con AOS y el grupo
de pacientes sin AOS. A diferencia de lo ocurrido entre la primera y la segunda visita, entre
la segunda y la dltima visita tan solo aparece el incremento significativo en la expresiéon de
miR146 (Figura 40). Este miRNA recupera su expresion de la primera visita. Las diferencias

tan solo acontecen en el grupo de pacientes con AOS.

La variacién de la SatO» media, dentro los parametros del suefio, fue el tnico que demostro
una relacion significativa con la diferencia en la expresion de miR145 y miR16 (FC de la
primera visita y FC de la dltima visita). En el caso del miR145, el incremento relativo de
SatO; media se tradujo en un mayor descenso de este miRNA. El miR16 experiment6 una
relacion similar, aunque de sentido contrario, es decir, el incremento de SatO, media aument6
el miRNA. Ia variaciéon de los parametros antropométricos, en concreto del perimetro
abdominal, fue lo que mas influyé en la variacién tanto del miR21 como del miR223 y el
miR320 (Figura 41). La expresion de miR223 también se ve influida por la pérdida de peso
(IMC).
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Figura 40. Evolucion de la expresion de micro-RNA en las distintas visitas en los pacientes con obesidad mérbida sin
apnea obstructiva del suefio (AOS) y con AOS. Efecto del tratamiento con presion positiva continua en la
via aéreay cirugia bariatrica

A: OM sin AOS. B: OM con AOS. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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RNA

SatO;: saturacion de oxigeno.

En el grupo de pacientes sin AOS, la reduccion en el IAH implicé un aumento tanto del
miR16 como del miR320. Dentro del grupo de pacientes con AOS, el aumento de la SatO»
media fue la variable que mejor predijo el incremento de miR145 y miR223. En este grupo

de pacientes, cuanto mayor fue la pérdida de perimetro abdominal mayor fue el incremento
de miR21 y miR320 (Figura 42).
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Figura 42. Relacién de la variacidn relativa de los parametros del suefio tras la cirugia bariatrica y los cambios en la
expresion de micro-RNA en pacientes con obesidad mérbida (OM) sin apnea obstructiva del suefio (AOS) y

con AOS

IAH: indice de apneas e hipopneas; SatO,: saturacion de oxigeno. A: OM sin AOS. B: OM con AOS.
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5.3.3. Relacion de los micro-RNA exosomales con los parametros
antropométricos y bioquimicos

En la Gltima visita, un afio después de la CB y con la pérdida de peso conseguida, observamos
algunas relaciones no expresadas en la primera visita. Esas relaciones aparecen unicamente
con el miR223 (Figura 43). Vemos cémo el aumento en el IAH se traduce en una menor
expresion de miR223, mientras que el aumento de la SatO, aumenta la expresién de este
miRNA. El resto de los miRNA no mostraron relacién en esta ultima visita con ninguno de

los parametros de la poligrafia nocturna.

3 31
¢ r?=0,161 - ®  ?=0298
& p=0,051 & e  P=0,007
5& S & 21
= @ E. g
ez =
i w s 14
i 1]
o e
, 0 r , )
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Figura 43. Relacion de la expresion del miR223 exosomal con los pardmetros del suefio en la ultima visita

IAH: indice de apneas e hipopneas; SatO,: saturacién de oxigeno.

Tras la pérdida de peso inducida por la CB, a diferencia de lo ocurrido en las visitas previas,
el IMC mostr6 relaciones significativas con el miR16, el miR21 y el miR223 (Figura 44). En
la Gltima visita, la pérdida de peso redujo el IAH y tan solo 3 pacientes mantuvieron un IAH
por encima de 10, motivo por el cual se decidié no realizar un analisis de regresion con los
grupos con AOS y sin AOS. En esta ultima visita no se establecen conexiones entre los

parametros de la gasometria arterial y los miRNA analizados.
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Figura 44. Relacion de la expresion de micro-RNA exosomales con los pardmetros antropométricos en la ultima visita

IMC: indice de masa corporal.

Tras la pérdida de peso 12 meses después de la CB, se establecieron llamativas relaciones en

el conjunto de la muestra. En esta visita la glucosa no mostro relaciones con ninguno de los

miRNA en estudio. El incremento de la hemoglobina glicosilada tras la pérdida de peso se

relacioné con un descenso de distintos miRNA: miR133 (* = 0,352; p = 0,025), miR145
(7 = 0,199; p = 0,042) y miR146 (* = 0,208; p = 0,028) (Figura 45). En esta tercera visita,
cabe mencionar la relaciéon de la hemoglobina glicosilada con el miR223, que no alcanz6 la

significacion estadistica al retirar los outliers (¥ = 0,127; p = 0,069). Dado que al finalizar la

prueba solo hubo 3 pacientes con AOS, no se buscaron las relaciones en este grupo.
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Figura 45. Relacidn de los pardmetros del perfil glucémico con micro-RNA exosomales en la ultima visita

En la dltima visita pudimos observar cémo los niveles de colesterol se relacionaron
significativamente con la expresion de miR145 (# = 0,228; p = 0,028), con un sentido
inversamente proporcional, es decir, a medida que aumentaba la concentracién de colesterol
total, disminuia la expresion de miR145. Con este miRNA observamos una relacion similar,
en el limite de la significacién estadistica, con la concentracion de ApoA (¥ = 0,179;
2 = 0,050). El incremento de los triglicéridos disminuy6 la expresion de miR320 (# = 0,242;

p =0,017). Todas las relaciones se muestran en la Figura 46.

La ApoA, que en otras visitas demostr6 correlaciones con algunos miRNA, en esta ocasion
no lo hizo; aunque destacamos las observadas con el miR21 (¥ = 0,158; p = 0,055) y el
miR146 (# = 0,151; p = 0,06) (resultados no representados en las graficas). Al igual que ha
ocurrido con el resto de los parametros, no se pudo realizar el analisis comparativo entre los

pacientes con AOS y sin AOS.
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Figura 46. Relacidn de los parametros del perfil lipidico con la expresién de micro-RNA exosomales en la uUltima visita

ApoA: apolipoproteina A.
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6. DISCUSION

6.1. INTERPRETACION GENERAL

Con este trabajo hemos demostrado, por primera vez, que en pacientes con OM la expresion
de miRNA exosomal circulante varia en funciéon de la coexistencia de AOS. También hemos
evidenciado que el tratamiento con CPAP y CB modifica dicha expresion. El objetivo de esta
tesis era conocer la influencia que la AOS tiene en los pacientes con OM sobre determinados
miRNA exosomales relacionados con la aterosclerosis. Dado que los pacientes incluidos
procedian de una lista de espera quirurgica de CB, se hizo un seguimiento hasta un afio
después esa intervencion. De esta forma, se pudo analizar el impacto que sobre esos miRNA

tenfan el tratamiento con CPAP y la pérdida de peso inducida por la CB.

Hasta la fecha, este es el primer estudio que analiza las diferencias existentes a nivel
epigenético entre pacientes con OM con y sin AOS y el impacto que los distintos
tratamientos de esas entidades tienen sobre la expresion de una baterfa de miRNA

exosomales relacionados con la aterosclerosis.

La prevalencia de AOS en nuestra muestra estd proxima al 60 % y, aunque se encuentra
dentro del rango descrito en la literatura, se sitda por debajo de lo habitualmente publicado
(207-212). Tanto en nuestro estudio como en las publicaciones de pacientes con OM
pendientes de CB la mayoria son mujeres (85). En pacientes no obesos, el sexo femenino se
ha relacionado con un menor riesgo de AOS (3, 7, 209). Pero en las pacientes con OM se
presentan prevalencias de hasta el 86 % (211), aunque no se traduce en una equiparacion del
riesgo entre ambos sexos (213). La elevada prevalencia de AOS y sus potenciales efectos
adversos sumatorios sobre la morbimortalidad de la OM obligan a realizar un cribado de

AOS (214).

La edad, tanto de nuestra muestra como en los estudios analizados, resulta superior en los
pacientes con AOS. Entendemos que la menor prevalencia de AOS en nuestra muestra no
se debe al nimero de mujeres incluidas ni a la edad. Achacamos esas diferencias a los criterios
de inclusién y exclusion, que implicaban la seleccion de pacientes que nunca se hubieran

sometido a un estudio del suefio o que no estuvieran en tratamiento con CPAP.
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6.2. INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO EN LA
CARGA DE MICRO-RNA EXOSOMAL

En la primera visita, los parametros de la poligrafia estan conectados con el miR16 y con el
miR145. El primero ve aumentado su expresion a medida que aumenta el IAH, mientras que
el aumento de la SatOsse traduce en una menor expresion. Una situacion similar ocurre con
el miR145, aunque en esta ocasién lo hace con el CTy en lugar del IAH y con un sentido
contrario. De la misma forma, cuanto mayor fue la SatO, media, mayor fue la expresion de
miR145. En el caso del miR16, parece estar influido por la HCI propia de los pacientes con
AOS, mientras que el miR145 parece estar ligado a la hipoxemia sostenida propia de la
obesidad y la AOS. En un modelo canino de AOS, el descenso en la expresion de miR145

en las células endoteliales indujo fibrosis en la pared adrtica (215).

Los pacientes con OM y AOS presentaron unas diferencias significativas en el miR16, el
miR126, el miR223 y el miR320. El miR223 presenté una menor expresion en los pacientes
con OM y AOS respecto a los pacientes con OM y sin AOS, mientras que los otros tres
miRNA experimentaron una expresion de entre 1,8 y 2,1 veces superior a la de los pacientes
con OM y sin AOS. El incremento del miR320e en pacientes con AOS grave (IAH > 30) ha
sido descrita en un estudio de casos-controles sobre pacientes varones con obesidad tipo 1
(216). Por otro lado, el miR320b, junto con el miR126-3p, presenta una menor expresiéon en

sujetos con AOS con y sin HT'A frente a individuos sanos (217).

Al miR16 se le atribuye un papel antiapoptético en procesos tumorales (218). Se ha estudiado
su comportamiento 7z vitro en situaciones de hipoxia y reoxigenacion sobre cultivos celulares
de miocardiocitos. Dichos episodios desencadenan una sobreexpresion de miR16 que
aumenta la apoptosis celular al inhibir la ¢ytokine-induced apoptosis inhibitor 1 (CIAPIN1) y
aumentar la via del NF-kB (182). En nuestros pacientes con OM y AOS se encuentra
sobreexpresado, hecho que podtia contribuir a los efectos deletéreos que la HCI tiene en

estos pacientes.

La menor expresion de miR223 en pacientes con OM y AOS no se ha descrito en otros
estudios clinicos. No obstante, en estudios 7 vitro e in vivo en los que se analiza el efecto de
la hipoxia crénica en cultivos celulares de musculo liso de arteria pulmonar y en ratones se
ha observado que el estimulo hipdéxico desencadena un descenso en la expresion de miR223,
lo que favorece el remodelado y el engrosamiento de la musculatura lisa vascular pulmonar

(190).
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Una vez establecidas las diferencias entre pacientes con OM con y sin AOS, el siguiente paso
consistié en analizar el impacto de las distintas comorbilidades cardiovasculares: HT'A, DLP
y DM. La escasa prevalencia de las dos ultimas entre pacientes sin AOS hace imposible el
analisis; por el contrario, encontramos diferencias en la expresiéon del miR126 y el miR320

en pacientes hipertensos con y sin AOS.

En un estudio sobre 30 pacientes (15 normotensos y 15 hipertensos) sin otras
comorbilidades, se observa como la expresion de miR126 es menor en el grupo de
hipertensos y disminuye a medida que aumenta la tensién arterial sistolica (219). La expresion
de miR126 en células mononucleares en sangre periférica de pacientes hipertensos esta
disminuida frente a controles no hipertensos (220), es decir, el incremento de la tensién
arterial disminuye la expresion de miR126. En el trabajo de Yang ¢ a/ se investigo si la
expresion de miR126 era diferente en pacientes con AOS con y sin HTA (217). En dicho
estudio se analizan tres grupos de pacientes no obesos (el IMC mas alto es inferior a
26 kg/m?®): controles sanos y pacientes con AOS con y sin HTA. Los autores de ese estudio
concluyen que hay un descenso en la expresion de miR126 circulante en ambos grupos de
pacientes y, por tanto, serfa independiente de la presencia de HT'A. Planteamos ademas una
limitacién importante de este estudio, y es que tan solo informan de las diferencias respecto

al grupo control, pero no entre pacientes con AOS y HTA y pacientes con AOS pero sin

HTA.

En nuestra revision no hemos encontrado ningun articulo que vincule la HTA con el
miR320. No obstante, en el articulo de Karolina e a/. (221) se analiza el comportamiento de
una baterfa de miRNA, entre los que se encuentra el miR320, en individuos sanos y pacientes
con sindrome metabdlico, DLP, DM o HTA. En este estudio encuentran que el miR320
forma parte del c/uster de miRNA relacionados con la DM, pero no con la HTA. En el trabajo
de Yang ez al. (217), con las limitaciones ya descritas, también se encontr6é que la expresion
de miR320 circulante estaba disminuida en pacientes con AOS sin HT'A respecto a los
controles sanos, pero no en los pacientes con AOS hipertensos. De este modo, planteamos
que el resultado en nuestro trabajo pueda deberse al efecto que la DM tiene sobre la
expresion de miR320, mas alld del resultado de la presion arterial elevada. En nuestra
muestra, los pacientes con HT'A y DM presentan una mayor expresion de miR320 exosomal
circulante que aquellos sin DM, estos hallazgos se observan también en los miR16 y miR126

(anexo 9).

Por dltimo, pudimos comparar la expresion de los miRNA exosomales en pacientes con OM
frente a pacientes sin OM del estudio EPIOSA (206). El miR21, el miR145 y el miR223

presentan diferencias significativas en su expresion en pacientes con y sin OM. Pero son el
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miR320 y el miR126 los que arrojan las mayores diferencias (anexo 10). Aunque los miRNA
que se han estudiado son los mismos en ambos grupos, los experimentos para su analisis,
aunque han seguido la misma metodologia, son distintos. Este hecho podtia justificar las
diferencias tan elevadas observadas en las tasas de cambio. Para dilucidar definitivamente st
la obesidad tiene un papel fundamental en la expresiéon de estos y otros miRNA exosomales,

se hace necesario analizarlos con la misma metodologfa.

6.3. INFLUENCIA DE LA APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO SOBRE LA RELACION
DE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS Y BIOQUIMICOS CON LA
EXPRESION DE MICRO-RNA EXOSOMAL CIRCULANTE

El analisis de los parametros antropométricos demostré que los que mas relacion guardan
con la obesidad (perimetro abdominal e indice cintura-cadera) establecieron las mejores
relaciones con la expresion del miR146, independiente de la coexistencia de AOS. Los
parametros antropométricos influyeron de manera determinante en la expresiéon de un
miRNA en concreto, el miR146. En el estudio de regresion lineal vimos cémo a mayor
perimetro cervical, indice cintura-cadera y, en especial, perimetro abdominal, la expresion de
miR146 disminufa. Este efecto se mantuvo tanto en el grupo de pacientes con AOS como
en el de los pacientes sin AOS, por lo que su presencia no afecta a la expresion de dicho
miRNA.

El miR146 se ha relacionado con la obesidad, asi como con procesos antiinflamatorios y
aterogénicos (222, 223). Pero esta relacion ha arrojado resultados contradictorios. El trabajo
llevado a cabo por Hijmans ez al. (224) sobre 45 pacientes sanos (15 no obesos, 15 con
sobrepeso y 15 obesos) demostré que los pacientes con obesidad y sobrepeso presentaban
una menor expresion de RNA total en suero. Establecen ademas una relacién negativa con
el IMC, pero no encuentran relacion ni diferencias en su expresion en funcion del perimetro
abdominal. Otro estudio (225), sobre nifios y adultos asiaticos obesos, para buscar miRNA
de riesgo de padecer DM en al edad adulta, demostrd una relacion positiva entre el IMC y 1a
expresion de miR146a y miR146b, con una sobreexpresion de estos en los nifios obesos en
comparacion con los controles no obesos, asi como en los adultos no obesos con DM. Los
resultados de nuestro estudio siguen la linea del trabajo de Hijmans, si bien en nuestro caso
no se logra alcanzar la significacién estadistica entre el IMC y la expresion de miR146, pero

si con el resto de parametros antropométricos.

En sintesis, en pacientes con OM existe una relacién significativa entre el perimetro

abdominal y la expresién de miR146. Esta relacion es independiente de la existencia de AOS.
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En nuestro estudio no hemos encontrado ninguna relacion entre el perimetro cervical y la

expresion de miRNA exosomal.

Proseguimos el andlisis con los parametros gasométricos. Vimos cémo los valores
relacionados con la hipoventilaciéon (P.CO; y bicarbonato) estaban vinculados con el miR16
y el miR21 en el conjunto de la muestra. Tan solo los pacientes con OM y AOS mantuvieron
esas relaciones y, ademas, afiadieron la influencia de la concentraciéon de bicarbonato sobre
el miR320 (con la P,CO, no se alcanzé la significacion estadistica). Esos miRNA ven

aumentada su expresion a medida que se incrementa la P,CO: y el bicarbonato.

El siguiente punto del analisis lo constituyen las relaciones observadas de la expresion de
miRNA con los parametros del perfil glucémico. El 60 % de los pacientes con AOS
presentaban DM, mientras que tan solo un paciente (11,1 %) del grupo sin AOS era
diabético. Los parametros utilizados para analizar la DM fueron la glucosa y la hemoglobina

glicosilada.

De nuestro analisis se desprende que, en aquellos individuos en los que coexisten OM y
AOQOS, el incremento en la concentraciéon de glucosa y hemoglobina glicosilada aumenta la
expresion de miR34. Los pacientes con OM pero sin AOS no mostraron esta relacion, y el
conjunto de pacientes con OM tampoco. Otros investigadores han analizado el papel de los
miRNA circulantes o extracelulares en la obesidad, los estados prediabéticos y la DM
insulinodependiente y no insulinodependiente. Dentro de la baterfa de miRNA, la

sobreexpresion de miR34 se ha observado en pacientes obesos o en situaciones de DM (220).

En la primera visita pudimos comprobar como los niveles de glucosa y hemoglobina
glicosilada se relacionaron con el miR21, el miR146 y el miR320. El incremento tanto de la
glucosa en ayunas como de la hemoglobina glicosilada dio lugar a un descenso en la expresion
de miR21 en el grupo de pacientes sin AOS, si bien las diferencias no alcanzaron la
significacion estadistica. El miR21 se ha relacionado con los estados prediabéticos y con la
DM tipo 2; sin embargo, su relacién con los parametros del perfil glucémico no se ha podido

determinar en un sentido o en otro (226).

De igual forma, tanto el miR146 como el miR320 vieron reducida su expresiéon a medida que
aumentaban los valores de hemoglobina glicosilada sin alcanzar la significacion estadistica.
Al igual que el miR21, la relacién de ambos con la DM (prediabetes y DM tipo 2) también

se ha documentado, aunque tampoco se ha aclarado la direccion de esta relacion (220).

Para terminar el analisis del perfil glucémico, queremos incidir en las limitaciones que

presenta nuestro estudio debido al escaso numero de pacientes incluidos, en especial en el
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grupo de pacientes con OM y AOS y sin DM. No obstante, podemos concluir que la
coexistencia de OM y AOS influye en los parametros del perfil glucémico y su relacién con
el miR34.

Dentro del marco del analisis de las relaciones entre el miRNA exosomal y los parametros
bioquimicos, continuamos con el analisis del perfil lipidico. Los pacientes con AOS no
presentaron diferencias significativas en los parametros analizados del perfil lipidico ni en el
grupo de quienes acudieron a la primera visita ni entre quienes completaron todo el estudio.
No obstante, las diferencias no fueron homogéneas en todos los parametros. En el caso de
la ApoA, vimos que los pacientes con AOS que completan el estudio tenian menor cantidad
de esta proteina que los pacientes sin AOS; por el contrario, en el grupo de pacientes que no
completan el estudio esta relacion se invierte. Esta diferencia resulta dificilmente explicable,
ya que lo esperable (tanto por los datos encontrados en la bibliografia como por la relacion

entre la AOS y la aterosclerosis) es que los niveles de ApoA sean superiores en los pacientes
sin AOS (227, 228).

Nuestro analisis demuestra que el incremento en la concentracioén de colesterol total y LDL
se traduce en un descenso en la expresion de miR145. Un experimento analizé el efecto de
las fuerzas de cizallamiento, factor proaterogénico, sobre la expresion de miR143/145 en
cultivos de células endoteliales humanas y de musculo liso. En él se observé que dicho
estimulo induce, por un lado, una mayor expresion del complejo miR143/145 y, por otro,
mayor empaquetamiento exosomal de ese complejo de miR143/145, cuyo destino son las
células de la musculatura lisa vascular de proximidad. Una vez en su interior, inducen
cambios fenotipicos en la célula de musculo liso y la protegen de la formacioén de placas de
ateroma (229). Nuestros resultados sefalarfan la direccion marcada en este ultimo trabajo, ya
que el aumento de colesterol total y LDL, ambos factores proaterogénicos, se traduce en una
menor expresion de miR145 exosomal circulante. En ese sentido, vimos cémo esta relacion,
esta vez tan solo entre el colesterol total y el miR145, tan solo se observo en el grupo de

pacientes con AOS.

Para terminar el analisis del perfil lipidico en la primera visita, estudiamos el papel de la ApoA.
Esta lipoproteina es el principal componente de la HDL, lo que hace que el aumento en su
concentracién se considere un efecto positivo y ateroprotector. En nuestras observaciones
comprobamos cémo el aumento en la concentraciéon de ApoA se tradujo en una ampliacion

en la expresion del miR146 en el conjunto de la muestra; y, en el grupo de pacientes con
AQOS, del miR126.
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El miR146 tiene una actividad antiinflamatoria (171, 179). Los estudios de Cheng ez a/. (101,
171) sefialan la accién inhibidora sobre el NF-uB, entre otras, como responsable de este
efecto antiinflamatorio. Esos estudios afirman que la sobreexpresion de miR146 aparece
como respuesta al incremento de citocinas proinflamatorias, actia, como dicen Cheng ef /.
(101), como un «frenow. La expresion de miR146 esta aumentada en las células endoteliales
del fenémeno aterogénico (230). Dicho incremento se entiende como un mecanismo de

respuesta para controlar la inflamacién que lleva a la formacion de la placa de ateroma.

El otro miRNA que mostré una relacién significativa con la ApoA fue el miR126, que
aumenta con el incremento de los niveles de ApoA en el grupo de pacientes con OM y AOS.
La expresion de miR126 desempefia un papel antiinflamatorio y ateroprotector (231). La
relacion de este miRNA con las lipoproteinas se ha estudiado en el contexto del papel que
esas moléculas, en concreto las HDL, adquieren como transportadores de miRNA (118, 232,

233).

De las evidencias mostradas por los miRNA exosomales y los parametros del perfil lipidico,
podemos concluir que la coexistencia de OM y AOS induce un vinculo entre ambos, que no

se da en pacientes sin AOS.

6.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PRESION POSITIVA CONTINUA EN LA ViA
AEREA SOBRE LA CARGA DE MICRO-RNA EXOSOMAL

En nuestro estudio, como vimos en la Figura 32, los pacientes con AOS que han estado en
tratamiento con CPAP experimentaron un descenso significativo de los miRNA exosomales:
el miR16, el miR21, el miR126 y el miR320. Este hecho no se puso de manifiesto en el grupo
de pacientes sin AOS. Dicha variaciéon en la expresion de los miRNA, inducida por el
tratamiento con la CPAP, hizo que, en esta segunda visita, desapareciesen las diferencias
observadas en la primera visita entre los pacientes con AOS y sin AOS. El efecto que el
tratamiento con CPAP tiene sobre los exosomas y la expresion de miRNA circulante ya se
ha estudiado (187, 234-237). Los trabajos procedentes del estudio HIPARCO (187, 2306)
demostraron que con 3 y 6 meses de tratamiento con CPAP ya se producifan variaciones
significativas en ellos. Aunque los resultados sefalan en la misma direccién hay que tener en
cuenta que el estudio HIPARCO analiza miRNA libre circulante mientras que el nuestro lo

hace con miRNA contenido en los exosomas.

Como se acaba de comentar, el efecto positivo del CPAP sobre la expresion de miRNA
circulante ya se ha descrito. No obstante, tan solo en dos de esos trabajos se analiza el efecto

que la CPAP tiene en pacientes con OM (235, 237). Ambos estudios tienen como objetivo
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principal analizar el comportamiento de los exosomas circulantes en sujetos con sindrome
de hipoventilacién y obesidad y, aunque evidencian diferencias en ellos, tan solo el trabajo
de Bhattacharjee ef a/. (237) aporta informacion sobre el contenido que transportan. Este
trabajo, llevado a cabo sobre 12 pacientes, en su mayoria afroamericanos, indica que el
tratamiento con un dispositivo de CPAP o de bipresién positiva en las vias respiratorias
(bilevel positive airway pressure, BIPAP) modifico la expresion de los miRNA exosomales, entre
los que se encontraba el miR16. Estos hallazgos, junto con los trabajos citados en el parrafo

anterior, validan nuestros resultados.

Pudimos comparar el efecto de la CPAP en pacientes con y sin OM gracias a los pacientes
del estudio EPIOSA. Vemos cémo el tratamiento con CPAP en pacientes con OM modifica
un mayor numero de miRNA exosomales (miR21, miR126 y miR320), mientras que en el
grupo de pacientes de EPIOSA el tratamiento con la CPAP tan solo modifica la expresion
del miR145. Este punto merece un comentario aparte, ya que, en el estudio original, los
pacientes del grupo con AOS se subdividen en cuatro grupos: AOS con aterosclerosis
subclinica y sin ella y con tratamiento con CPAP y sin él. En los pacientes con AOS sin
aterosclerosis tratados con CPAP se modifica la expresion de miR320 (206). Estas diferencias
vienen determinadas por las caracteristicas basales de ambos grupos y el efecto de la obesidad

sobre la expresion de miRNA exosomales.

También fue objeto de analisis la modificacion en los parametros antropométricos y
bioquimicos a los 6 meses, tanto en pacientes con AOS como en pacientes sin AOS. En la
visita de los 6 meses observamos cémo el grupo de pacientes que estaba en tratamiento con
CPAP mantuvieron sus parametros antropométricos. Este hecho no ocurrié con los
pacientes que no padecian AOS, quienes experimentaron un incremento significativo en
todas las medidas, a excepcion del IMC. El IMC en este grupo de pacientes aumento
1,1 kg/m? sin alcanzar la significacién estadistica. El efecto que el tratamiento de la AOS con
CPAP tiene sobre el IMC ya se ha estudiado. En este sentido, el trabajo de Myllyla e a/. (238)
demuestra que la adherencia al tratamiento con CPAP no evita la ganancia ponderal en
pacientes con OM, pero si que consigue atenuarla. Otros estudios han demostrado que el
uso de CPAP no es capaz de reducir el IMC y que incluso lo puede aumentar con respecto
al placebo (sham CPAP) (239, 240). El objetivo principal de nuestro estudio no fue analizar
el efecto concreto de la CPAP sobre los parametros antropométricos, pero en los que la

utilizaron no se produjo esa ganancia ponderal.

Al igual que en la primera visita, comenzamos el analisis de los parametros bioquimicos con
el perfil glucémico. La glucosa se mantuvo constante en ambos grupos en la segunda visita.

Por el contrario, la hemoglobina glicosilada aumenté en los pacientes con AOS sometidos a
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tratamiento con CPAP. Pese a la evidente relacion existente entre AOS y DM, el tratamiento
del primero no parece alterar ni el nivel de glucemia en ayunas ni la hemoglobina glicosilada,

aunque si que parece reducir la resistencia a la insulina (241, 242).

Tres de los miIRNA (miR16, miR21 y miR320) que experimentaron un descenso significativo
por la accion de la CPAP mostraron novedosas relaciones con los niveles de glucosa en el
conjunto de la muestra. El incremento en la concentracion de glucosa disminuyo la expresion
de estos miRNA. El grupo de pacientes con OM sin AOS, a diferencia de lo observado en
la primera visita, dio cuenta de novedosas relaciones. En este grupo el miR16 y el miR320
disminuyeron su expresion a medida que aumentaba la concentracion tanto de glucosa como

de hemoglobina glicosilada.

En el grupo de pacientes con OM y AOS desaparece la relacion observada en la primera
visita entre el miR34 y los parametros del perfil glucémico. Ademas, este grupo de pacientes
experimenté un incremento de la expresion de miR145 a medida que aumentaron los niveles
de hemoglobina glicosilada. Este miRNA ha sido relacionado con el diagnéstico de
disfuncién de células B pancreaticas en pacientes no diabéticos que acabaron desarrollando
una situacion de pre-DM tipo 2 a los 3 afios (243). De esta forma, el miR145, junto con otros
miRNA (como el miR21 o el miR223, entre otros), actuarfan como predictores, muy

precoces, del riesgo de padecer DM.

En resumen, vemos cémo el tratamiento con CPAP actia de manera determinante sobre la
relacion de los miRNA exosomales y su relacion con los parametros del perfil glucémico

estudiados.

Los parametros del perfil lipidico también mostraron diferencias llamativas que pasamos a
discutir a continuacioén. Los individuos con OM y sin AOS experimentaron un aumento
significativo en la concentracion de ApoA respecto ala primera visita. Achacamos este hecho
al tratamiento con hipolipemiantes, ya que en la primera visita tan solo un paciente del grupo
sin AOS usaba estos farmacos y, en esta segunda visita lo hacen 4 pacientes mas. Uno de los

efectos del tratamiento con estatinas es el aumento en la concentracion de ApoA (244-2406).

En esta segunda visita se actualizan las relaciones entre los parametros del perfil lipidico. El
miR223 presenta una relacion significativa con los niveles de ApoA en la segunda visita, tan
solo en el conjunto de la muestra. Gracias a los trabajos de Vickers ez 4/, conocemos el papel
que este miRNA juega en la homeostasis del colesterol, asi como su unién con las moléculas
HDL para su transporte (119, 247). En sus experimentos sobre cultivos de hepatocitos

humanos, describe cémo la sobreexpresion de miR223 inhibe la biosintesis de colesterol, asi
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como su captacion, y favorece la salida a través del ATP binding casette transport A1 (ABCTAT).
Esta via de salida hace que el colesterol se una a la ApoAl, favoreciendo, por tanto, la

formacién de HDL, tanto en los hepatocitos como en los macréfagos cargados de lipidos
del tejido periférico (248).

También vimos como el miR146 aumentaba su expresion con el incremento de ApoA en los
pacientes con OM y sin AOS. En los experimentos con ratones que no expresaban miR146,
mas alld de las diferencias en la formacion de placa frente a aquellos que si lo expresaron,
encontraron que aumentaban los niveles de citocinas proinflamatorias circulantes, como
TNF-« o IL-06; se alteraba la produccion, en la médula 6sea, de células aterogénicas (descenso
de monocitos Ly6", neutréfilos y células T con efecto proaterogénico; incremento de
monocitos Ly6" con efecto protector); y disminufan los niveles de todo el perfil lipidico, en

especial de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y LDL (101).

La relacién del miR34 con los triglicéridos se invirtié respecto a la primera visita. Antes de
iniciar el tratamiento con CPAP, la relacién positiva se dio en el conjunto de la muestra. Sin
embargo, en esta segunda visita, el aumento en la concentracion de triglicéridos disminuyé
la expresion de miR34. En esta ocasion, esta relacion se vio tanto en el conjunto de la muestra
como en el grupo de pacientes sin AOS; ahora bien, el grupo de pacientes con AOS y en
tratamiento con CPAP exhibe una relacién en el mismo sentido que los pacientes sin AOS,
pero sin alcanzar la significacion estadistica. El unico cambio con respecto a la primera visita
es el aumento de la concentracién de ApoA, que achacamos al aumento en el uso de
hipolipemiantes, y el uso de la CPAP en el grupo de AOS. Los niveles de miR34 no
experimentaron una variacion significativa en esta segunda visita, por lo que la AOS no

parece jugar un papel fundamental en esta relacion.

Otro de los miRNA que establecieron novedosas relaciones fue el miR133. Este miRNA
mostrd conexiones con la concentracion de ApoA en el conjunto de la muestra y con los
triglicéridos en el grupo de pacientes con OM sin AOS. Estos hallazgos no se encontraron
en la primera visita. El miR133 se considera un miRNA con efecto protector frente al
desarrollo de aterosclerosis (169). En la revision realizada, los estudios encontrados muestran
una relacion entre la concentraciéon de LDL y miR133. El primer estudio demuestra como la
accion del miR133 en los macréfagos CD36 impide, a través de la via del zesticular orphan
nuclear receptor 4 (IR4), la entrada de oxi-LDL, evitando de esta forma la transformacion del
macréfago en célula espumosa y su posterior dep6sito en la placa de ateroma (249). Otro
estudio llevado a cabo en pacientes con DM tipo 2 con y sin enfermedad coronaria demostré
que aquellos que padecian la enfermedad coronaria presentaban una relaciéon directamente

proporcional entre los niveles de LDL y la expresion de miR133 circulante (250). Estos
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hallazgos sugieren que el incremento de miR133 actuarfa como factor protector frente al
desarrollo de aterosclerosis. Nuestros resultados sugieren que el incremento de miR133
podria estar causado por el incremento de ApoA, e indirectamente por las HDL, con una

funcioén claramente preventiva frente a la aterosclerosis.

El grupo de pacientes sin AOS, en la segunda visita, fue el que mas relaciones demostro: el
miR126 con el colesterol total, las LDL y la ApoA, y el miR145 con los triglicéridos y la
ApoA. En la primera visita, el miR126 result6 estar conectado con el incremento de ApoA
unicamente en el grupo de pacientes con AOS. Por el contrario, en la segunda visita, tras la
accion de la CPAP, esos hallazgos en el grupo con AOS desaparecieron. Sin embargo, se

mantuvieron en el grupo de pacientes sin AOS.

Como hemos comentado previamente, el papel del miR145 en el metabolismo lipidico y su
relaciéon con la aterosclerosis no estan claros. En esta segunda visita, desaparece la
concordancia observada en el grupo de pacientes con AOS vy, por extension, en el conjunto
de la muestra. Nuevamente, atribuimos al tratamiento con hipolipemiantes los hallazgos en
el grupo de pacientes sin AOS en esta segunda visita. Concluimos, por tanto, que el
tratamiento con la CPAP hizo desaparecer la concordancia entre el miR145 y el colesterol

total; y, probablemente, la relacién entre este y las LDL.

En definitiva, podemos concluir que el tratamiento con CPAP modifica las conexiones
establecidas en la primera visita entre distintos miRNA exosomales y determinados

parametros del perfil lipidico.

6.5. EFECTO DE LA CIRUGIA BARIATRICA SOBRE LA CARGA DE MICRO-RNA
EXOSOMAL

Con la CB se produjo la mayor pérdida de peso, con una caida de 11 kg/m” en el conjunto
de la muestra, lo que supone una pérdida del 25 % del exceso de peso en el conjunto de la
muestra. Los pacientes con AOS experimentaron una caida mayor que los pacientes sin AOS,
si bien estas diferencias no fueron significativas. La caida del resto de los parametros
antropométricos fue similar en ambos grupos, a excepciéon de la reduccion del perimetro
cervical, que fue significativamente mayor en el grupo de pacientes con AOS. La pérdida de
peso en nuestro trabajo es similar a lo descrito en la revision bibliografica. LLa mayor pérdida
de peso se alcanza en el primer afio y, aunque puede proseguir en el segundo, ya se mantiene

a lo largo de los afios (87, 251).
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En la ultima visita, con respecto a la primera, hubo diferencias significativas en el miR16, el
miR21, el miR126 y el miR320. Sin embargo, no podemos achacar a la pérdida de peso esas
diferencias, ya que el tratamiento con CPAP fue el responsable de ellas. Tan solo se produjo
una variacion significativa respecto a la segunda visita, en relacién con el miR146. Ese
miRNA habifa experimentado en los pacientes con OM y AOS un descenso significativo
respecto a la primera visita, mientras que con la pérdida de peso recuperd la expresion de esa
primera visita. Estos resultados, desde nuestro punto de vista, y tras la revision de la literatura,

no se han descrito previamente.

Hasta la fecha tan solo hemos encontrado dos trabajos que analicen los miRNA exosomales
en pacientes con OM antes y después de CB (252, 253). El trabajo de Hubal ¢f /. (252) fue
llevado a cabo en 6 mujeres afroamericanas en las que se analizaron los miRNA exosomales
derivados de los adipocitos y su influencia sobre la resistencia a la insulina. A diferencia de
nuestro estudio, realizan un microarray, en el que seleccionan miRNA que actian sobre
mRNA que participan en la resistencia a la insulina. De entre todos los miRNA que
mostraron cambios significativos tras la CB, destacan el miR16 y el miR125. Ambos actian
selectivamente sobre 37 mRINA relacionados con la sefalizacion de la insulina, pero solo se
establece una correlacién significativa entre la variaciéon del miR16 y la mejorfa de la
resistencia a la insulina un afio después de la CB. En el otro estudio, llevado a cabo por Bae
et al. (253), se analizd6 el comportamiento de 12 pacientes con OM no diabéticos ni
hipertensos, antes de la CB y 6 meses después. Utilizan como controles a un grupo de
voluntarios sanos. En su analisis, demuestran que la pérdida de peso inducida por la CB
modifica la expresion de miRINA exosomales. Ambos estudios no analizan la influencia de

la AOS en sus resultados.

En nuestro grupo de pacientes también observamos estas variaciones entre la visita inicial y
la de un afio después de la CB. Sin embargo, esas diferencias no se reproducen en el grupo
de pacientes sin AOS, pero si en aquellos que sufren apneas. Como conclusion, pensamos

que dichos miRNA vienen determinados por la existencia de AOS y no por la obesidad.

Otro estudio analizé la evolucién temporal de los miRNA circulantes en los 12 primeros
meses después de la CB (142). Entre los miRNA que modificaron su expresion se
encontraron el miR16, que se modific6 a los 9 meses, y el miR21 y el miR320, que lo hicieron
en la dltima visita, coincidiendo con la mayor pérdida de peso. Una vez mas, no se tuvo en
cuenta la existencia de AOS. En nuestra revisiéon han sido maltiples los miRNA circulantes
que se ven alterados por la pérdida de peso inducida por la CB, pero el miR320 es el que con

mas frecuencia aparece como alterado (142, 144, 254).

132 | Pdagina



6. DISCUSION

Respecto a las diferencias en esta tltima visita entre pacientes con AOS y sin AOS en cuanto
a la expresion de miRNA, no se establecieron. Entendemos que la ausencia de diferencias en
este sentido puede deberse al descenso del IAH inducido por la propia pérdida de peso. Ello
hace, como se muestra en los resultados del grupo de pacientes con AOS, que tan solo
queden 3 pacientes con un IAH superior a 10. Dado que 3 individuos es un nimero muy
escaso para elaborar analisis estadistico, no se llevé a cabo. Sin embargo, si revisamos los
resultados del estudio EPIOSA, se establecen diferencias significativas en el miR21, el
miR126, el miR223 y el miR320 (2006).

En esta dltima visita se establecié una relacion positiva entre la SatO, media y el miR223.
Este hallazgo irfa en linea con los hallazgos de la primera visita, en la que la expresion de
miR223 fue menor en pacientes con AOS, algo que ha sido descrito en modelos 2 vitro e in
vivo (190). La variacién relativa de la SatO, media fue el tnico parametro del suefio que
demostrd influir de manera determinante en la variacién de los miRINA respecto a la primera
visita. En este caso, fueron el miR16 y el miR145 los que demostraron estar influidos por la

variacion de la SatO, media.

En el grupo de pacientes con OM y sin AOS, el incremento relativo del IAH determiné el
descenso en la expresiéon de miR16 y miR320 respecto a la primera visita. Este resultado,
aunque significativo, tiene escasa explicacién técnica, ya que la variaciéon del IAH, en
pacientes con OM y sin AOS, no presenta diferencias significativas respecto a la primera
visita. Por el contrario, en el grupo de pacientes con AOS, el incremento en la SatO, media

aumento la expresion del miR145 y el miR223.

Con la pérdida de peso experimentada después de la CB, el IMC alcanzé un protagonismo
que no obtuvo en la primera visita. E1 miR146, que habia establecido significativas relaciones
con el resto de los parametros antropométricos, en esta ocasion no manifesté ninguna. El
IMC en esta visita presentd una correlaciéon negativa con la expresion de miR16, miR223 y
miR21; este dltimo, ademas también mostré una correlaciéon igualmente negativa con el
perimetro abdominal. La variacién en los parametros antropométricos, en especial del
perimetro abdominal, influy6 en el descenso en la expresion de miR21, miR320 y miR223;
sobre este ultimo, también influyé la pérdida relativa de IMC. Estos hallazgos solo se
describieron en los pacientes que inicialmente se incluyeron en el grupo de AOS. La relacion

entre el miR223 y el IMC se ha descrito en un grupo de nifios obesos (255).

Al finalizar el estudio se establecieron relaciones significativas entre algunos miRNA vy la
hemoglobina glicosilada. El incremento de los niveles de hemoglobina glicosilada disminuy6

significativamente la expresiéon de miR133. Este miRNA participa en la homeostasis de la
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glucosa en el musculo esquelético. En el musculo estriado esquelético de pacientes con DM
tipo 2, su expresion esta reprimida por accidon de la insulina, mientras que los niveles de
glucosa sanguinea en ayunas muestran una relaciéon positiva con su expresion (256, 257).
Modelos 7 vivo de cultivo de musculo cardiaco y murino de células renales con nefropatia
diabética han demostrado que el miR133 se ve influido positivamente por los niveles de

glucosa en ayunas y la hemoglobina glicosilada (258, 259).

La hemoglobina glicosilada mostré también una relacién inversa significativa, al final del
estudio, con respecto al miR145 y el miR146. Estos miRNA han sido sefialados como
factores predictivos y de diagnostico de estados de pre-DM tipo 2. Parece ser que el descenso
en la expresion de miR145 y miR146 se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer DM
tipo 2 (220). Por tanto, nuestros hallazgos en pacientes que ya han perdido peso por efecto
de la CB apoyarfan esta hipotesis, ya que el incremento de la hemoglobina glicosilada lleva

aparejado un descenso en la expresion de este miRNA.

En el analisis del perfil lipidico de la dltima visita aparecieron relaciones no observadas hasta
entonces. La mas significativa fue la observada entre los triglicéridos y el miR320. El
incremento en la concentracion de esas particulas redujo significativamente la expresion de
miR320 exosomal. Por el contrario, como se ha expuesto en la Tabla 5, los efectos
perjudiciales de este miRNA se han relacionado con su sobreexpresion. Resultan llamativos,
por tanto, los hallazgos observados en la expresion de miR320 exosomal circulante. Hay que
tener en cuenta que los articulos revisados (168, 174, 191-193, 203) analizan la accién del
miR320 en modelos iz vivo y, siempre, la expresion de miRNA total, a diferencia de nuestro
estudio, que analiza el comportamiento de miRNA exosomal circulante. También
observamos una relacion entre el miR145 y la concentraciéon de colesterol total y ApoA. La
conexion entre el miR145 y el colesterol ya se observé en la primera visita, tanto en el

conjunto de pacientes con OM como en aquellos que ademas presentaban AOS.

Los niveles de PCR no mostraron ninguna relacion en ninguna de las visitas. En la revision
realizada en PubMed con las palabras clave creutating miRINA 'y C-reactive protein encontramos
un total de 58 articulos, y el miR21 era el que se relacionaba con mayor nimero de trabajos.
También se han estudiado el miR133, el miR126 y el miR33. El miR155, aunque en menos
publicaciones, también ha sido analizando y ha demostrado una correlaciéon positiva con la
PCR (260-262).
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6.6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio obtiene resultados interesantes y previamente no descritos en un campo
escasamente estudiado: la influencia de la AOS en la expresion de miRNA exosomal en
pacientes con OM. A la hora de la interpretacion de estos resultados debemos destacar las

limitaciones que podrian alterar, de algin modo, dichos resultados.

e Aunque se alcanzo el objetivo de incluir 30 pacientes (36 con AOS y 34 sin AOS), el
seguimiento posterior tuvo un indice de abandono superior al 10 % previsto, en
especial en el grupo de pacientes con OM y sin AOS. La escasa muestra, por tanto,
permite sefialar la direcciéon de las diferencias, pero no establecer conclusiones

certeras.

e Se trata de un estudio con escasa financiacion, por lo que se han tenido que elegir un
grupo de miRNA, en lugar de realizar un microarray que permitiera estudiar un mayor

numero de miRNA.

e Los resultados de EPIOSA y los nuestros proceden de dos ensayos distintos, por lo
que las diferencias en la comparacién entre los datos de ambos trabajos pueden
deberse a cuestiones metodolégicas. Aunque se han incluido en el anexo 9 los
resultados de dicha comparaciéon, no se pueden extraer conclusiones, pero sefialan
una direcciéon para futuros estudios con las muestras almacenadas de ambos grupos

para su analisis.

e Al finalizar el estudio, por efecto de la CB se redujo el nimero de pacientes con AOS
a tan solo 3, por lo que no se pudieron realizar analisis para comparar los resultados

entre este grupo y el de los pacientes sin AOS.

En resumen, con el trabajo descrito en esta tesis doctoral hemos mostrado, por primera vez,
las diferencias en la expresion de miRNA exosomal circulante de pacientes con OM en
funcion de la coexistencia de AOS. Nos permite, por tanto, aceptar nuestra hipotesis de
trabajo de que existe un perfil epigenético propio de los pacientes con OM y AOS. Ademas,
hemos expuesto como el uso de las distintas opciones terapéuticas para cada una de las

condiciones (CPAP y CB) altera la expresion de una baterfa de miRNA exosomales.

Hemos demostrado la fuerte sefial que la obesidad tiene en la expresiéon de miRNA y cémo

la AOS modifica significativamente la expresion del miR126, el miR223 y el miR320. Del
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mismo modo, hemos podido observar como algunos de los cambios producidos por la CB

ya se habfan producido por efecto de la CPAP y se mantuvieron un afio después de esta.

Nuestra investigaciéon permite, mas alla de incrementar el conocimiento en la fisiopatologia
de estas dos enfermedades, utilizar los miRNA exosomales como biomarcadores especificos
para ambas enfermedades. Confirman y afianzan la necesidad de realizar un cribado de AOS
en pacientes con OM. Estos biomarcadores nos permitirfan individualizar el tratamiento,
acelerando la realizaciéon de la CB en aquellos pacientes con peor perfil epigenético. Por
ultimo, abre la puerta a futuros estudios, tanto clinicos como en investigaciéon basica, que
permitan dilucidar la disparidad en la actividad de los miRNA en funcién de si son

transportados en los exosomas o se unen a proteinas o lipoproteinas.

Por ultimo, plantea novedosas hipétesis que deben confirmarse en futuros trabajos de
investigacion clinica y basica. Queremos destacar, por un lado, el escaso numero de estudios
publicados sobre la expresion de miRNA exosomal circulante, obesidad y AOS; y, por otro,
las diferencias observadas entre la expresion de miRNA circulante y miRNA exosomal
circulante. Nuestros hallazgos, en muchas ocasiones contradictorios con lo descrito en la
literatura, plantean distintas preguntas: ¢influye la enfermedad en el nimero de exosomas
desprendidos por las distintas células?, ¢la capacidad de penetrar en las células del miRNA
contenido en los exosomas es la misma que la del miRNA libre?, y, en relacién con el propio
empaquetamiento de los miRNA en el interior de los exosomas, spuede tener el objetivo de

reducir su accidén?
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7. CONCLUSIONES

1. La incidencia de AOS (definida por un IAH supetior a 10 eventos/hora) fue del

62,5 %, dentro del rango esperable, aunque en el limite inferior.

2. La coexistencia de AOS y OM modifica la expresion de los miRNA exosomales
circulantes (miR16, miR126, miR223 y miR320) respecto a la existencia de OM sin
AOS.

3. El tratamiento durante 6 meses con CPAP reduce la expresion de tres de los miRNA
alterados en los pacientes con AOS en la primera visita (miR16, miR126 y miR320),
ademas de dos nuevos miRNA (miR21 y miR146), y no afecta a la expresion de
miR223.

4. La CB no tiene un efecto directo sobre la expresion de los miRNA exosomales
estudiados. Esto se debe a que las alteraciones de este conjunto de miRNA se

producen de manera principal por el AOS.

5. Existe una relaciéon entre parametros antropométricos y miRNA exosomales.
Especialmente, el miR146 se encuentra asociado con el perimetro abdominal en
pacientes con OM, independientemente de la existencia de AOS. Estas relaciones

desaparecen con la pérdida de peso.

6. Los parametros del perfil glucémico y lipidico tienen una correlacién con
determinados miRNA exosomales por acciéon de la AOS. Tanto el tratamiento con

CPAP como la CB modifican estas alteraciones.

7. Los parametros de suefio (IAH, CTy y SatO, media) modifican la expresiéon de dos
miRNA (miR16 y miR145).

8. Los parametros gasométricos de hipoventilaciéon (P,CO; y bicarbonato), por accion

de la AOS, aumentan la expresion del miR16, el miR21 y el miR320.
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ANEXO 2: HOJA DE INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO EPIMOOQSA

HOJA INFORMACION ESTUDIO EPIMOOSA

A través de esta hoja de informacion se le invita a participar en el estudio que a
continuacion le vamos a explicar.

La Obesidad y el Sindrome de Apnea del Suefio son dos enfermedades intimamente
relacionadas. La importancia de ambas radica en su papel favorecedor de miltiples enfermedades,
entre ellas las enfermedades cardiovasculares.

El presente estudio pretende estudiar los mecanismos fisiopatologicos involucrados en el
desarrollo de estas enfermedades. Dado que usted se va a ver sometido a una intervencion para
favorecer la pérdida de peso resulta un candidato ideal para participar en el presente estudio.

El estudio comienza, aproximadamente, un afio antes de la fecha programada para la
intervencion quirargica. En esta primera visita se vera sometido a la realizacion de una bateria de
pruebas que sentaran su situacion al inicio del estudio. Dichas pruebas incluyen:

I. Medidas Antropométricas y de Tension Arterial: se le medira la
circunferencia del cuello, cintura y cadera. Ademas, se le pesara, medira y se tomara su Presion
Arterial tras 10 minutos de reposo.

2. Analisis de Sangre y Gasometria Arterial.

3. Poligrafia Respiratoria: es el estudio del suefio. Para esta prueba deberi
acudir al hospital donde se le hara entrega de un poligrafo que se colocard durante la noche. La
poligrafia consiste en colocar una serie de cables en su pecho, nariz, boca y dedo para medir
parametros cardiorrespiratorios. Dicho poligrafo lo devolvera al dia siguiente.

4. Espirometria con Prueba Broncodilatadora: es una prueba que consiste en
soplar a través de un tubo para medir su capacidad pulmonar. Una vez realizada la primera prueba

se le administrard un firmaco para ver la respuesta de sus bronquios a ese farmaco.
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5. Holter de Presion Arterial y de Electrocardiograma: son prucbas que
consisten en colocar unos cables que tendra que llevar durante 24h (cada una de ellas, un total de
48h).

Las 4 primeras pruebas se llevaran a cabo en el mismo dia. Se le citara para obtener los
resultados la misma semana en el que se realicen. En dicha consulta, en funcion de los valores
arrojados por la Poligrafia se le diagnosticara de un Trastorno Respiratorio del Suefio y se le pautara
el tratamiento mas adecuado.

En el caso de que haya sido diagnosticado de un Trastorno Respiratorio del Suefio y le
hayan iniciado tratamiento con CPAP (dispositivo de presion positiva que se coloca durante el suefio
para evitar las apneas), se le citara a los 3 meses para controlar que la presion administrada es la
correcta.

A los 6 meses de la primera visita se sometera a una segunda visita, en la que se realizara:

1. Medidas Antropométricas.

2. Analisis de Sangre.

3. Holter de Presion Arterial y Electrocardiograma.

Previo a la cirugia se le informard sobre una recogida opcional de una muestra de la grasa
de su pared abdominal para incluirla en una coleccion de grasa ( Adipofat). cuyo responsable es el Dr.
Arbonés. La aceptacion del presente estudio no implica el almacenamiento de una de las muestras
de grasa.

Pasados 3 y 0 meses de la intervencion quirirgica se vera sometido a un nuevo control
como el de la 2* visita. Un afio después de la intervencion quirirgica se vera sometido a un nuevo
estudio completa como el de su inclusion.

Cada una de las pruebas realizadas ira seguida de una consulta donde recibira un informe
de los resultados obtenidos. Los resultados de las pruebas realizadas se entregaran los martes en

horario de 11:00 a 13:00 en el Hospital Royo Villanova, cada 15 minutos.
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Su participacion en el estudio es VOLUNTARIA.

Si en algin momento, durante su participacion en el estudio, decide retirar su
consentimiento a su participacion del estudio, podra hacerlo sin que ello afecte a su asistencia
sanitaria.

De momento, el presente estudio no tiene fuentes de financiacion, si bien se va a solicitar
ayudas a la investigacion a distintas sociedades cientificas como son SEPAR (Sociedad Espaiola de
Patologia del Aparato Respiratorio), SADAR (Sociedad Aragonesa del Aparato Respiratorio),
Instituto de Salud Carlos I1I, ...

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de Diciembre, de
proteccion de datos de cardcter personal. y en su reglamento de desarrollo. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su meédico del estudio. Sus datos
seran tratados informaticamente y se incorporaran a un fichero automatizado de datos de caracter
personal cuyo responsable es el Dr. Javier Lazaro Sierra, del Servicio de Neumologia del Hospital
Royo Villanova. Sus datos recogidos para el estudio estaran identifcados mediante un codigo y solo
su medico del estudio y colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia
clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo en caso de urgencia médica,
requerimiento de la administracion sanitaria o requerimiento legal. El acceso a su informacion
personal quedara restringido al médico del estudio, colaboradores autorizados, autoridades sanitarias,
al Comité de Etica de la Investigacion del Gobierno de Aragén v personal autorizado. cuando lo
precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de los mismo de acuerdo a la legislacion vigente.

Agradecemos su participacion en el estudio.
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ANEXO 3: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del PROYECTO: INFLAMACION SISTEMICA Y ALTERACIONES
EPIGENETICAS EN PACIENTES CON OBESIDAD MORBIDA ¥ APNEA OBSTRUCTIVA DEL

SUENO. IMPACTO DE LA CIRUGIA BARIATRICA

YO, i s s s esassss (TOMDre y apellidos del particlpante)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion sobre el
mismo.
He hablado con: JAVIER LAZARO SIERRA, investigador principal Hospital Royo
Villanova (Tfno: 976400910.Extension 517025).
Comprendo que mi participacion es VOLUNTARIA.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1) cuando quiera
2) sin tener que dar explicaciones
3) sin que esto repercuta en mis cuidados meédicos
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y para que se realice el

andilisis genético (si procede).

Deseo ser informado sobre los resultados del estudio 51 NO

Acepto que las muestras derivadas de este estudio
puedan ser utilizadas en futuras investigaciones
(relacionadas con ésta), excluyendo analisis

genéticos

Doy mi conformidad para que mis datos clinicos
sean revisados por personal ajeno al centro, para los
fines del estudio, y soy consciente de que este

consentimiento es revocable,
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He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado.

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza y el proposito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:
Consentimiento  informado  estudio_EPIMOOSA_Version 2014/01 ., fecha_Abril

2014,
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ANEXO 4: TEST DE EPWORTH

PREGUNTA: :Con qué frecuencia se queda usted dormido en las siguientes situaciones?
Incluso si no ha realizado recientemente alguna de las actividades mencionadas a

continuacion, trate de imaginar en qué medida le afectarian.

Utilice la siguiente escala y elija la cifra adecuada para cada situacion:
e (= Nunca se ha dormido.
e 1 = Escasa posibilidad de dormirse.

e 2 = Moderada posibilidad de dormirse.

e 3 = Elevada posibilidad de dormirse.

Situacién Puntuacion

e Sentadoy leyendo

e \Viendo la televisidn

e Sentado e inactivo en un espectaculo (teatro...)

e En automovil, como copiloto en un viaje de una hora

e Recostado a media tarde

e Sentado y conversando con alguien

e Sentado después de la comida (sin tomar alcohol)

e En su automovil, cuando se para durante algunos minutos
debido al trafico

Puntuacion total (maximo: 24)
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ANEXO 5: PROTOCOLO DE MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL

Tabla 12. Protocolo de medicidn de la presién arterial

Medicién de la presion arterial en consulta

Permitir que el pacientes se siente durante 3-5 minutos antes de comenzar a tomar
las mediciones de la presion arterial.

Tomar como minimo dos mediciones de presioén arterial, con el pacientes sentado,
dejando 1-2 minutos entre las mediciones; si los valores son muy diferentes, se
toman mediciones adicionales.

Tomar mediciones repetidas de la presién arterial para mejorar la precision en
pacientes con arritmias, como fibrilacién auricular.

Utilizar un manguito de presion de tamafio estandar (12-13 cm de ancho y 35 de
largo), pero disponer de uno grande (...) para brazos gruesos (circunferencia del
brazo > 32 cm).

Colocar el pufio al nivel del corazdn sea cual sea la posicion del paciente.

Si se emplea el método auscultatorio, utilizar los ruidos de Korotkoff de fase Iy V
(desaparicion) para identificar la presidn sistdlica y diastdlica, respectivamente.

Medir la presion arterial en ambos brazos en la primera consulta para detectar
diferencias (tomar como referencia el valor mas alto).

Adaptado de la guia europea para el manejo de la hipertension (160)
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ANEXO 6: DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE MICRO-RNA EN PACIENTES CON
OBESIDAD MORBIDA CON Y SIN APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO
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Figura 47. Diferencias en la expresidon de micro-RNA en pacientes con obesidad mérbida con apnea obstructiva del
suefio (AOS) y sin AOS (1)

Las figuras de la columna A muestran la descripcidon gréfica de la tasa de cambio para cada uno de los micro-RNA sin

haber retirado los valores extremos u outliers. En la columna B se muestran los resultados una vez retirados.
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Figura 48. Diferencias en la expresidon de micro-RNA en pacientes con obesidad mérbida con apnea obstructiva del
suefio (AOS) y sin AOS (l1)

Las figuras de la columna A muestran la descripcion gréfica de la tasa de cambio para cada uno de los micro-RNA sin
haber retirado los valores extremos u outliers. En la columna B se muestran los resultados una vez retirados.
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Figura 49. Diferencias en la expresion de micro-RNA en pacientes con obesidad mérbida con apnea obstructiva del

suefio (AOS) y sin AOS (ll1)

Las figuras de la columna A muestran la descripcion grafica de la tasa de cambio para cada uno de los micro-RNA sin
haber retirado los valores extremos u outliers. En la columna B se muestran los resultados una vez retirados.
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ANEXO 7: RELACION ENTRE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS Y DEL

SUENO
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Figura 50. Relacion entre los pardametros antropométricos y el indice de apneas e hipopneas (I1AH)
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ANEXO 8: EVOLUCION DE LAS VARIABLES TRAS LA CIRUGIA BARIATRICA
RESPECTO A LA VISITA DE LOS 6 MESES PRECIRUGIA

Tabla 13. Impacto de la cirugia bariatrica en la Gltima visita respecto a la visita de los 6 meses precirugia

Sin AOS (n=9) Con AOS (n =15)

VISITAALOS 6 VISITAALOS 12 VISITAALOS 6 VISITAALOS 12

MESES ) MESES ) MESES ) MESES )

PRECIRUGIA POSTCIRUGIA PRECIRUGIA POSTCIRUGIA
IMC (kg/m?) 43,1+1,8 32,1425 *** 42,5+3 30,5+ 3,9 ***
Perimetro del cuello (cm) 41,6 +3,4 37,1 +3,4 *** 452 +4,1 38,9 4,6 ¥**
Perimetro abdominal (cm) 127,4 +10,5 103,4 + 7,9 *** 131,1+9,1 102,9 + 11,2 *¥**
indice cintura-cadera 0,93+0,11 0,88 £ 0,09 0,99 +0,10 0,94 +0,08 *
Glucosa (mg/dl) 103,1+21,9 83,5+6,6 * 122,1+34,1 87,3+8,8 ¥**
Hemoglobina glicosilada (%) 5,7+0,4 5,4+0,1* 6,2+0,7 5,2+0,3 ***
Colesterol total (mg/dl) 185,1+25,7 188,2 + 31,3 184,4 +32,7 174 £ 46,4
HDL (mg/dl) 55,8+8,6 62,6 +13,4 * 44,3+9,2 53,9+ 14,5 *
LDL (mg/dl) 104,3 +27 106 +29,1 113,1+35,4 103 £39,2
Triglicéridos (mg/dl) 124 +28,8 97,6 +30,7 * 135+39,3 84,4 +30,1 ***
ApoA (mg/dl) 167,8 + 24,4 171,6 £ 29,3 132,4+22,6 155,4+38,3 *
ApoB (mg/dl) 99,6 £20,1 90,2 +£28,1 110,2 £ 28,3 89,6 +29,8 *
PCR (mg/dl) 0,62 £0,32 0,20+ 0,15 ** 0,80+0,78 0,45+0,78 *

ApoA: apolipoproteina A; ApoB: apolipoproteina B; HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja
densidad; PCR: proteina C-reactiva. Valores expresados como media y desviacion estandar. Wilcoxon; * p <0,05; **
p<0,01; *** p < 0,001.
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ANEXO 9: DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE MICRO-RNA EXOSOMALES EN
PACIENTES HIPERTENSOS CON Y SIN DIABETES MELLITUS
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Figura 51. Diferencia en la expresion de miRNA exosomales circulantes en pacientes hipertensos con y sin DM
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ANEXO 10: EXPRESION DE MICRO-RNA EXOSOMALES EN PACIENTES
PROCEDENTES DE EPIMOOSA Y EPIOSA
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Figura 52. Diferencias en la expresiéon de micro-RNA exosomal en pacientes con obesidad mérbida y sin ella

Se ha tomado como valor de referencia el grupo de no obesos independientemente de a la existencia de apnea
obstructiva del suefio. Hay que tener en cuenta que en los AC; para el grupo de pacientes con obesidad morbida y sin
obesidad modrbida se obtuvieron en experimentos distintos. Es posible que las diferencias no sean tan acusadas.*
p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.
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Epigenetics dysfunction in morbid obesity @

with or without obstructive sleep apnoea:
the EPIMOOSA study
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David Sanz - Rubio™ and José M. Marin™®

Abstract

Background: Obstructive sleep apnoea (0SA) and morbid obesity (MO), defined by a body mass index =35 kg/m”,
are two closely related conditions. Recent studies suggest thiat circulating microRMNA (miRNA) plays a potential role
in the physiopathology of both conditions. To date, circulating miRNA expression has been studied separately in
both conditions, but never jointly. The primary treatment of OSA is continuous positive airway pressure [CPAP),
wheraas bariatric surgery (BS) is the treatment of choice for MO. We have thus initiated the Epigenetics
modification in Morbid Obesity and Obstructive Sleep Apnoea [EPIMOOSA) study (ClinicalTrials.gov identifier:
NCTD3995836)

Methods/design: EFIMOOSA is a prospective non-interventional cohort study aiming to recruit 45 MO patients
who are candidates for BS. Three groups will be formed: MO without O5A, MO with OSA without CPAP-and MO
with OSA and CPAP. All of them will be followed up in 4 visits: baseline, & months prior to B5S and 3, 6 and 12
months post-B5. At baseline, OSA status will be assessed by home sleep polygraphy (HSP), and CPAP will be
adopted accerding to national guidelines. A specific standardized questionnaire (including medical conditions and
ADS-related symptoms) and anthropometrical examination will be performed at each visit. Blood samples will be
obtained at each visit for immediate standard biochemistry, haematology and inflammatory cytokines. For bio-
banking, serum, plasma, and circulating exosomes will also be obtained. Twenty-four hours of bloed pressure and
electrocardiogram (ECG) Holter monitoring will be performed at all visits. A new HSP will be performed at the last
visit. Finally, the three groups will be sex- and age- matched with participants in the EPIOSA study, an ongoing
study aimed at understanding epigenetic changes in non-obesze OSA patients.

Discussion: EPIMOOSA will evaluate changes in circulating miRNA in MO with or without OSA for the first time. In
addition, EPIMOOSA will be able to elucidate the influence of OSA in MO patients and how specdific and combined
treatments alter miRNA expression.

Keywords: Obstructive sleep apnoea, Morbid obesity, Epigenetics, Exosomes, Banatric surgery, Continuous
positive airway pressure

* Comespondence: [avlazarosdrifigmail com

'Respiratory Senvice, Haspital Royo Villanova, Avda San Gregonio, 50005
faragora, Spain

Full list of awthor information = available at the end of the article
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Background

The prevalence of obesity, defined as a body mass index
(BMI} = 30 kg/m®, in the adult population of developed
countries is greater than 25% and has reached epidemic
levels [1]. Obesity increases the risk of death from many
causes [2, 3], being an independent risk factor in the
development of several chronic diseases (cardiovascular
disorders, type 2 diabetes mellitus [DM2], hyperlipid-
aemia, cancer, high blood pressure, liver disease, etc.)
and acute concurrent processes (e.g., accidents, infec-
tions) [4, 5]

Obesity is closely related to the development of obstruct-
ive sleep apnoea (OSA) [6] and obesity hypoventilation
syndrome [7]. OSA is the most common sleep breathing
disorder, affecting 20% of men and 8% of women in Spain
[8]. This condition is characterized by repeated episodes of
partial or total obstruction of the pharynx during sleep.
The main clinical implications are sleep fragmentation and
chronic intermittent hypoxia (CIH). OSA and obesity are
both associated with high morbi-mortality rates, although

ANEXOS

Page 2 of 8

the specific role of each condition in a given patient
remains unclear.

Adipose tissue from obese patients, regardless of the
coexistence of OSA, suffers chronic hypoxia due to its
poor vascularization, which increases the level of
hypoxia-inducible factor (HIF) [%, 10]. Recent studies
have suggested that HIF, which is produced in hypoxic
situations, activates different epigenetic mechanisms
[11]. OSA has also been associated with the presence of
systemic inflaimmation of as-yet unknown origin. This
state may be influenced by epigenetic modifications in-
duced by de-oxygenation/re-oxygenation phenomena, in
which CIH is crucial [12, 13]. Both morbid obesity (MO}
and OSA patients have an increase in several factors
associated with endothelial damage triggered by CIH
[14]. Epigenetic changes, especially overexpression of
certain miRNAs that target the vascular endothelium
(Fig. 1), are an intermediary mechanism that may con-
nect CIH with endothelial damage. In OSA patients
without MO, our group has identified an increased level
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of certain miRNAs in circulating exosomes associated
with accelerated atherosclerosis and cardiovascular nisk
[15, 16]. Interestingly, some of these miRNAs reduced
their expression after treatment with nocturnal continu-
ous positive airway pressure (CPAP) [15]. In obese chil-
dren with OSA, Khalyfa et al. found higher levels of
miRNAs from circulating exosomes involved with endo-
thelial dysfunction. Nevertheless, the effect of OSA ther-
apy and weight loss was not evaluated in this study. In
addition, no such studies have been performed in obese
adults with OSA.

Circulating exosomes are extra-vesicular vesicles that
contain lipids, proteins and miRNAs that contribute to
remote cell signalling and communication mechanisms
in both physiological [17] and pathological processes
[18]. This methodological paper describes the aims and
methods of the Epigenetics dysfunction in Morbid Obesity
and Obstructive Sleep Apnoea (EPIMOOSA) research pro-
ject, which hypothesizes that obesity and sleep apnoea
pathogenically potentiate each other as independent risk
factors for cardiovascular morbi-monrtality through overex-
pression of dysregulated miRNAs in circulating exosomes.

Methods

Study hypothesis and aim

The hypothesis of the EPIMOOSA study is that patients
with a morbid obesity (MO) and OSA have a specific
inflammatory phenotype and that, hypoxia-induced epi-
genetic changes act in synergy with the subclinical state
of inflammation inherent to morbid obesity to develop
this phenotype. If this hypothesis holds to be true, these
changes should be reversed with CPAP and bariatric
surgery (BS). In addition, we further aimed to identify
epigenetic changes among exosomal miRNAs in MO pa-
tients with and without OSA and to determine whether
CPAP and BS modify their levels.

Study design and setting

This is a 2-year prospective, longitudinal, non-interventional
cohort study. It will be conducted in the Sleep and Bariatric
Surgery Units at the Royo Villanova and Miguel Servet Uni-
versity hospitals in Zaragoza, Spain. The researchers of the
EPIMOOSA study have a variety of expertise related to the
management of sleep and respiratory disorders, obesity.

Table 1 Selection criteria

Page 3 of B

endocrinology, biostatistics, biomedical informatics, molecu-
lar biology and epigenetics. Two scientific centres will
provide core services for the analysis of inflammatory bio-
markers and genetics (Aragon Health Research Institute,
Zaragoza, Spain) and epigenetic data analysis (University of
Missouri, Columbia, MO).

Participant selection and follow-up

Patients will be selected from the bariatric surgery wait-
ing list from both hospitals according to the selection
criteria set out in Table 1. At the first visit {baseline), which
will include a home sleep study (HSS), the pulmonologist
will decide whether to begin CPAP therapy in accordance
with Spanish standards [19]. Otherwise, patients will con-
tinue to receive their usual care by their primary physician
and other specialist throughout the study. All participants
will be asked to attend to a 6-month follow-up visit in
which adherence to CPAP therapy (if applicable) will be
assessed and a date for bariatric surgery will be set if it
is still recommended. After BS, patients will attend 3-,
6- and 12-month postoperative follow-up visits,

The control group will comprise subjects without co-
morbidities from the EPIOSA study that is currently
underway [20]. Patients with and without O5A, adjusted
for sex and age (+ 2years), will be selected from the
EPIOSA study population, which excludes individuals
with a BMI > 35 kg/m?,

Sample size

Three groups of patients will be studied in the EPIMOOSA
cohort: a) subjects with MO and without OSA; b} patients
with MO and OSA who do not need CPAP therapy; and ¢}
patients with MO and OSA who require CPAP therapy.
Each group will include at least 12 subjects who complete
the 2-year follow-up after their inclusion at the baseline
visit. The sample size was calculated to reveal significant
differences in the epigenetic changes between the groups
with OSA and the control group (main objective). In a pre-
vious study, Kim et al. [21] demonstrated significant differ-
ences in the DNA methylation of pro-inflammatory genes
among two subgroups of eight children with OSA with
high- or low c-reactive protein. In the EPIOSA cohort, we
observed significant differences in exosomal miRNA be-
tween groups of 12 OSA patients versus controls [16].

INCLLSION CRITERIA

EXCLLFSION CRITERIA

= Ao 18-60 years R

= Bl consistently = 40 ko/m” for 3-5 years, foflowing more than 1 year
of ursuccessful controlled medical treatment

= Bl 3540 kg with comorbédities susceptible to improvemeant with
weight loss {hypertension, diabetes mellitus, dyslipidemia, O5A, atc ),
following mare than | year of unsuccessful controlled medical
treatrment

= Signed informed consent form

= Dhesity hypoventilation syndrome or treatment with
positive pressure devices

= Diagnaosis of systemic inflammatory disease

« Meoplastic diseases in the last 5years

= Previous cardiovascular event (myocardial imfarction,
stroke or artenial aneurism) in the last 6 months
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Therefore, considering a potential loss to follow-up of 10%,
we proposed the inclusion of 15 subjects per group as ana-
lysable after a minimum 2-year follow-up, which equates
to a final sample size of 45 patients. These 45 patients will
subsequently be compared with another 45 cases from the
EPIOSA study: 15 subjects without OSA, 15 patients with
OSA who refused any treatment and 15 patients with OSA
who were treated with CPAP. Therefore, 90 patients in
total will be included: 45 from the EPFIMOOSA study and
45 from the EPIOSA study.

Measurements
Table 2 shows the variables that will be collected at each
visit,

Clinical data

The following clinical data and complementary tests will be
recorded at each visit: a) sociodemographic data, clinical,
surgical and family history, and regular medications; b) level
of daytime sleepiness based on the Epworth scale [22]; c)
level of depression and anxiety based on the Hospital Anx-
iety and Depression Scale [23] and the Goldberg scale [24],
both in their Spanish versions [25, 26]; d) weight (kg),
height {cm), body mass index (BMI=weight (kg)/height
{m}lil, and neck, waist, and hip circumferences (cmj; e)
blood pressure, measured according to the European Soci-
ety of Hypertension/European Society of Cardiology clinical
practice guidelines [27]; and f} spirometry, measured ac-
cording to the European Respiratory Society (ERS) stan-
dards [28].

Home sleep studies

We will use a validated home polygraphy system [Apnea-
Link Air, ResMed”. Sydney, Australia). The device continu-
ously records airflow, chest movement, oxygen saturation,
snoring, and body position. We define apnoea as a lack of
airflow for more than 10s and hypopnea as the reduction
of airflow (> 50%) for over 10 s accompanied by a decrease
in oxygen levels of more than 4%. The apnoea—hypopnoea

Table 2 Procedures and schedule at EPIMOCSA study

VARIABLE Vo Vi SURGERY V2 Vi 4
Time Bagline fim 12m 15m 1Bm 24m
Chinical History x - - v . .
Anthropomstry ¥ . = - - .
HSP . - - . A .
Blood test * . - a . -
Arterial Blood Gas ¥ - . . .
miRNA ’ . = . - .
EKiG Haolter . . - . . .
24h Blood pressure- * o - r el -

Hi5F Home slesp polygraphy. * Done. - Mot done
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index [29] is calculated as the sum of the episodes of
apnoea and hypopnoea per hour of recorded time. The
results from all sleep studies will be analysed by trained
technicians who are blind to the present protocol. Patients
will receive CPAP therapy or not based on the recommen-
dations from the Spanish Society of Pulmonology and
Theracic Surgery. This decision will be made by the princi-
pal investigator on a patient-by-patient basis according to
the severity of AOS, cardiovascular comorbidity, andfor
daytime symptomatology. Optimal titration of CPAP
will be obtained using auto-CPAP (Autoset-T; ResMed,
Sydney, Australia), according to previous validation proce-
dures by the Spanish Sleep and Breathing Group [30].
Compliance with CPAP will be measured using the ma-
chines’ internal timers.

24-h blood pressure and electrocardiogram (ECG) Holter
monitoring

All patients will complete a 24-h blood pressure and elec-
trocardiogram study. This measure will be performed using
a Labtech®EC-3H/ABP (Labtech Ltd., Debrecen, Hungary)
that combines a 3-channel EKG Holter and an ambulatory
blood pressure monitor. These studies will be conducted
the day after the home sleep study and over the 24-h
period before the blood sample collection. They will be
interpreted according to the guidelines published by the
Spanish Society of Cardiology [31].

Blood tests

Fasting blood samples will be collected at each visit. Ven-
ous blood samples will be obtained with 21G Abbocaths,
and arterial samples will be obtained with 23G ProVent®
kits for blood gas analysis. Glucose, triglycerides, total
cholesterol, HDL, LDL, and apolipoprotein A and B blood
levels will be analysed by spectrophotometry (IMMAGE®
800 Protein Chemistry Analyzer, Beckman Coulter).
High-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) will be deter-
mined within 2h of collecting the blood samples using
flow nephelometry, In total, 15mL of blood will be used
to obtain serum and plasma, and 5mL of EDTA will be
used to conduct genetic and epigenetic studies; these
samples will be stored in a freezer at — 80 °C until analysis.
Arterial blood gas analysis will be performed at baseline
and at the last visit,

Exosome and miRNA analysis

Circulating exosomes and the encapsulated miRNA
will be studied at the Translational Unit of the Miguel
Servet Hospital in Zaragoza. Exosomes will be isolated
with the miRCURY"Exosome [solation Kit (Qiagen,
Venlo, MNetherlands), and miRNA will be obtained
using the miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qia-
gen, Venlo, Netherlands) as previously described [32].
After extracting the RNA samples, they will be reverse
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transcribed using the miRCURY LNA™ Universal RT
miRNA PCR Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands). Mature
miRNA will then be quantified by real-time quantitative
PCR using PCR Master Mix (Qiagen, Venlo, Netherlands).
The integrity of the analyses will be checked using the rec-
ommended spike-in control as previously described [32].
The results will be expressed following the 2 -AA thresh-
old eycle (Ct) method [33]. Table 3 shows the miRNAs
that will be studied in the EPIMOOSA study, which will
be the same as those in the EPIOSA study.

Schedule

The study has already been initiated thanks to support
from SEPAR and will overlap with the Bariatric Surgery
Unit's care strategy. The recruitment period will last for
2 years, while the follow-up will run for 6 months after
the home sleep study and 1 year after surgery. As seen in
Fig. 2, we plan to conduct five visits over a 2-year period,
excluding the visits associated with bariatric surgery.
The study schedule includes two distinct stages. The
first stage features patients who have not yet undergone
surgery for MO but who are being treated with CPAP
for OSA for 6 months, based on their baseline HSP, This
period will provide information about the impact of
OS5A treatment in patients with MO/OSA overlap. The
second stage will start after bariatric surgery. This phase
involves a 12-month postoperative follow-up with three
visits, the last conducted 12 months after the BS because
it is at that point when weight loss is thought to be sta-
bilized. As part of the clinical practice at the Sleep Unit,
patients on CPAP who have lost at least 20% of their
baseline BMI have an additional follow-up home sleep
study. 1f the AHI is lower than 15, the treatment is with-
drawn. According to previous experience, most of these
patients achieve that goal 3 to 6 months after bariatric
surgery. Therefore, to evaluate the effect of BS without
the concomitant effect of CPAP, the epigenetic analyses
will be performed at least 12 months post-surgery.

Statistical analysis

We have predefined the following statistical procedures:
a) Description of populations. They will be expressed as
mean values + standard deviation for quantitative vari-
ables or as numbers and frequencies for qualitative

Table 3 Panel of miANA to be studied in the EPIMOOSA

protocol

EPIMDIOSA miRNA panel

Uni&P2 miR-320a miR-16-5p
UnisF5 miR-145-5p miR-126-3p
cel-miR-32 mif-1464-5p mif-133a-3p
let Ta-5p miR-323-3p miR-343-5p
mif-21-5p miR-155-5p
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variables. b) Difference between groups: Groupwise com-
parisons (i >2) will be performed using a nonparametric
Kruskal-Wallis test followed by a Mann-Whitney U test
when appropriate. Pairwise comparisons were performed
using a nonparametric Mann-Whitney test unless other-
wise indicated. Chi-square tests will be performed for
categorical variables. ¢} Pearson's or Spearman's correl-
ation, depending on the variables’ normality, will be used
to evaluate the relationship between systemic inflamma-
tion and clinical variables. d) The interindividual variabil-
ity of miRNA will be determined through the coefficient
of variation, GraphPad Prism & {GraphPad Software} and
SPSS version 23.0 (IBM) statistical packages will be used
for all analyses.

Discussion

Previous studies have evaluated the presence of epi-
genetic dysfunction in both children and adults with
O5A (Table 4). However, most of these studies have
assessed epigenetic dysfunction at the DNA methyla-
tion level [20, 21, 35, 36] or by using free miRNA in
plasma [36, 37]. No such studies have been performed
in obese patients with OSA, and no studies have evalu-
ated the effect of CPAP or BS. The epigenetic changes
occurring in obesity have also been widely studied,
revealing that even perinatal alterations have an influ-
ence on the propensity to obesity in adulthood [38].
The authors of a study including 13 obese and non-
obese adolescents found 55 different miBENAs (includ-
ing miRNA 148b, miRNA 42659 miRNA 23b, miRNA
4429) in obese individuals compared to those with a
BMI < 25 kg/m®, and they were associated with an in-
crease in insulin resistance, which is responsible for
target organ damage in obesity [39]. The same group
studied the effect of BS-induced weight loss on the
exosomes and their content. Another study carried
out on six African American women who underwent a
gastric bypass examined the mircoRNAs before and 1
vear after surgery and reported a change in the expres-
sion of 58 miRNAs, 10 of which were directly related
to an improvement in insulin resistance [40]. None of
these studies have considered the overlap effect of
O5A,

The adipocytes of patients with MO present hyperpla-
sia, hypertrophy and insufficient angiogenesis, which
leads to tissue hypoxia and subsequently negative long-
term metabolic and cardiovascular consequences [41].
Hypoxia also causes an increase in cell cytoplasm HIF
la levels, demonstrating that such an increase activates,
among other mechanisms, the release of different miR-
NAs such as miRNA 21 [42]. Similarly, patients with
OS5A who endure repeated episodes of nocturnal CIH
experience a state of constant hypoxemia that lasts all
night and triggers an increase in HIF la [43]. These
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pathophysiological coincidences are limited not only to
the HIF but also to endothelial dysfunction in children
with OSA and obese children without OSA. These stud-
ies revealed that children with endothelial dysfunction
exhibited a significant decrease in 4 miRNAs (miRNA
16, miRNA 451, miRNA 5100, and miRNA 630), the last
one being of particular interest given its association with
endothelial dysfunction [34].

Table 4 Publizhed works that studied the presence of epigenet

In the context of OSA, different epigenetic markers
have been evaluated, specifically DNA methylation and,
more recently, the role of miRNAs. Our group has previ-
ously studied non-obese (BMI<30kg/m”) adults with
OSA and did not find any changes in methylation or
FOXP3 expression. However, we found the dysregulation
of certain miRNAs in circulating exosomes (miBNA320-
S5p and miRNA132-3p) associated with cardiovascular

c changes in O5A

Study Populatian Primary objective Epiganstic change Gena Patient charactenistics
Kim et al. [21] Children CRP DA metiwdation FOXP3 Matched BMI
Khalyfa et al Children ED mifMA exosomes - Obase without T4 v
nonohese with OGA
Chen et al. [33] Adults Sewverty O%A and EDS OfA methylation [LAZ, MPR2, AR S5F140 B = 35
Eheirandish-Gozal et al [36] Chilidren ED OINA msthwiation eh0s Matichead BMI
mANA

Marin gt al [30] Adult= Atheromatous plagues DA methyl FOXp3 B = 30

in carotid arteries and expression
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diseases that produced a non-uniform response to CPAP
therapy [15]. Those findings explain the increasing inter-
est in this field. On the one hand, epigenetic markers
could be useful in identifying subjects at risk of develop-
ing certain comorbidities and could be used to monitor
the progression of the underlying condition. On the
other hand, there are already drugs that act on epigen-
etic changes, even reversing them and contributing to
the treatment of several diseases, especially in the area of
oncology [44].

The role of miRNA in OSA is currently a popular area
of research. A sub-analysis of the HIPARCO clinical trial
[37] revealed that a panel of miRNAs could be used to
reliably predict which patients with refractory hyperten-
sion and OSA would respond better to CPAP therapy in
terms of reducing their blood pressure. An experiment
conducted by Khalyfa et al. [45] found a possible patho-
physiological relationship among the circulating miR-
NAs of obese patients with OSA, adipocyte alterations,
and the mechanisms of insulin resistance [45].

The relationship between OSA and MO has been well
documented [46], showing that their coexistence greatly
increases the harmful effects of both conditions on vari-
ous target organs [47, 48] and that they have intrinsically
linked mechanisms of action [43, 49]. Regarding the high
prevalence of OSA among morbidly obese patients [7],
we believe that the works cited in this article feature a
significant methodological bias. The coexistence of two
diseases whose close relationship has already been evi-
denced [50] means that any studies in this area must
control both factors carefully.

Conclusion

Owr study aims to evaluate, for the first time, whether
patients with MO with/without OSA develop epigenetic
dysfunction in circulating exosomes involved in acceler-
ated incidents of cardiovascular diseases. Our study will
provide a better understanding of the role of CPAP ther-
apy in patients with MO/OSA overlap and the effect of
BS-induced weight loss. The results could also give rise
to new biomarkers to improve phenotyping in patients
with either or both of the conditions and, possibly, novel
therapeutic targets.
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