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RESUMEN

El Sindrome de Apnea Obstructiva del Suefio (SAQS), consiste en la
aparicion repetida de episodios de obstruccion faringea durante el suefio
como consecuencia de un colapso de la via respiratoria. La respuesta fisi-
oldgica a la hipoxia intermitente cronica es la generacion de una respuesta
inflamatoria local y sistémica. Se han evidenciado cambios importantes a
nivel cardiovascular en pacientes con SAQOS; sin embargo, se desconocen
cuéles marcadores séricos y genéticos pudieran ser de utilidad. En el pre-
sente estudio, se presentan 15 marcadores séricos y 3 genéticos (IL-6, IL-
18 y TNF-o) en un grupo de cinco pacientes para determinar cuales pu-

eden ser los marcadores de interés en la aparicion y en el desarrollo de esta
patologia respiratoria. Se proponen como marcadores los niveles séricos:
proteina C reactiva, TNFu, IL-6, el receptor soluble de TNF I, sCD62,
sCID154, nitrotirosina y anti-oxLDL. Los niveles de IL-1 3, el receptor de
TNF soluble I, sSCD25, sCD54, nitritos y nitratos no parecieran ser bue-
nos marcadores en SAOS. Los estudios genéticos no fueron concluyentes.

Palabras claves: Apnea Obstructiva, Suefio, Sindrome, Citocinas, Pro-
inflamatorias, Moléculas Adhesion, Activacion leucocitatia, Proteina C
Reactiva.
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ABSTRACT

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a repeated se-
quencesof pharynxobstruction duringsleep asaconsequence
of airway collapse. The physiological response to the desatu-
ration 1s the generation of alocal and systemic inflammatory
immune response. Important changes at cardiovascular lev-
els in patients with OSAS have been observed; however, it is
not know which serum or genetic parameters could be use-
ful. In the present study, we present 15 serum and 3 genetic
(IL-6, IL-18 y TNF-) markers in a group of five patients in
order to determine which marker could be useful to study the
genesis and progression of this respiratory pathology. The
proposed serum markers are C reactive protein, TNFuo, IL-6,
soluble de TNF receptor I, sSCD62, sCD154, nitrotirosine
and ant-oxLDL. The levels of 1L-1 3, soluble TNF receptor
11, sSCD25, sCD54, nitrite y nitrate do not seem to be good
markers for OSAS. The genetic studies were not conclusive.

Key words: Obstructive Apnea, Sleep, Syndrome; Proin-
flammatory, Cytokines; Adhesion, Molecules, Leukocyte
activation, C-Reactive protein.

INTRODUCCION

El sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS) con-
siste en la aparicion repetida de episodios de obstruccion
faringea completa (apneas) o parcial (hipopneas) durante el
suefio, que se producen como consecuencia de un mayor o
menor grado de colapso de la via respiratoria.(1,2) Se estima
que alrededor del 2 al 4% de la poblacién americana entre
30 y 60 afios padece de apnea obstructiva del suefio.(3,4)

El colapso de la faringe ocasiona episodios intermi-
tentes de hipoxemia (Hipoxia Intermitente Cronica), hi-
percapnia y cambios en la presion intratoracica; todos
estos elementos en conjunto producen disfuncion endote-
lial con liberacion de endotelina, radicales libres de oxige-
no, citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-o y acti-
vacion de la cascada de coagulacion y del sistema simpético
con liberacion de aminas vasoactivas y cambios en la fun-
cion cardiovascular.(5-7) El propdsito del presente estu-
dio es determinar, en un grupo de pacientes, cudl pueden
ser los marcadores mas resaltantes, tanto genéticos como
séricos, para estudios a mayor escala en los pacientes.

METODOS

Se estudiaron cinco pacientes venezolanos procedentes
de la consulta de Neumonologia del Hospital Universitario
de Caracas con diagnéstico polisomnografico de SAOS: 3
individuos del sexo masculino y 2 individuos del sexo fe-
menino, con edades comprendidas entre 31 y 58 afios. A los
pacientes se les extrajo una muestra de sangre al finalizar el
estudio de suefio a las 6 am La muestra se dividié en dos
partes, una para separar el suero y otro con EDTA para ob-
tener la capa de blancos por centrifugacion (“Buffy coat”).

Como controles del estudio se tomé un grupo de 100
controles, no fumadores, 60 % femenino, con rango de
edades entre 28 y 65 afios sin patologias respiratorias, infecci-
0sas 0 auto inmunes y parametros hematol6gicos normales.

El estudio fue aprobado por el Comité de Eti-
ca y Bioética del Instituto de Inmunologia. Facul-
tad de Medicina. Universidad Central de Venezuela.

Con las muestras de suero se determinaron los siguientes
marcadores con los estuches diagndsticos comerciales por
ELISA tipo sandwich: proteina C reactiva ultrasensible (Vir-
go® C-Reactive Protein Kit, Hemagen Diagnostics, USA),
IgE total (DRG®), interleucinas IL-1B, IL-6 y TNF o (R &
D systems), moléculas de adhesion soluble CD54, CD62 (R
& D systems), moléculas de activacion soluble CID154, re-
ceptores solubles CD25, receptorde TNF Iy II (R & D sys-
tems), anticuerpos contra LDL oxidada (Imco diagnostic) y
nitrotirosina (segn protocolo de Zabaleta y colaboradores)8.
También se determinaron los niveles de nitritos y nitratos
segln protocolo descrito anteriormente (Garmendia y col)9.

De la capa de blancos se extrajo el ADN gendmico
(Qiagen® DNA minikits) a partir de leucocitos de sangre
periférica y se realizé la tipificacion molecular por la téc-
nica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
los sigutentes polimorfismos en genes que codifican para
citocinas proinflamatorias: IL-6 -174 G/C (Olomalaiye
et al)(10) , TNF-a +489 G/A (Fabris et al)(11) e I11-18
+3954 (Bioque et al)(12) De igual forma se hicieron de-
terminaciones en muestras de suero de IgE total y de Pro-
teina C Reactiva por la técnica de ELISA tipo indirecto.

RESULTADOS

Los valores séricos se ilustran en la tabla 1. La ausen-
cia de diferencias en los niveles de IgE denota que los pa-
cientes no presentan caracteristicas de atopia. Se observaron
diferencias significativas en 8 de los 14 parametros evalu-
ados (tabla 1). Hubo diferencias importantes en los nive-
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les de proteina C reactiva, TNFa, IL-6, el receptor solu-
ble de TNF I, sCD62, sCD154, nitrotirosina y anti-oxLDL.
No hubo mcremento en los niveles de IL-1 3, el recep-
tor de TNF soluble 11, sCD25, sCD54, nitritos y nitratos.

Con relacion a la tipificacion de los genes que codifican
para citocinas proinflamatorias se observo en la muestra de
pacientes analizadas un predominio de los genotipos het-
erocigotos para la IL-6 y TNF-o y el predominio del geno-
tipo homocigoto para el alelo 1 de la 1L-18 (tabla 2). No
se encontro relacion entre los valores séricos y el genotipo.

DISCUSION

El SAOS ha demostrado cursar con elevacion de marca-
dores de inflamacién, como la proteina C reactiva y de cit-
ocinas implicadas en dicho proceso como IL-6 y el factor
de necrosis tumoral alfa (INF-a), lo cual trae como con-
secuencia la inhibicion de la oxido nitrico sintasa endotelial
y aumento de la expresion de moléculas de adhesion como
ICAM-1, VCAM-1 vy selectina (13-18). Otras moléculas
inflamatorias elevadas en pactentes con SAOS son la IL-8,
la proteina quimiotéctica de granulocitos (GCP-2), la pro-
teina quimiotatica de monocitos (MCP-1), las cuales estim-
ulan la migracion y la acumulacion de células inflamatorias
en la via aérea superior.(17) En el presente estudio, cor-
roboramos el incremento en varios de los parametros IL-
6, TNFa, el receptor soluble I de TNF v la selectina. Otras
moléculas relacionadas, como CD154, se encuentran incre-
mentadas; no asi el ICAM-1y el CD25 soluble. Los mar-
cadores CD154 y CID25 son marcadores mnflamatorios de
enfermedades cronicas y vasculares(19) y llamativamente
no habian sido reportados en los pacientes con OSAS.

Los episodios de hipoxemia intermitente crénica inducen
la activacion de factores proinflamatorios de transcripcion
nuclear como el NExB, acttvando el Factor-1 inductor de Hi-
poxia (HIF-1), el cual es un elemento importante en la ho-
meostasis de la oxigenacion ya que produce la estimulacion
directa de mas de 50 moléculas, entre las que se encuentra la
eritropoyetina. EI HIF-1 también participa en la respuesta
simpética, incrementando la presion arterial y los niveles de
triglicéridos en modelos animales y en seres humanos.(17,18)
En el presente estudio se observo un incremento en los nive-
les de anti-LDL oxidada, marcador de inflamacioén vascular
y autoinmunidad(19-20), que sugiere un incremento de los
niveles de oxidacion de la lipoproteina que pueden estar
asociados al incremento de los eventos vasculares normal-
mente descritos en los pacientes con éste sindrome (17, 18).

En los pacientes estudiados, los resultados sugieren que

existe activacion linfocitaria y que la secuencia de activacion
es IL-6 y TNF dependiente la cual induce méas migracion
celular al tejido via selectina y activacion celular via CD154
(19). La ausencia en el incremento de CD25 se compagina
con el mantentmuiento de un proceso nflamatorio agudo y no
cronico (21). Es posible sugerir que la respuesta inmune en
SAOS tiene dos partes la oxidativa esencialmente enzimati-
ca y otra que involucra activacion leucocitaria que pudiera
desencadenar los eventos vasculares antes mencionados.

Con relacion a los niveles séricos de proteina C reac-
tiva, la media de los niveles séricos en nuestros pacientes
se ubicd por encima de los valores de referencia normales
del estuche comercial utilizado para su cuantificacion. Es-
tos resultados concuerdan con los reportados por otros au-
tores, en los cuales se observa un incremento de esta pro-
teina de fase aguda como marcador de nflamacioén en esta
patologia(17). Drummond y cols(27) encontraron aumento
significativo en los valores de proteina C reactiva y de IL-6
en el suero de pacientes con AQS, sin descenso significa-
tivo después de la terapia a corto y a mediano plazo con
dispositivos de presion positiva. Lui y cols(28) encontraron
asociacion entre los niveles elevados de proteina C reactiva
y SAQS, independientemente de la obesidad visceral. Ye 'y
cols(29) encontraron asociacion de niveles elevados de pro-
teina C reactiva y metaloproteinasa 9 (MMP-9) en pacientes
con SAQS. Es importante aclarar que los incrementos en
proteina C reactiva dependen, gran parte, de los niveles de
IL-6 circulante que se encuentra elevado en los pacientes.

Existen pocos estudios genéticos de asociacién con
SAOS y con excepcton del gen de TNFE a son poco concluy-
entes (22-26). Liu y cols (23) y Riha y cols(24) estudiando
la region promotora de TNF-a posicion -308 (A>G) con-
cluyen que existe una mayor frecuencia del alelo A en pa-
cientes con SAOS con respecto a individuos sanos. Los pa-
cientes con genotipos AA/AG mostraron niveles mas altos
de TNF-a y los niveles se correlacionan con mayor circunfer-
encia de cuello, mayor indice cintura/cadera y mayor indice
de apnea-hipopnea(23). En contrapartida, los estudios de los
polimorfismo de IL-6 han generado resultados contradicto-
rios. Imagawa y cols(25) no encontraron niveles elevados de
TNF-a ¢ IL-6 en pacientes con SAOS mientras que Zhang
y cols(26) al estudiar el polimorfismo de IL-6 572 G>C en-
contraron que el alelo menor G disminuye el riesgo de SAOS
en relacion al alelo mayor C (en individuos no obesos);
igualmente observaron que individuos portadores del alelo
C incrementan la severidad de desdrdenes del suefio. No
se encontraron estudios de asoctacion de IL-18 con SAOS.

En relacion a los resultados presentados en éste
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estudio sobre los polimorfismos de genes que codifican para citocinas promnflamatorias, observamos que la mayor-
ia de los genotipos de los pacientes estudiados son heterocigotos y consecuencia dificiles de analizar. A pesar de los es-
fuerzos que se realicen en el area de diversos polimorfismos, no es posible entender el mecanismo por el cual se mncre-
menta solo un numero de marcadores mnflamatorios a nivel sérico. Se propone que los mecanismos de activacion celular
de éste sindrome son independientes de genotipo y en consecuencia, se sugiere estudiar los mecanismos de con-
trol a nivel transcripcional que podrian ser més relevantes inclusive en la respuesta éptima al tratamiento farmacol6gico.

TABLA 1

VALORES SERICOS DE MARCADORES INFLAMATORIOS.

MARCADOR PACIENTES CONTROLES P
(n=100)
Igk Ul/ml 47,92 +£30,46 95,5+37.8 0,8
Proteina C reactiva pg/ml 3,13+1,18 1,2+0,3 0,04
TNF a pg/mi 259+8.6 41+£26 0,001
IL-1 B pg/ml 6,6+28 55+1,3 0.8
IL-6 pg/ml 7,.8+4,5 3,3+£2,6 0,01
sCD25 pg/ml 56,6 £8,5 455+9,0 0,2
sCD54 pg/ml 37,5+ 10,2 35,8 £ 8.1 0,9
sCD62 pg/ml 455+33 253+8,5 0,001
sCD154 pg/ml 8,8+t4,1 3,5+1,1 0,01
STNF RI pg/ml 79,5+ 19,6 455495 0,01
sTNF RII pg/ml 215,6 £29.8 199+12,5 0.4
Anti ox LDL IU/ml 72,0 £26,6 19,6 £3,2 0,001
Nitrotirosina ng/ml 99+33 39+22 0,01
Nitritos uM 6,315 6,6 0,9 0,9
Nitratos uM 205+34 241+29 0,2
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TABLA 2
POLIMORFISMOS DE IL-6,
TNF-o E 1L-18
EN PACIENTES CON SAOS

Gen Estudiado Genotipo Pacientes
(N=5)
GG 1
1L-6 -174 GC 4
CC 0
GG 0
TNF-a+489 GA 5
AA 0
11 3
TL-16 12 1
22 1
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