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ABREVIATURAS

AGE: productos finales de glicacion avanzada

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

CPAP: presion positiva contintia en la via aérea

CPT: capacidad pulmonar total

CToo: tiempo de sueiio con saturacion de oxigeno por debajo del 90%
CVF: capacidad vital forzada

DM: diabetes mellitus

DLCO: capacidad de difusién pulmonar

FEF25-75: flujo espiratorio maximo entre el 25-75% de la capacidad vital
forzada

Gen BMALT1: de sus siglas en inglés, brain and muscle Arnt-like protein-1
Gen CLOCK: de sus siglas en inglés, circadian locomotor output cycles kaput
Gen CRY: de sus siglas en inglés, criptocromo

Gen PER: de sus siglas en inglés, period

Gen REV-ERB: de sus siglas en inglés, reverse erythroblastosis virus
Gen ROR: de sus siglas en inglés, retinoid-related orphan receptor
GLP 1: péptido 1 similar al glucagén

GH: hormona de crecimiento

HbAu1c: hemoglobina glicosilada

HDL: lipoproteina de alta densidad

HIF: factor inducible por hipoxia

HOMA: homeostasis model assessment

IAH: indice de apneas e hipoapneas

IC: intervalo confianza

ICAM: molécula de adhesion intercelular

IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1

IMC: indice de masa corporal

IL: interleucina

LDL: lipoproteina de baja densidad

LFa/RFa: simpatico- area de baja frecuencia /parasimpatico- area de frecuencia
respiratoria

OR: odds ratio

PEF: flujo espiratorio maximo

RAGE: receptores para los productos finales de glicaciéon avanzada
REM: movimientos oculares rapidos

ROS: especies reactivas de oxigeno

SAHOS: sindrome de apneas e hipoapneas obstructivas del sueno
SGLT2: cotransportador sodio- glucosa tipo 2

SP-D: proteina D del surfactante

SP-A: proteina A del surfactante

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

VCAM: molécula de adhesioén vascular

VEF1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo

VR: volumen residual

VV: vasa vasorum



Do not let the day end without having grown a little,

without having been happy, without having increased your dreams.
Do not give up the desire to make your life something extraordinary.
Enjoy the panic that causes you the life you have ahead.

Do not let life happen to you without you living it.

Walt Whitman
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2.- RESUM



L'impacte negatiu de la diabetis mellitus (DM) tipus 2 sobre la funcié pulmonar
i la respiraci6 durant el son ha adquirit un progressiu interés durant I'dltima
década. La cerca de biomarcadors que permetin identificar els subjectes més
vulnerables de patir aquesta complicaci6 [Factor induible per hipoxia (HIF-1a) i
les proteines seriques A i D de I' surfactant pulmonar (SP-A i SP-D)], aprofundir
en alguns dels mecanismes que poden explicar aquesta relacio (hiperactivacio
simpatica i cronodisrupci6) i avaluar l'impacte sobre 1'ateromatosi subclinica
(densitat dels vasa vasorum carotidis) ens a permes desenvolupar els segiients 4
estudis:

1.- Avaluar la influencia de la DM tipus 2 i la hipoxia nocturna
sobre l'activacié simpatica. Es va estudiar mitjancant marcadors en
orina (metanefrines), marcadors sérics [cortisol, insulina, glucagé, factor
de creixement similar a la insulina-1 (IGF-1) i hormona de creixement
(GH)] i variabilitat cardiaca. Per a aix0, es van avaluar 47 subjectes (36
pacients amb DM tipus 2 i 11 subjectes control). En els pacients amb Dm
tipus 2 es va observar major concentraci6 urinaria de metanefrines
durant la nit, a diferéncia del dia [247,0 (120,0-1375,0) vs. 210,0 (92,0-
670,0), p=0,039]. Aquest augment de metanefrines es va associar amb
una disminuci6 de el to simpatic en repos i es va relacionar també amb la
hipoxémia nocturna (CT90).

2.- Aprofundir en la modulacié que exerceix la preséncia de
DM tipus 2 sobre l'expressié relativa de HIF-1a i la
cronodisrupcion. En 129 subjectes (48% amb DM tipus 2) la diabetis
es va associar amb una disminuci6 de l'expressi6 de HIF-1a i de
I'expressié de diversos gens '"rellotge" o relacionats amb la hipoxia
[EPAS1 (HIF2A), CLOCK, ARNTL (BMAL1), RORA, PER1, PER2, PER3,
CRY1, CRY2 i SUCNR]. La disminucio en l'expressi6 d'aquests gens es va
relacionar també amb el temps d' hipoxémia nocturna (CT90) i un pitjor
control metabolic. Aixi, en aquells subjectes amb DM tipus 2 i major grau
d' hipoxémia nocturna, es presenta una resposta cel-lular aberrant que
comporta una disminuci6 en l'expressié relativa de HIF-ia i una
disminuci6 en l'expressio dels gens rellotge, amb la consegiient
desregulaci6 en el ritme circadia cel-lular.

3.- Avaluar la concentracio sérica de les proteines A i D del
surfactant pulmonar (SP-A i SP-D) com a marcadors de lesi6
pulmonar. Es va dur a terme un estudi transversal de casos i controls
amb 127 pacients sense patologia pulmonar, 49 d'ells amb diabetis. Els
pacients amb DM tipus 2 tenien una pitjor funci6 pulmonar, amb menor
volum espiratori forcat en el primer segon (VEF1), capacitat vital forcada
(CVF) i flux espiratori forcat 25-75 (FEF 25-75) que els subjectes sense
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diabetis. La concentraci6 serica de la SP-D va ser significativament major
en els pacients amb DM tipus 2 [133,0 (35,4-815,8) vs. 97,6 (23,5-336,2)
ng/ml; p=0,006] i es va associar amb els parametres de funcié pulmonar
[VEF1 i volum residual (VR)]. Per tant, la determinacié de la SP-D
circulant podria ser 1til com a biomarcador per identificar pacients amb
DM tipus 2 més vulnerables de presentar afectacié pulmonar.

4.- Estudiar la influéncia de la hipoxia nocturna sobre la
malaltia ateromatosa en fases inicials. Per a aix0 es va determinar
la densitat de vasa vasorum a l'adventicia carotidia de 55 pacients
candidats a cirurgia bariatrica (30,9% amb DM tipus 2). Els pacients amb
sindrome d'apnees i hipoapnees obstructives de la son (SAHOS) van
mostrar major densitat de vasa vasorum a l'adventicia carotidia (0,801 +
0,125 vs. 0,697 + 0,082, p=0,005) i nivells sérics més elevats de la
molecula d'adhesié vascular (VCAM) tipus 1 (745,2 + 137,8 vs. 643,3 +
122,7 ng/ml, p=0,035) que aquells sense SAHOS. A més, mostrem una
relacidé positiva entre la hipoxia nocturna, intermitent [index d'apnees i
hipoapnees (IAH)] i cronica (CT9o), la hiperglucéemia en deja i la
densitat de vasa vasorum.

Finalment, i persistint en la cerca de respostes als interrogants que
planteja la relacié entre DM tipus 2, funcié pulmonar i respiracio
durant el son, també he tingut 'oportunitat de col-laborar en un
treball de revisiéo recopilant la informacié més rellevant per a la
nostra recerca. Més enlla dels mecanismes fisiopatologics ben reconeguts
(resisténcia a la insulina, inflamaci6 cronica de baix grau, resisténcia a la
leptina...) s’emfatitza en el dany microvascular i la neuropatia autonoma. També
es va analitzar I'impacte de la DM de tipus 2 en la respiracio6 del so.
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3.- RESUMEN
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El impacto negativo de la diabetes mellitus (DM) tipo 2 sobre la funcion
pulmonar y la respiracion durante el suefio ha adquirido un progresivo interés
durante la dltima década. La busqueda de biomarcadores que permitan
identificar a los sujetos mas vulnerables de sufrir esta complicaciéon tardia
[factor inducible por hipoxia (HIF-1a) y las proteinas séricas A y D del
surfactante pulmonar (SP-A y SP-D)], profundizar en los mecanismos que
pueden explicar esta relacion (hiperactivacion simpética y cronodisrupcion) y
evaluar el impacto sobre la ateromatosis subclinica (densidad vasa vasorum)
nos han permitido desarrollar los siguientes cuatro estudios:

1.- Evaluar la influencia de la DM tipo 2 y la hipoxia nocturna
sobre la activacién simpatica. Esta se estudié mediante marcadores
en orina (metanefrinas), marcadores séricos [cortisol, insulina, glucagbn,
factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y hormona del
crecimiento (GH)] y variabilidad del latido cardiaco. Para ello se
evaluaron 47 sujetos (36 pacientes con DM tipo 2 y 11 sujetos control). En
los pacientes con DM tipo 2 se observo mayor concentraciéon urinaria de
metanefrinas durante la noche, a diferencia del dia [247,0 (120,0-
1375,0) vs. 210,0 (92,0—670,0), p=0,039]. Este aumento de metanefrinas
se asoci6 con una disminuciéon del tono simpatico en reposo y se
relacion6 también con la hipoxemia nocturna (CT90).

2.- Profundizar en la modulacién que ejerce la presencia de
DM tipo 2 sobre la expresion relativa de HIF-ia y la
cronodisrupcion. En 129 sujetos (48% con DM tipo 2) la diabetes se
asoci6 con una disminucién de la expresion de HIF-1a y de la expresiéon
de diversos genes “reloj” o relacionados con la hipoxia [EPAS1 (HIF2A),
CLOCK, ARNTL (BMAL1), RORA, PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2 and
SUCNR]. La disminucién en la expresion de estos genes se relaciond
también con el tiempo de hipoxemia nocturna (CT90) y un peor control
metabdlico [control glucémico estimado mediante hemoglobina
glicosilada (Hbaic)]. Asi, en aquellos sujetos con DM tipo 2 y mayor
grado de hipoxemia nocturna, se presenta una respuesta celular
aberrante que conlleva una disminucién en la expresion relativa de HIF-
1a y una disminuciéon en la expresion de los genes reloj, con la
consiguiente desregulacion del ritmo circadiano celular.

3.- Evaluar la concentracién sérica de las proteinas A y D del
surfactante pulmonar (SP-A y SP-D) como marcadores de
lesi6on pulmonar. Se llevo a cabo un estudio transversal de casos y
controles con 127 pacientes sin patologia pulmonar, 49 de ellos con
diabetes. Los pacientes con DM tipo 2 tenian una peor funcién pulmonar,
con menor volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1),
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capacidad vital forzada (CVF) y flujo espiratorio forzado 25-75 (FEF 25-
75) que los sujetos sin diabetes. La concentracion sérica de la SP-D fue
significativamente mayor en los pacientes con DM tipo 2 [133,0 (35,4-
815,8) vs. 97,6 (23,5-336,2) ng/mL, p=0,006] y se asoci6 con los
parametros de funcion pulmonar [VEF1 y volumen residual (VR)]. Asi, la
determinacion de la SP-D circulante podria ser util como biomarcador
que identifique a los pacientes con DM tipo 2 méas vulnerables de
presentar patologia pulmonar.

4.- Estudiar la influencia de la hipoxia nocturna sobre la
enfermedad ateromatosa en fases iniciales. Para ello se determind
la densidad de vasa vasorum en la adventicia carotidea de 55 pacientes
candidatos a cirugia bariatrica (30,9% con DM tipo 2). Los pacientes con
sindrome de apneas e hipoapneas obstructivas del suefio (SAHOS)
mostraron mayor densidad de vasa vasorum en la adventicia carotidea
(0,801 + 0,125 vs. 0,697 + 0,082, p=0,005) y niveles séricos mas
elevados de la molécula de adhesion vascular (VCAM) tipo 1 (745,2 +
137,8 vs. 643,3 = 122,7 ng/ml, p=0,035) que aquellos sin SAHOS.
Ademas, mostramos una relacion positiva entre la hipoxia nocturna,
intermitente [indice de apneas e hipoapneas (IAH)] y cronica (CT90), la
hiperglucemia en ayunas y la densidad de vasa vasorum.

Finalmente, y persistiendo en la basqueda de respuestas para los
interrogantes que plantea la relacion entre DM tipo 2, funcion
pulmonar y respiraciéon durante el sueiio, he tenido la oportunidad
de colaborar en un trabajo de revision recopilando la informacién
mas relevante para nuestra investigacion. Mas alla de los mecanismos
fisiopatologicos bien reconocidos (resistencia a la insulina y a la leptina,
inflamacion cronica de bajo grado...) se enfatiza en el dafio microvascular y la
neuropatia autonémica. También, se ha analizado el impacto de la DM tipo 2 en
la respiracion durante el suefio.
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4. - SUMMARY
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The negative impact of type 2 diabetes mellitus (T2DM) on lung function and
breathing during sleep has reached a progressive interest during the last decade.
We have searched for biomarkers that allow identifying the most vulnerable
subjects to develop this late complication [hypoxia-inducible factor (HIF-1a)
and serum surfactant proteins A and D (SP-A and SP-D)]. We have deepened in
some of the mechanisms that can explain the lung and T2DM relationship
(sympathetic hyperactivation and chronodisruption). Furthermore, evaluate the
impact on subclinical atheromatosis (vasa vasorum density) have allowed us to
develop the following studies:

1.- To evaluate the influence of T2DM and nocturnal
hypoxemia on sympathetic activation. This association was studied
using urine markers (metanephrines), serum markers [cortisol, insulin,
glucagon, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and growth hormone
(GH)] and heartbeat variability. 47 subjects were evaluated (36 patients
with T2DM and 11 control individuals). In the T2DM patients a higher
urinary concentration of methanephrines was observed at night in
comparison to day concentration [247.0 (120.0—1375.0) vs. 210.0 (92.0—
670.0), p=0.039]. This increase in methanephrines was associated with a
decrease in resting sympathetic tone and was also related to nocturnal
hypoxemia (CT90).

2.- Deepen the modulation exerted by the T2DM presence in
the relative expression of HIF-1a and chronodisruption. In 129
subjects (48% with T2DM) diabetes was associated with a decrease in the
expression of HIF-1a and the expression of various “clock” genes or genes
related to hypoxia [EPAS1 (HIF2A), CLOCK, ARNTL ( BMAL1), RORA,
PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2 and SUCNR]. The decrease in the
expression of these genes was also related with the time of nocturnal
hypoxemia (CT90) and a worse metabolic control [glycemic control
estimated by glycosylated hemoglobin (Hbaic)]. Thus, in those subjects
with T2DM and a higher degree of nocturnal hypoxemia, an aberrant
cellular response is presented that implies a decrease in the relative
expression of HIF-1a and a decrease in the expression of the clock genes,
with the consequent deregulation of the cell circadian rhythm.

3.- To assess the serum concentration of proteins A and D of
the pulmonary surfactant (SP-A and SP-D) as markers of lung
injury. A cross-sectional case-control study was carried out with 127
patients without pulmonary pathology, 49 of them with diabetes. Patients
with T2DM had a worse lung function, with lower forced expiratory
volume in the first second (FEV1), forced vital capacity (FVC) and forced
expiratory flow 25-75 (FEF 25-75) than subjects without diabetes. The
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serum concentration of SP-D was significantly higher in patients with
T2DM [133.0 (35.4-815.8) vs. 97.6 (23.5-336.2) ng/mL, p=0.006] and
was associated with lung function parameters [FEV1 and residual volume
(VR)]. Thereby, the determination of circulating SP-D could be useful as
a biomarker that identifies patients with T2DM most vulnerable to
develop lung disease.

4.- To study the influence of nocturnal hypoxia on early stages
of atheromatous disease. For this purpose, the density of vasa
vasorum in the carotid adventitia of 55 patients’ candidates for bariatric
surgery (30.9% with T2DM) was determined. It was proved that patients
with obstructive sleep apnea and hypopnea syndrome (SAHS) showed a
higher density of vasa vasorum in the carotid adventitia (0.801 + 0.125
vs. 0.697 = 0.082, p=0.005) and higher serum levels of the molecule
vascular adhesion (VCAM) type 1 (745.2 + 137.8 vs. 643.3 + 122.7 ng/ml,
p=0.035) than those without SAHS. In addition, we objetify a positive
relationship between nocturnal, intermittent [apnea and hypoapnea
index (AHI)] and chronic (CT90) hypoxia, fasting hyperglycemia and
vasa vasorum density.

Finally, and persisting in the study of the characterization of the
relationship between T2DM, lung function and breathing during
sleep, I had the opportunity to collaborate in a review work
gathering the most relevant information for our research. Beyond the
well-recognized pathophysiological mechanisms (insulin and leptin resistance,
chronic low-grade inflammation...), microvascular damage and autonomic
neuropathy are emphasized. Also, the impact of T2DM on breathing during
sleep has been analyzed.
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5.- INTRODUCCION
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5.- DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes es un término que comprende varias enfermedades con
presentacion clinica heterogénea, caracterizadas por la presencia de
hiperglucemia. Esta se desencadena por diferentes mecanismos que resultan en
un defecto de la secrecion de insulina y/o una alteracion en la accidon de ésta
(Figura 1). Se clasifica en base a su etiologia, siendo la DM tipo 2 la forma mas
frecuente, con hasta un 90% de los casos. Suele diagnosticarse en la cuarta
década de la vida y se relaciona con otros factores de riesgo cardiovascular, en

especial la obesidad abdominal [1].

Figura 1. Espectro de las caracteristicas clinicas de los diferentes tipos de
diabetes (adaptado de Leslie et al. DMRR 2008). [2]
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5.1.- Epidemiologia

La DM tipo 2 se ha convertido en un problema de salud ptblica a nivel mundial,
siendo una de las principales causas de morbimortalidad. Datos de la
International Diabetes Federation estiman una prevalencia mundial de 8,8%
entre los adultos de 20 a 79 anos (Figura 2). Aunque estas cifras hacen
referencia a todo tipo de diabetes, se calcula que el 85-95% de los casos son de
DM tipo 2. Alrededor del 75% de los sujetos con diabetes viven en paises con
renta media o baja y la mayoria se encuentran entre la cuarta y quinta década de
la vida. Si estas cifras ya son de por si remarcables, la prevalencia global
incrementa de forma progresiva en relacién con el envejecimiento de la

poblacion, el mayor consumo de alimentos con alta densidad energética, el
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sedentarismo, y el incremento del sobrepeso y la obesidad. Asi, se estima que

habra 629 millones de personas de 20 a 79 aios con diabetes en el afio 2045. [3]

Figura 2. Numero de personas entre 20 y 79 anos con diabetes en 2019. [4]
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Uno de los aspectos mas importantes de la epidemiologia en la DM tipo 2 es el
porcentaje de diabetes desconocida, que se estima en 212 millones de personas.
Se ha descrito también una distribucion geografica relacionada probablemente
con los recursos econémicos de la region y la priorizacion de la deteccion de la
diabetes en los programas de salud; asi, en Africa, la prevalencia de diabetes no
diagnosticada es del 69,2% y en paises de renta alta se alcanza una prevalencia
de 37,3%. En consonancia con el panorama global, la prevalencia de DM tipo 2
en Espana se sitia en el 13,8%, que incluye un 6,01% de DM no conocida. Se
describe una mayor prevalencia en el sur de Espana que se correlaciona, a su

vez, con datos de mayor prevalencia de obesidad e hipertension arterial. [5]

5.2.- Mecanismos etiopatogénicos

La etiopatogenia de la DM tipo 2 ain no estd completamente dilucidada
(Figura 3). Existe evidencia de su componente genético en relacion con la
obesidad y la resistencia a la insulina, generando diferente predisposicion a la
enfermedad en ciertos grupos étnicos. Asi, en los indios Pima, se ha descrito una

marcada agregacion familiar, con tasas de incidencia de diabetes de hasta 40%
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en familiares de primer grado, en comparacién con una incidencia de 6% en la
poblacion general. [6] Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS:
genome-wide association study) han identificado méas de 70 loci de
susceptibilidad para la diabetes: KCNJ11 (canal de potasio, subfamilia J),
TCF7L2 (factor de transcripcion 7), IGF2BP2 (proteina de unién al factor de
crecimiento) y PPARG2 (receptor gamma activado por el proliferador de

peroxisoma) entre otros. [7, 8]

Figura 3. Fisiopatologia de la DM tipo 2. [9]
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La fisiopatologia de la DM tipo 2 se caracteriza por presentar algtin grado de
resistencia a la insulina en los tejidos periféricos (muscular, hepatico y adiposo)
con disminucién del metabolismo y la captacion de glucosa, ademas de una
disfuncion en la secrecion de insulina. Los factores que intervienen en la
alteracion de la secrecion de insulina son miltiples. Entre ellos destaca un
proceso inflamatorio sistémico de bajo grado que conlleva a insulitis y la
existencia de estrés oxidativo y estrés del reticulo endoplasmico, que
desembocan en apoptosis de la célula beta. [10] Entre los trastornos de la
secrecién encontramos también descoordinacion de las fases de secrecion de
insulina en respuesta a los niveles de glucosa y alteracion en el procesamiento

de la proinsulina. La resistencia a la insulina implica alteraciones en el
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metabolismo de la glucosa y de los lipidos que se relacionan con la obesidad, el
envejecimiento y la hipoxia. [11,12] También se asocia con sustancias liberadas
por los adipocitos como la leptina y el factor de necrosis tumoral (TNF) a. [13]
En el sistema nervioso central, la insulinorresistencia disminuye la produccion
de péptidos anorexigenos, estimulando la ingesta y favoreciendo la obesidad.
Ademas, hay un aumento de gluconeogénesis hepatica en relacion con la
inhibiciéon de la cascada de sefializacién de la insulina y con el aumento de la

secrecion de glucagdn en el periodo postprandial. [14]

En las altimas décadas han emergido dos nuevos protagonistas en el desarrollo
de la diabetes: el rinon y el eje entero pancreatico. Las incretinas [péptido 1
similar al glucagon (GLP-1) y péptido insulinotrépico dependiente de glucosa
(GIP)] son hormonas gastrointestinales que estimulan la secrecion de insulina y
disminuyen la secrecion de glucagon en respuesta a la ingesta de alimentos.
Son, por lo tanto, esenciales en la regulacion de la glucemia postprandial. En
individuos con DM tipo 2, el efecto incretina estad disminuido debido a
alteraciones en la secrecion (concentraciéon) y funcién de las mismas. [15] Debe
considerarse que el GLP 1 ejerce también efectos extra-pancreaticos, con
expresion de receptores para el mismo en el rifién, sistema nervioso central,

corazén, musculo liso, tejido adiposo y pulmén (Figura 4).

Figura 4. Efectos de GLP-1 en diversos tejidos. [16]
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Por su parte, el rifon contribuye a la hiperglucemia mediante un aumento de la
gluconeogénesis y reabsorcion de glucosa en el tibulo contorneado proximal a
través de los cotransportadores de sodio y glucosa, un receptor transmembrana,
principalmente el tipo 2 (SGLT2) (Figura 5). En los individuos con
hiperglucemia crénica existe una sobreexpresion de receptores SGLT2, con el
consecuente incremento en la reabsorcién de glucosa, que contribuye al

deterioro de la funcién renal. [17,18]

Figura 5. Reabsorcién de glucosa a nivel renal. [19]
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5.3.- Diabetes y riesgo cardiovascular

Es bien sabido el impacto negativo de la diabetes en la salud. Las
complicaciones cronicas de esta enfermedad se asocian a la lesién microvascular
en organos diana que conlleva el desarrollo de retinopatia, nefropatia y
neuropatia. Se favorece también la aparicion de enfermedad macrovascular, con
un riesgo aumentado de cardiopatia isquémica, ictus y enfermedad arterial
periférica. Multiples estudios prospectivos y registros de morbimortalidad
poblacionales han mostrado que los pacientes con DM tipo 2 presentan un
exceso de riesgo para enfermedad coronaria que persiste incluso tras la
correccion de factores de riesgo clasicos como la obesidad, hipertension arterial,
dislipidemia (niveles de colesterol LDL) y habito tabaquico. Por tanto, hoy en
dia, se considera que la DM tipo 2 es un equivalente de enfermedad

cardiovascular. [20]
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5.4.- Diabetes y enfermedad ateromatosa

El origen de los trastornos cardiovasculares en la diabetes parece ser el
desarrollo de una aterosclerosis prematura. El estudio Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC), un estudio longitudinal de cohortes disefado para
investigar las causas de la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares,
evidenci6 una relacion directa entre la glucemia basal y el grosor intima-media
de la carétida. [21,22] El complejo proceso de aterosclerosis involucra una
pérdida del equilibrio endotelial entre los factores vasoactivos que aseguran la
permeabilidad y la integridad vascular, como el 6xido nitrico y la angiotensina

(Figura 6).

Figura 6. Representacion de los mecanismos implicados en la
progresion de la aterosclerosis. [23]
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Esto lleva a la unién de células inmunitarias a la pared del vaso, formaciéon de
células espumosas y finalmente, proliferacion de células musculares lisas y
depositos de matriz que forman la placa aterosclerédtica. La pérdida de la
homeostasis vascular en la DM tipo 2 no depende so6lo de la hiperglucemia,
también se debe al estrés oxidativo generado por la produccion de productos
finales de glicacion avanzada (AGE), trastornos en la sintesis o liberacién de
oxido nitrico por el endotelio y alteraciones en el proceso de coagulacion

(disfuncion plaquetaria e hipofibrindlisis). No hay mucha evidencia sobre la
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resistencia a la insulina como causa de la disfuncién endotelial; sin embargo, es
un factor de riesgo que se asocia también a dislipidemia aterogénica e
hipertensién arterial. [24,25] En sujetos con DM tipo 2 y un patron de
insulinorresistencia se ha observado un incremento en la inflamacién a nivel
endotelial, con mayor expresion de interleucina-6 (IL-6), de molécula de
adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) y de la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP 1); al igual que una marcada disminucion en la

biodisponibilidad de 6xido nitrico. [26]

5.5.- La vasa vasorum en el inicio de la enfermedad ateromatosa

La aterosclerosis comprende una fase silente de duracion variable, cuyo
diagnostico es fundamental para la correcta estratificacion del riesgo de los
individuos, y poder asi implementar estrategias de prevencién adecuadas.
Existen diferentes métodos no invasivos para la deteccion de la aterosclerosis
subclinica que difieren en costo y accesibilidad. El método més sencillo es el
indice tobillo-brazo (ITB), que se obtiene midiendo la presion arterial sist6lica
mediante un ultrasonido doppler a nivel del tobillo. El método menos
reproducible y estandarizado es la evaluaciéon de la vasodilatacion mediada por
flujo que se determina midiendo el porcentaje de respuesta vasodilatadora post-
isquemia en la arteria humeral mediante ecografia bidimensional. Por medio de
técnicas de imagen como la tomografia axial computarizada (TAC) puede
evaluarse la calcificacidon de las arterias coronarias, con la resonancia de alta
definicibon podemos visualizar la anatomia y composicion de la placa
aterosclerdtica, y con el estudio ecografico medimos el grosor de la intima media
carotideo (GIM), la presencia de placas, su volumen e incluso su composicion.
Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el incremento del GIM se asocia con

mayor incidencia de enfermedades coronarias y cerebrovasculares. [27-29]

Sin embargo, hay cada vez mayor evidencia de que el incremento en el grosor de
la intima media no es la lesién aterosclerética mas precoz, sino que viene
precedida por la proliferacion de la vasa vasorum en la adventicia carotidea
(Figura 7). La vasa vasorum son pequefios vasos sanguineos que irrigan los

vasos de mayor calibre. La presencia de noxas que actian sobre la luz de la
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pared arterial, como la hipoxia, estimula la proliferacién de la vasa vasorum y su
crecimiento perpendicular a la luz del vaso. La vasa vasorum se pueden estudiar
mediante la ecografia con contraste de microburbujas de hexafluoruro de
azufre, y estudios previos de nuestro grupo han demostrado un aumento de la
vascularizacion de la adventicia carotidea en sujetos con DM tipo 2 en

comparacion con individuos sin diabetes. [30-32]

Figura 7. La vasa vasorum y su contribucién a la formacion de la placa

de ateroma [33].
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6.- IMPACTO DE LA DIABETES SOBRE LA FUNCION PULMONAR

En los ultimos afios se ha descrito el desarrollo de complicaciones de la diabetes
en 6rganos no clasicos, como por ejemplo la hipoacusia, el deterioro cognitivo y
la disfuncion pulmonar. El pulmén recibe todo el débito cardiaco a través de las
arterias pulmonares, por lo que posee una importante red de vascularizacion.
Ademas, la riqueza del parénquima pulmonar en fibras de colageno y elastina lo
convierte en potencial objeto de lesion en situaciéon de hiperglucemia cronica.
Investigaciones basicas y estudios poblacionales apuntan también a un efecto
nocivo de la DM tipo 2 en el patron de la respiracion en el suefio con incremento

de la hipoxemia nocturna.

6.1.- Cambios histolégicos en el pulmén
El pulmén no se considera un 6rgano diana clasico en las complicaciones de la

diabetes. Sin embargo, existe creciente evidencia de que ocurren trastornos
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histologicos y fisiologicos similares a los presentes en otros érganos que
finalmente alteran la funcién pulmonar en sujetos con DM tipo 2. [34-36]
Estudios en modelos animales han descrito numerosos cambios

histopatologicos, entre los que vale la pena destacar los siguientes:

i) Engrosamiento del epitelio alveolar y de la lamina basal del capilar
pulmonar: En modelos de ratones con diabetes, tras la inyeccion de
estreptozotocina, existe un aumento de las proteinas de la matriz,
principalmente colageno (tipo I y III) y fibras de elastina, y una
disminucion en la concentracion de proteoglicanos de sulfato en el vaso

pulmonar.

ii) La glicacion no enzimatica del colageno que aumenta la rigidez de la
matriz y la expresion tisular de citoquinas pro-fibrosis, resultando en una

reduccion de volumen pulmonar y de su compliance. [37,38]

iii) La reduccion del espacio alveolar y presencia de enfisema
centrolobulillar: En un modelo de rata obesa de Zucker se describe una
morfologia alterada de las células alveolares tipo II cuboidales (AT-II),
que lleva a un trastorno en la produccion de surfactante. Esto, sumado al
aumento de la matriz extracelular, induciria un colapso parcial de los

alvéolos. [39]

iv) Un mayor grado de fibrosis y modificaciones en la secrecion del

maoco.

v) Alteraciones en los musculos respiratorios con atrofia muscular,
aumento del deposito de lipidos, disminucién de las mitocondrias y

transformacion de las fibras musculares.

La evidencia en humanos es mas escasa y mucha proviene de la observacion de
autopsias (Figura 8). Asi, la autopsia de 28 pacientes con DM tipo 2 confirmo6

la presencia de microangiopatia en el pulmén, incluyendo los vasos en septos
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alveolares y pleura, asi como engrosamiento de la membrana basal, hialinosis,
plasmorragia e insudacion. También, en estudios que comparan la
histopatologia de los pulmones de pacientes con DM tipo 2 con controles sin
diabetes, se describe un incremento en el grosor de la pared del alveolo capilar y
de la pared arteriolar, un aumento significativo de la concentracion de colageno
en las paredes del alveolo y de los grandes vasos, junto con sefiales de

hemorragia pulmonar. [40]

Figura 8. Alteraciones histopatologicas descritas en el pulmoén de los
sujetos con DM tipo 2. [41]
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6.2.- Resultados obtenidos en estudios poblacionales

La asociacion entre la DM tipo 2 y la funciéon pulmonar se ha descrito en
grandes estudios epidemiolégicos, entre ellos: el Fremantle Diabetes Study
[42], el Framingham Heart Study [43], el British Women's Heart and Health
Study [44], el Normative Aging Study [45], el Copenhagen City Heart Study
[46], el Atherosclerosis Risk in Communities Study (ARIC) [47] y el Strong
Heart Study [48] (Tabla 1).
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Tabla 1. Estudios transversales que evalaan la relacion entre la DM tipo
2 y la alteracion en la funcion pulmonar.

DM2vs | DM2vs
no-DM2 no-DM2
Autor Aio Muestra N VEF CVF
Barrett-Connor 1996 | Rancho Bernardo Study 1,239 : :
et al. 33
Davis et al. 24 2000 | Fremantle Diabetes Study 495 1 1
Lange et al. 30 2002 | Copenhagen City Heart Study 12,062 : n
Walter et al. 27 2003 | Framingham Heart Study 3,254 i N
Lawlor et al. 28 2004 | British Women's Heart and 3,911 1 '
Health Study
Litonjuaetal. 20 | 2005 | Normative Aging Study 704 i i
Chance et al. 34 2008 | Pacientes DM2 y no-fumadores 114 R :
Yeh HCet al. 31 2008 | Atherosclerosis Risk in 11,262 ' :
Communities Study
Odaetal. 35 2009 | Mujeres y hombres japoneses 2,608 - '
Yeh Fetal. 52 2011 | Strong Heart Study 2,396 i '
Klein et al. 36 2012 | Estudio clinico 4,164 ' '
Klein et al. 37 2016 | Hispanic Community Health 14,455 ' :
Study/Study of Latinos

Rancho Bernardo study [49], Chance et al [50], Oda et al [51], Klein et al [52], Hispanic
Community Health Study [53].

Asi, los estudios transversales han demostrado que los individuos con DM tipo 2
tienen menor capacidad vital forzada y valores de VEF1 mas bajos, en un
porcentaje que se sittia entre el 8 y 10%, que los adultos sin DM tipo 2. En
general, los estudios han evaluado cohortes relativamente grandes y han
informado los resultados corregidos por factores de confusién como la edad, el
sexo, el indice de masa corporal (IMC), el tabaquismo y la duracién de la
diabetes.

De forma prospectiva, el estudio ARIC, tras tres afios de seguimiento, observo
una disminucion significativa de la CVF en 1100 pacientes con diabetes en
comparacion con el grupo control de 10.162 sujetos sanos de mediana edad.
Ademas, el control metabolico de la diabetes se relacion6 de manera rapida y
gradual con la disminucion absoluta de la CVF. [47] En el Fremantle Diabetes
Study, en un grupo de 125 pacientes australianos no fumadores con DM tipo 2,
después de siete afios de observacion, se revel6 una disminuciéon anual de VEF1
de 71 ml en comparacién con una disminucion de 25-30 ml en los controles
sanos no fumadores. El estudio revel6 también una correlacion positiva y

significativa entre la disminucion de la CVF y una hemoglobina glicosilada
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(HbA1c) basal mas alta: por cada aumento del 1% en el nivel de HbA1c se
observé una disminucion de la CVF del 4% del valor predicho.[42]

Debe recordarse que un descenso de solo el 8% en el VEF1 se ha descrito como
factor independiente de mortalidad en poblacion general tras 29 afios de
seguimiento. [54] En la cohorte prospectiva poblacional del Rancho Bernardo
Study, también se encontré que un descenso de aproximadamente 12% en el
VEF1 se asociaba con hasta casi 2 veces mas riesgo de muerte por enfermedad
cardiovascular y muerte por enfermedad coronaria. [55] De forma similar, el
descenso del 10% del mismo parametro en sujetos con diabetes en el Fremantle

Diabetes Study se asocié con mayor mortalidad tras solo 4 afios de seguimiento.

[42]

6.3.- Duracion de la diabetes y funcion pulmonar

Las alteraciones en la funcién respiratoria asociadas con la DM tipo 2 preceden
al diagnostico de diabetes, lo cual sugiere que estas dos entidades comparten
algunos de los mecanismos etiopatogénicos como la resistencia a la insulina y la
inflamacién crénica de bajo grado. Asi, en el Fremantle Diabetes Study, la
disminucion en la funcién pulmonar se describié casi 3 afos antes al
diagnostico de diabetes, y en el Strong Heart Study en nativos americanos
también se detect6 una funcion pulmonar deteriorada antes del desarrollo de
sindrome metabdlico o de la DM tipo 2. [42, 48] En el seguimiento a 4 afios de
esta dltima cohorte, se inform6 un aumento del 2% en el riesgo de incidencia de
DM tipo 2 para cada disminuciéon del 1% en los valores de CVF. Del mismo
modo, en otra cohorte sueca se describi6 que una disminucién en los valores de
CVF y VEF1 predecian la incidencia de diabetes. [56] Esta asociacion entre el
deterioro de la funcion pulmonar y un nuevo diagnostico de diabetes también se
informo6 en el Copenhagen City Heart Heart Study y en datos provenientes del

National Health and Nutrition Examination. [46, 57]

La duracion de la diabetes parece ser también un factor clave en el desarrollo de
la disfuncién pulmonar. Los resultados de disminucién del VEF1 en el estudio
ARIC se presentaron solo en los sujetos con duracion de la diabetes mayor a 10

anos. Se observd también una asociaciéon gradual inversa entre la CVF y el VEF1
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y la gravedad de la diabetes (cuantificada segin la duracién de la diabetes y los
medicamentos antidiabéticos prescritos). También, los datos del Fremantle
Diabetes Study mostraron que era la duraciéon de la DM tipo 2, y no el control
glucémico, el factor que mas se asociaba con la reduccion de la funciéon

pulmonar, principalmente el VEF1 y el flujo espiratorio maximo (PEF).

6.4.- Funcion pulmonar y complicaciones “clasicas” de la diabetes

La inmensa red alveolo-capilar a nivel pulmonar es potencialmente susceptible
al desarrollo de dafio microangiopatico. Pero las grandes reservas de su lecho
microvascular, que se activan en caso de mayor demanda de oxigeno, favorecen
la aparicion de una microangiopatia subclinica y méas tardia, a diferencia de

otras complicaciones propias de la diabetes como la retinopatia y la nefropatia.
[58]

Numerosos estudios han reportado pérdida de la reserva microvascular
pulmonar y disminucién en la ventilacion alveolar, demostrado por una
reduccion en la capacidad de difusion pulmonar (DLCO), en pacientes con DM
tipo 2. [59, 60] Chance et al describieron una disminucién en el reclutamiento
de capilares alveolares en 69 pacientes con DM tipo 2 en comparaciéon con 45
individuos sanos; asi, presentaban entre 10 y 25% menos flujo sanguineo
pulmonar y DLCO en el ejercicio. Estos hallazgos pulmonares se relacionaron
con la HbA1C y la microangiopatia extrapulmonar, incluida la retinopatia y la
microalbuminuria. [61] También, Klein y colaboradores, en un estudio
transversal con 14455 individuos han descrito una disminucién mayor de los
parametros espirométricos en los pacientes con nefropatia diabética (medida
por excrecion de albimina en orina) en comparacion con el grupo de pacientes

sin microangiopatia renal. [53]

Otros estudios clinicos han mostrado una disminuciéon de la DLCO en pacientes
diabéticos, en especial en aquellos pacientes con retinopatia diabética o
microalbuminuria. Esto sugiere que los procesos relacionados con la
microangiopatia “clasica” en la DM tipo 2 también estdn involucrados en el

dafio pulmonar. [62-64]
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6.5.- Mecanismos fisiopatologicos implicados en el daiio pulmonar
Entre los mecanismos fisiopatologicos implicados en el deterioro de la funcion
pulmonar en los pacientes con DM tipo 2 deben considerarse los siguientes
(Figura 9):

i) La resistencia a la insulina: Es importante destacar que existen
receptores de insulina en las células epiteliales alveolares tipo II. También se ha
demostrado como la hiperinsulinemia aumenta la hiperreactividad de las
células del musculo liso de las vias respiratorias, ademas de incrementar su
proliferacion y su contractilidad. De igual manera, existe evidencia en la
resistencia a la insulina de una reduccion de la funcién mitocondrial en el
musculo esquelético con la consecuente disminucion de la fuerza muscular.
[65,66] Estudios transversales han mostrado una asociacién negativa entre el
indice de resistencia a la insulina en ayunas y una disminucion significativa de
la CVF y el VEF1, incluso tras la correccién por factores de confusién como peso,

edad, tabaquismo y actividad fisica. [67,68]

Figura 9. Mecanismos patogénicos responsables de disfuncién
pulmonar en la DM tipo 2.
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ii) La inflamacion cronica de bajo grado: En el estudio transversal de
Dennis et al, se evaluaron 495 sujetos con DM tipo 2 evidenciandose una
asociacion inversa entre la CVF y el VEF1 con la glucemia y ciertos marcadores
de inflamacion como la PCR (proteina C reactiva), la interleucina 6 (IL-6) y el
recuento de globulos blancos. Esta fuerte asociacion inversa permanecio
después del ajuste por edad, sexo, componentes del sindrome metabélico y nivel
de condicidn fisica. [69] Ademas, Lecube et al encontraron una relacion entre
los niveles circulantes del receptor soluble 1 del factor de necrosis tumoral
(TNF) a y la reduccion de los volimenes pulmonares en 31 mujeres con
obesidad mérbida sin enfermedad respiratoria clinicamente reconocida. Esto
sugiere que el TNF- a es un factor patogénico temprano en la disfuncion

pulmonar. [70]

iii) Resistencia a la leptina. La leptina, hormona proteica secretada
principalmente en el tejido adiposo, tiene una estructura similar a las citoquinas
y una actividad proinflamatoria. Es probable que esta funcion inflamatoria sea
el nexo de unién entre la concentracion elevada de leptina y su accidon negativa
en el calibre de las vias respiratorias mediante la inducciéon de lesion epitelial
focal, desaparicion de las vias respiratorias pequenas y consecuente enfisema
centrolobulillar. Un aumento de la concentracién de leptina se ha descrito en
hombres y mujeres caucéisicos no obesos con disfuncién pulmonar. Y en
individuos con VEF1 normal de un estudio anidado de casos y controles del
personal del Departamento de Bomberos de Nueva York, la elevacion en las
concentraciones de leptina fue un factor de riesgo de mayor susceptibilidad al
deterioro de la funciéon pulmonar. Asi, la resistencia a la leptina se ha
relacionado con un desbalance entre la antitripsina alfa-1 y la actividad de la
elastasa neutrofilica, produciendo una hiperactividad de la elastasa que puede
degradar las proteinas del tejido pulmonar y provocar trastornos pulmonares;

entre ellos un aumento del tono parasimpatico causante de broncoconstriccion.

[71-74]

iv) La glucosilacion no enzimatica de las proteinas del tejido

conectivo pulmonar. Como se ha comentado més arriba, el pulmon es un
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organo rico en fibras de colageno, elastina y fibronectina. [75, 76]. Quizas la
proteina con un papel mas primordial sea el colageno, que al glicosilarse,
presenta una tasa baja de recambio fisiol6gico secundario a un incremento en la
resistencia a su digestion por la colagenasa y la pepsina. [77] Este cambio en su
estructura resulta nocivo para el parénquima pulmonar, aumentado su rigidez,
asi como el de los cartilagos de la pared toracica. [78] Esta alteracion en la
mecanica ventilatoria también se ha descrito en estudios clinicos donde
pacientes con DM insulinodependiente y movilidad articular limitada
mostraron una disminucion significativa en la capacidad pulmonar total, la CVF
y el VEF1 en comparacién con pacientes sin trastornos articulares. Todo ello
sugiere una afeccién generalizada en el metabolismo del colageno en los
pacientes con diabetes. [79] Ademas, la glucosilacion de proteinas perpetua el
estado inflamatorio a nivel local. Las células epiteliales alveolares tipo II
expresan especificamente el ARNm de los receptores para AGE (RAGE). Asi, la
ligacion AGE-RAGE activa las cascadas fisiopatolégicas que condicionan efectos
pro-inflamatorios que finalmente conducen a la disfuncién de las células
endoteliales pulmonares y la apoptosis celular. [80,81]

v) Las alteraciones en la capa de surfactante pulmonar. La capa de
surfactante bronquiolar reduce la tension superficial en la interfase aire-liquido
y es esencial para mantener la superficie de intercambio gaseoso y el didmetro
de las vias respiratorias. Se han identificado cuatro proteinas asociadas al
surfactante que determinan su compleja estructura y su actividad. Cuando se
dafia la barrera alveolo-capilar, las 2 proteinas del surfactante con mayor
capacidad tensoactiva, las proteinas D y A del surfactante (SP-D y SP-A),
escapan del espacio alveolar hacia el compartimento vascular permitiendo su
medicion sérica. Asi, la concentracion sérica de SP-D se ha evaluado en
enfermedades pulmonares y enfermedades sistémicas con afectacion pulmonar,
evidenciando un incremento en la concentracion de SP-D en exacerbaciones de
asma, bronquitis cronica, episodios de neumonia bacteriana y en distrés
respiratorio, con una disminucion de la misma al mejorarse la dindmica
pulmonar. [82-84]

Por otro lado, se ha hallado una relacion entre biomarcadores de lesion

intersticial pulmonar y la alteracién del metabolismo glucidico. Asi, en un
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estudio poblacional en la cohorte japonesa Tanno-Sobetsu se encontré que los
niveles elevados de KL-6 (Krebs von den Lungen-6) esta asociada con el riesgo
de desarrollar resistencia a la insulina y diabetes mellitus de nueva aparicion.
[85] Mientras, Fernandez-Real et al. en un estudio con 164 individuos de sexo
masculino, describieron un aumento de los niveles circulantes de la proteina A
del surfactante que se asoci6 con intolerancia a la glucosa e insulinorresistencia,
independiente de la edad, el IMC y el tabaquismo. Asi, niveles circulantes
elevados de SP-A reflejan cambios en la permeabilidad pulmonar y pueden

conducir a un aumento en la resistencia de la via aérea. [86]

vi) El péptido 1 similar al glucagon (GLP-1), hormona peptidica de la
familia de las incretinas, que se encuentra alterada en su concentracion y
metabolismo en la DM tipo 2, presenta un nimero abundante de receptores en
el pulmén. Estudios experimentales han encontrado una asociacion entre el
GLP-1y la regulacion de la fraccion lipidica del surfactante y la estimulaciéon de
la produccion del mismo por los neumocitos. [87,88] Por lo tanto, el déficit
subyacente en las concentraciones de GLP-1 que existe en la DM tipo 2 también
podria incrementar la resistencia de la via aérea observada en estos pacientes.
En modelos animales de ratones con hipoplasia pulmonar se ha mejorado la
funcién pulmonar tras de la administracién de GLP-1. De hecho, en un modelo
de rata con hipoplasia pulmonar, la producciéon de surfactante se mejord
mediante la administracion de liraglutide, un farmaco agonista del receptor
GLP-1. [89] También, en un modelo de rata con diabetes inducida por
estreptozotocina, se logro el restablecimiento de los niveles pulmonares de

surfactante A y B tras de la administracion de liraglutide. [90]

~7.- DIABETES Y SINDROME DE APNEAS E HIPOAPNEAS
OBSTRUCTIVAS DEL SUENO

7.1- Prevalencia del SAHOS en poblacion con DM tipo 2
Cada vez existe mayor evidencia del efecto negativo de la diabetes sobre la

respiracion durante el sueio, con estudios que muestran el doble de prevalencia
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de SAHOS en pacientes con DM tipo 2 en comparacion con la poblacion general.
El SAHOS se caracteriza por episodios de 10 segundos de duraciéon de reduccion
del flujo aéreo en relacion con el colapso de la via aérea superior (apneas) y/o
una reduccion del flujo aéreo de al menos 50% con disminucion de la saturacion
de oxigeno mayor del 3% (hipoapneas). El principal sintoma es la
hipersomnolencia diurna con alteracion en la calidad de vida y lo que es mas
importante, un incremento en la morbilidad y en la mortalidad de causa
cardiovascular. [91,92] La prevalencia exacta del SAHOS en poblacion general
es dificil de saber con exactitud, pues no siempre se utilizan los mismos
métodos para su estudio ni los mismos puntos de corte para definir su presencia
y gravedad. En cualquier caso, sabemos que la prevalencia es alta en la
poblaciéon general, mayor en las edades mas avanzadas, en los hombres y en
aquellos con un IMC mas elevado. [93] Asi, la prevalencia de este trastorno en
poblaciéon de edad media oscila entre 2 y 7% en mujeres y entre 9 y 14% en
varones, incrementandose en sujetos con obesidad hasta por encima del 58%.
En individuos con DM tipo 2 se ha reportado una prevalencia de SAHOS de
23%, que puede llegar a superar el 80% en aquellos sujetos que también

presentan obesidad mérbida (Figura 10). [94]

Figura 10. Prevalencia de SAHOS en pacientes con DM tipo 2, tanto de
forma global como por su gravedad (leve, moderado, grave). [95]
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7.2 Mecanismos fisiopatologicos implicados

Los mecanismos fisiopatolégicos que se encuentran tras los trastornos
respiratorios del suefio en la DM tipo 2 son diversos. Investigaciones previas
han demostrado un patron alterado de respuesta ventilatoria a la hipercapnia,
con 3 veces menor respuesta a la hipoxia en pacientes con DM tipo 2 en
comparacion con sujetos sanos. La respuesta ventilatoria a la hipoxia depende
de multiples factores que se han descrito afectados en la diabetes: el feed-back
de los quimiorreceptores, la actividad de los centros respiratorios en la médula
espinal, la conduccion neuronal aferente y eferente, y la funcion de los misculos
respiratorios. [96, 97] También existen otros mecanismos de control

ventilatorio:

i) La leptina, cuya concentracion sérica es mayor en sujetos obesos con
SAHOS y en la DM tipo 2, participa en el control de la ventilacion central
y en el tono muscular de la via aérea. Asi, la resistencia en la leptina
observada en estos pacientes se ha asociado con desregulacion de la
ventilacion central. [98,99]

ii) La inflamacion de bajo grado presente en la DM tipo 2, presenta
una conexion con el control central de los impulsos respiratorios y el tono
de la via aérea. El aumento de los niveles de citoquinas causado por la
insulinorresistencia condiciona un efecto perjudicial en el control
respiratorio central, especialmente relacionado con la elevaciéon de los
niveles del TNF-a y la IL-6. Asi, el tratamiento con etanercept, un
inhibidor de TNF-a, disminuy6 la somnolencia y el nimero de apneas en
sujetos obesos con SAHOS que participaron en un estudio piloto doble-
ciego comparado con placebo. Esto refuerza la hipotesis que las
citoquinas proinflamatorias contribuyen a la patogénesis del SAHOS.

[100]

iii) La neuropatia autonomica. Mediante mediciones directas del
nervio simpatico muscular se ha evidenciado una mayor actividad
simpética en pacientes con SAHOS. Esta hiperactivacion persiste durante

el dia en los pacientes con SAHS y se ha observado la reduccion de ésta
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tras la instauracion de tratamiento con CPAP. Asi, estas alteraciones en
las fibras nerviosas autondémicas pueden determinar también un

deterioro en los reflejos de la via aérea superior. [101-103]

iv) La resistencia a la insulina. Varios estudios en poblaciones con
obesidad han evidenciado una asociacion entre la resistencia a la insulina
y la apnea del suefio. Asi, como Ramadan et al. demostraron que la
hiperinsulinemia desarrollada en ratas no obesas, tras ser alimentadas
con una dieta alta en grasas, aumentaba la incidencia de apneas. De igual
manera, el tratamiento de estos animales con metformina, un farmaco
capaz de reducir la resistencia a la insulina, era capaz no solo de prevenir

sino también de corregir los eventos de apneas. [104]

7.3.- Efectos de 1a DM tipo 2 sobre la respiracion nocturna

La DM tipo 2 ha mostrado ser un factor de riesgo independiente para la
aparicion de hipoxemia nocturna grave. [105] Un analisis de datos transversales
del Sleep Heart Health Study, encontr6 que los sujetos con DM tipo 2 tenian
una disfuncién del control central de la ventilaciéon y un nivel mas grave de
hipoxemia durante el suefio. [106] De hecho, la duracion del tiempo de suefnio
con saturacion de oxigeno por debajo del 90% (CT90) fue de 3 a 4 veces mayor
en pacientes con DM tipo 2 en comparacion con sujetos no diabéticos
emparejados de acuerdo con su IMC. También, se observaron diferencias
estadisticamente no significativas en el indice de alteraciones respiratorias

(apneas e hipoapneas) entre las personas diabéticas y no diabéticas.

Datos pendientes de publicacion del estudio Sweet Dreams llevado a cabo por
nuestro grupo evidencian un efecto positivo de la mejoria del control glucémico
sobre la funcién respiratoria del suefio. Asi, en una treintena de pacientes con
DM tipo 2 y SAHOS tras un seguimiento aproximado de 5 meses, se evidencio
un descenso significativo del IAH y del CT9o0 en aquellos sujetos que mejoraron
su HbA1c en méas de un 0,5 %. En un estudio previo de casos y controles, en 30

sujetos con DM tipo 2 se demostré una reduccion significativa en el nimero de
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desaturaciones nocturnas dias tras la mejoria del control glucémico durante solo

5 dias. [107]

7.4.- Registro polisomnografico en la DM tipo 2

En 2015, el estudio Sweet Sleep describi6 que pacientes con DM tipo 2
presentaban un patrén de respiracion durante el suefo diferente al de los
sujetos sin diabetes. La diferencia mas importante era que ante el mismo indice
de apneas-hipoapneas (IAH), los pacientes con DM tipo 2 presentaban un
mayor nimero de apneas y menor de hipoapneas, junto a un patrén de

hipoxemia de mayor gravedad que los sujetos control sin diabetes. [108]

7.5.- El impacto de la DM sobre la arquitectura del sueiio y los
microdespertares

Al analizar las distintas fases del suefio en los sujetos con DM tipo 2 se observa
como la hipoxia intermitente se ve intensificada durante el sueno REM
(movimientos oculares rapidos), provocando un aumento del estrés oxidativo y
de la disfuncién endotelial. Por el contrario, la mayor apariciéon de
microdespertares ocurre principalmente durante la fase no REM del sueio
[109,110] Y en los ultimos afnos se ha desvelado también una respuesta
defectuosa a la hipoxia celular en los tejidos de sujetos con DM tipo 2 atribuible
a la supresion de la estabilidad y la funcién del factor de transcripcion inducible
por hipoxia (HIF-1a). Todos estos factores constituyen nuevas vias
etiopatogénicas que contribuyen al elevado riesgo de eventos cardiovasculares

observado en estos sujetos.[111]

7.6.- Impacto clinico: somnolencia diurna y calidad del sueno

La DM tipo 2 también se asocia con la presencia de somnolencia diurna excesiva
independientemente de la gravedad del SAHOS. En un estudio de casos y
controles con 826 individuos, la somnolencia diurna excesiva fue casi el doble
entre los pacientes con DM tipo2 en comparaciéon con la poblacién control
(23,9% vs. 16,0%) y el riesgo de la misma era mayor en los sujetos con una
HbA1c > 6,4% y/o una glucemia basal en ayunas > 236 mg/dL con un OR= 3,9
(IC 95%: 1,8-7,9; p=0,0003). [112]
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También se ha descrito en la DM tipo 2 una reduccion de la calidad del sueno,
evaluada mediante el Indice de Calidad del Suefio de Pittsburgh (PSQI). Luyster
et al evaluaron la calidad del suefio en 300 individuos con DM tipo 2,
encontrando que el 55% de los pacientes eran “poor sleepers” segin el PSQI y
que esta mala calidad del suefio era predictora de una menor calidad de vida
relacionada con la salud. [113] Tenemos también datos de una poblaciéon en
Cataluna, donde 135 pacientes con DM tipo 2, en comparacion con sujetos con
metabolismo glucidico normal, presentaron un suefio mas “deficiente”
(puntuacion global del PSQI> 5) que se relacion6 con la glucemia basal en
ayunas, pero no con los parametros de sueno. [114] También Cavalcanti-
Ferreira y colaboradores evidenciaron alteraciones en la calidad del suefio y
disfuncion en el ritmo de actividad de reposo en 21 pacientes con DM tipo 2 en
comparacion con sujetos sanos apareados por sexo y edad. Estas diferencias se
asociaron con alteraciones en la funcién circadiana, que podrian estar
relacionadas con la variacion glucémica. [115] En la siguiente figura se resumen
las principales consecuencias que la DM tipo 2 ejerce sobre la respiracién

durante el suefio (Figura 11).

Figura 11. Efecto deletéreo de la DM tipo 2 sobre la arquitectura y los
trastornos de la respiracion en el suefio [41]
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8.- DIABETES E HIPERACTIVACION SIMPATICA

La relacion entre la DM tipo 2 y el sistema nervioso simpético existe a diferentes
niveles y en diferentes estadios de la enfermedad, jugando un papel en la
fisiopatologia de la hiperglucemia y aumentando el riesgo cardiovascular por
diferentes vias (Figura 12). Por ejemplo, estudios transversales han
identificado polimorfismos genéticos en el sistema nervioso simpéatico que
llevan a disrupciones del mismo, que se correlacionan con la alta prevalencia de

obesidad y DM tipo 2 en determinadas poblaciones. [116-118]

8.1.- Hiperactivacion simpatica en la DM tipo 2

En una primera instancia, la hiperactivacion simpéatica amplifica la
insulinorresistencia y aumenta la produccion de glucosa hepatica; y a nivel
muscular, disminuye el aporte y la captacion de glucosa. [119] Los efectos sobre
el tejido adiposo parecen estar relacionados con la produccion de adipoquinas.
Asi, los estudios en ratones con una alteracion genética del receptor de
serotonina indican un desequilibrio en la saciedad, alteraciones de la leptina y
de la senalizacion del receptor beta3-adrenérgico, que pueden causar obesidad e
intolerancia a la glucosa. [120, 121] A nivel cardiaco, se ha descrito un aumento
en la frecuencia cardiaca en reposo, alteraciones en la inervaciéon simpatica/
parasimpatica del corazén con focos miocardicos de denervacion o hiper-
inervacién simpatica, y alteraciones en la variabilidad cardiaca durante la

respiracion profunda (Figura 13). [122, 123]

Figura 12. Progresion de la neuropatia autonémica cardiaca. Los
primeros signos subclinicos detectables de disfuncién autonémica
pueden estar ya presentes en el momento del diagnostico de la diabetes.

[124]
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A nivel endotelial, existe evidencia de microangiopatia preclinica con aumento
en la rigidez adrtica desde etapas precoces de la DM tipo 2, en probable relacion
con una disfuncién endotelial originada por un desequilibrio en la producciéon

de moléculas de adhesion: ICAM tipo 1y VCAM tipo 1. [125-127]

Figura 13. Activacién simpatica aberrante en trastornos tales como
obesidad, hipertension, apnea obstructiva del suefio, diabetes mellitus y
sindrome metabolico [128]
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8.2 Trastornos del sueno e hiperactivacion simpatica

El sueno es una cadena de ciclos de duracidon y caracteristicas diferentes
interindividuales que se suceden durante el descanso nocturno. Entre las
alteraciones del suefio en los pacientes con diabetes se describe una mayor
fragmentacion del sueno, con un aumento de microdespertares (microarousals)
en especial en la fase no-REM. A su vez, los microdespertares, que se
caracterizan por periodos de hiperactividad simpatica, se han asociado de forma

independiente con la glucosa plasmatica en ayunas. [129,130]

Los episodios de hipoxia nocturna en relacion con el SAHOS también activan el
sistema nervioso simpatico, llevando a hipertensién, alteraciones en la
variabilidad cardiaca y probablemente a dafio endotelial. [131-132] Estudios en
pacientes con SAHOS ponen de manifiesto como la exposicion a largo plazo a la
hipoxia intermitente y a la fragmentacidon del suefio aumenta la actividad
nerviosa simpatica, resultando en una mayor prevalencia de hiperglucemia en
ayunas, resistencia a la insulina y DM tipo 2. [133,134]

En el Estudio CARDIA (the Coronary Artery Risk Development in Young
Adults Sleep Study), entre los 40 sujetos con DM tipo 2 se observdé un
incremento del 10% en la fragmentacion del suefio asociado a una elevacion de
9% en la glucemia en ayunas, asi como un aumento del 30% en el nivel de
insulina en ayunas y del 43% en la resistencia a la insulina evaluada mediante el
homeostasis model assessment (HOMA). [135] Estos micro despertares también
se han relacionado con una hiperactivacion simpatica que lleva a disfuncion
endotelial y disminuciéon del 6xido nitrico, y a un aumento de los niveles de
cortisol, de lipidos y de la presién arterial, que estarian implicados de forma
conjunta en la progresion de la disfuncién endotelial y la enfermedad
cardiovascular. [136, 137] Asi, en modelo animal, se ha demostrado céomo la
fragmentacion del suefio induce cambios en la expresion de marcadores de
inflamacién, con aumento de IL-6 en tejido adiposo retroperitoneal y
disminucion de TNF-a en tejido adiposo mesentérico; ademas de aumento en la
expresion de los genes de IL-1f3 en tejido adiposo y corazén y de TGF-1 (factor

de crecimiento transformante beta) en el hipotalamo. [138-140]
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En los anos cincuenta, cuando se estudiaba las acciones de la reserpina y de las
anfetaminas, se descubrio el papel de las catecolaminas en el ciclo sueno-vigilia.
Las alteraciones del sueno, tales como la fragmentacion del sueno y los
despertares nocturnos, causan un aumento en la epinefrina. A su vez, la
norepinefrina incrementa en funciéon de los cambios de posicidn, con respuesta

aumentada en el ortostatismo y tras el despertar matutino. [141]

9.- DIABETES Y RITMOS CIRCADIANOS

En las ultimas décadas, se ha descrito la asociacién entre las alteraciones en el
ritmo circadiano derivadas de nuestro estilo de vida, tales como trabajos y
comidas de horario nocturno, la DM tipo 2 y la obesidad (Figura 14). [142,143]
También se ha descrito que los comportamientos que llevan a la restriccion
involuntaria del sueno, modificando los biofenémenos circadianos (condiciones
ambientales, trastornos médicos o psiquiatricos y medicamentos entre otros)
son un factor de riesgo significativo para el desarrollo de diabetes. [144]

El metabolismo tiene un ritmo circadiano donde la ingesta, el gasto energético,
el perfil glucémico, la utilizaciéon de la glucosa, la secreciéon a la insulina y la
sensibilidad a la misma estan sujetos a cambios en relacion con el dia y la noche
o el ciclo de sueno-vigilia. [145] Asi, si bien los factores de riesgo mas clasicos de
la diabetes se relacionan con el exceso de peso, la predisposiciéon genética y la
falta de actividad fisica, en los ultimos afios también se han incorporado los
trastornos en el ritmo circadiano secundarios a costumbres y habitos de la vida

diaria. [146,147]

Figura 14. Los factores de comportamiento llevan a asincronia circadiana y
pueden intervenir en el desarrollo de diabetes tipo 2. [148]
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El reloj circadiano, situado en el nudcleo supraquiasmatico hipotalamico, se
encarga de organizar estos ritmos en ciclos de aproximadamente 24 horas, tanto
a nivel central como en tejidos periféricos (Figura 15). Se trata de un circuito
de retroalimentacion que regula la expresion génica a nivel transcripcional y
traduccional, donde el primer ciclo depende de la activacion transcripcional de
CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput) y BMAL1 (brain and muscle
Arnt-like protein-1). Ambos genes se unen a secuencias reguladoras conocidas
como cajas E, localizadas en los promotores de los genes PER (period) y CRY
(criptocromo). El segundo ciclo de retroalimentacion involucra activadores de la
transcripcion como ROR (receptor huérfano relacionado con el 4cido retinoico)
a, By Y,y represores de la misma como el REV-ERB (receptor huérfano
codificado en la cadena no codificante de las proteinas del gen a de la tiroides) a
y B. Estos genes reloj se encargan de regular su propia transcripcion y la de
otros genes que contienen cajas E en sus promotores y estan implicados en los
biofend6menos circadianos y en la transmision de la informacion generada en el
sistema nervioso central al resto de tejidos y a los genes “reloj” en ellos
localizados. [149] Asi, se ha demostrado que estos genes son responsables de
mas del 10% de las transcripciones expresadas en cualquier tejido que
participan en procesos celulares importantes, como la proliferaciéon celular o la

apoptosis. [150,151]
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Figura 15. Los componentes centrales del sistema de reloj de los
mamiferos. [148]
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Existen relojes circadianos similares a los del sistema nervioso central, en una
gran variedad de tejidos periféricos implicados en el metabolismo, como higado,
coraz6bn, pulmoén, rindn y fibroblastos entre otros. Estos genes son los
responsables de los ritmos circadianos en las células de los tejidos periféricos y
el reloj circadiano del ntcleo supraquiasmatico coordina las relaciones de fase
entre los tejidos. [152] Asi, en los islotes pancreéaticos los genes reloj controlan la
secrecion y la senalizacion de la insulina, la captaciéon y el metabolismo de la
glucosa, el ciclo celular, la proliferacion y el crecimiento de las células (.
[153,154] En modelos animales se ha demostrado que la funcion alterada de los
genes reloj puede resultar en alteraciones del metabolismo hidrocarbonado
(Figura 16). Asi, los ratones homocigotos para la mutaciéon en el gen CLOCK
descritos por Turek y colaboradores, mostraban un ritmo de alimentacion
diurno atenuado con cambios en la regulacién del peso corporal y el gasto
energético que conducian a obesidad, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hiperleptinemia, hiperglucemia e hipoinsulinemia. [155] También, se describen
alteraciones en la adipogénesis y en el metabolismo hepatico de carbohidratos
en ratones carentes de BMAL1, CRY1 o CRY2. [156,157] La evidencia en seres
humanos existe, aunque mas escasa: variantes y polimorfismos en CLOCK,
CRY2 y PER2 se asocian a mayor susceptibilidad a la obesidad, al sindrome

metabdlico y a la diabetes. [158-160]. Las variantes genéticas en BMALT1, por su
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parte, se relacionan con diabetes tipo 2, hipertension arterial y diabetes

gestacional. [161,162]

Figura 16. Participacion de los genes reloj en el funcionamiento de la
célula beta. [163]
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10.- JUSTIFICACION DE LOS
ESTUDIOS DESARROLLADOS.
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* Estudios poblacionales han mostrado el impacto negativo de la DM tipo 2

sobre la funcién pulmonar.

* Se han descrito mecanismos fisiopatologicos relacionados como la resistencia
a la insulina, la inflamacion cronica de bajo grado, el dafio microvascular y la

neuropatia autonémica.

* De igual manera, existe cada vez mayor evidencia del efecto deletéreo de la
DM tipo 2 sobre la respiracion nocturna, produciendo descenso de la saturacion

arterial de oxigeno y desregulando los ritmos circadianos.

* Estas complicaciones “no clasicas” de la diabetes incrementan el riesgo

cardiovascular de los pacientes de manera independiente al control glucémico.

* No esta aun establecido como abordar el estudio de la funcién pulmonar y la
respiracion nocturna en los pacientes con diabetes, ni mucho menos céomo
identificar a los individuos méas susceptibles de desarrollar estas

complicaciones.

*Los estudios de esta tesis buscan profundizar en la bisqueda de biomarcadores
que permitan identificar a los sujetos mas vulnerables de sufrir esta
complicacion tardia (HIF y las proteinas séricas A y D del surfactante
pulmonar), ahondar en los mecanismos que pueden explicar esta relacion
(hiperactivacion simpatica y cronodisrupciéon) y evaluar el impacto sobre la

ateromatosis subclinica (densidad vasa vasorum).
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11.- HIPOTESIS
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Hipétesis 1:

La mayor activacion simpatica descrita en la DM tipo 2 estara

condicionada por los episodios de hipoxia nocturna y el grado de control

metabodlico.

Hipétesis 2:

La mayor activacién simpatica en los pacientes con DM tipo 2 impactara

en la expresion de genes reloj relacionados con el ritmo circadiano y la

cronodisrupcion.

Hipétesis 3:

El estudio de la expresion de HIF-1a puede ser 1til para identificar a los

pacientes con DM tipo 2 con mayor hipoxia nocturna.

Hipétesis 4:

El incremento en la concentracion sérica de las proteinas del surfactante

pulmonar, como reflejo del dafio pulmonar, ayudara a identificar a los

sujetos con DM tipo 2 y mayor afectacion de la funcién pulmonar.

Hipétesis 5:

La mayor hipoxia nocturna (mantenida e intermitente) descrita en la DM

tipo 2 se relacionara con el desarrollo de enfermedad ateromatosa y una

mayor densidad de la vasa vasorum a nivel de la adventicia carotidea.
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12.- OBJETIVOS
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12.1.- OBJETIVO GENERAL

Profundizar en los mecanismos fisiopatologicos que favorecen el efecto negativo
de la DM tipo 2 sobre la funcion respiratoria y la respiracién durante el suefio, y

encontrar marcadores tempranos de esta lesion.

12.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la activacion simpatica en un grupo de pacientes con
DM tipo 2 y la relacion de esta activaciéon con los parametros

polisomnograficos.

1.1 Evaluar la variabilidad del ritmo cardiaco en el grupo de estudio y el
grupo control.

1.2 Determinar la concentracion de hormonas contrarreguladoras:
cortisol, insulina, glucagéon y GH (hormona crecimiento) en el grupo
de estudio y el grupo control.

1.3 Comparar las concentraciones en orina de metanefrinas entre el dia y
la noche en ambos grupos.

1.4 Evaluar la relacién entre la variabilidad del ritmo cardiaco, la
concentracion de metanefrinas en orina, las hormonas

contrarreguladoras y los parametros polisomnogréficos.

2. Evaluar la expresion de HIF-1a y de los principales genes reloj
en los pacientes con DM tipo 2 en comparacion con sujetos sin

diabetes.

2.1 Comparar la expresion génica de HIF-1a en los dos grupos.

2.2 Comparar en ambos grupos la expresion génica de los siguientes
genes reloj: PER1, PER2, PER3, RORa, ARNTL, CLOCK, EPAS;,
CRY1, CRY2 y SUCNRu1.
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2.3 Evaluar la relacion entre el grado de control metabolico y la expresion
génica de HIF-1a y de los genes reloj.
2.4 Evaluar la relacion entre la hipoxemia nocturna y la expresion génica

de HIF-1a y de los genes reloj.

3. Evaluar los niveles séricos de las proteinas D y A del
surfactante pulmonar (SP-D y SP-A) en pacientes con DM tipo

2 en relacion con lesion pulmonar no conocida.

3.1 Comparar las concentraciones de las proteinas surfactante sérico D
(SP-D) y A (SP-A) entre el grupo de estudio y un grupo control sin DM
tipo 2.

3.2 Comparar la funcién pulmonar mediante espirometria entre el grupo
de estudio y el grupo control.

3.3 Evaluar la relacion entre las concentraciones de SP-D y de SP-A; y la

funcion pulmonar en pacientes con DM tipo 2.

4. Evaluar el impacto del SAHOS y la hipoxia intermitente
nocturna en la pared carotidea mediante la evaluaciéon de la

densidad de la vasa vasorum de la adventicia.

4.1 Comparar la densidad de la vasa vasorum en la adventicia carotidea
entre la poblaciéon de pacientes con SAHOS y el grupo control.

4.2 Comparar la concentraciéon sérica de marcadores de dafio endotelial
(ICAM-1, VCAM-1, P-Selectina y Lipocalina-2) entre la poblacion de
pacientes con SAHOS y el grupo control.

4.3 Establecer la relacion entre la densidad de la vasa vasorum en la
adventicia carotidea y los parametros relacionados con el SAHOS en el

grupo de estudio.
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13.- RESULTADOS
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ESTUDIO 1

Hiperactividad simpatica y trastornos del suefio en
personas con diabetes tipo 2

Article Source: Sympathetic Hyperactivity and Sleep Disorders in
Individuals with Type 2 Diabetes Loépez-Cano C, Gutiérrez-Carrasquilla L,
Sanchez E, Gonzélez J, Yeramian A, et al. (2019) Frontiers in Endocrinology
10:752. https://doi.org/10.3389/fendo.2019.00752

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (CC BY).
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RESUMEN

Ya que el origen de la hiperactivaciéon simpética en la DM tipo 2 no se conoce
con exactitud, proponemos que tanto la hipoxia intermitente como el mayor
numero de microdespertares que caracterizan el suefio en los pacientes con
diabetes podrian explicar el incremento en la actividad del sistema nervioso
simpatico.

Con el objetivo de evaluar la actividad simpatica en pacientes con DM tipo 2 e
investigar la relacion entre esta activacion y los parametros polisomnograficos,
disenamos un estudio transversal con un grupo de pacientes provenientes de las
Consultas Externas de Endocrinologia (Unidades de Obesidad y de Diabetes)

del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida.

La poblacion de estudio reclutada, 36 sujetos con DM tipo 2, sin enfermedad
clinica macrovascular ni enfermedad pulmonar conocida, tenia una edad entre
40-70 anos y un IMC menor de 40 kg/m2. Se excluyeron del estudio los
pacientes que llevaban tratamiento con farmacos con actividad sobre el sistema
nervioso central: hipnoticos, antidepresivos, sedantes y psicolépticos. También
aquellos sujetos con tabaquismo activo, historia de abuso de alcohol,
enfermedad renal crénica, neoplasia activa, enfermedades neuromusculares y
aquellos un SAHOS en tratamiento con un dispositivo de presion positiva
continua en la via aérea (CPAP). Se reclut6 también un grupo control de 11
sujetos sanos, sin DM tipo 2 ni enfermedad pulmonar, apareados por edad,
IMC, circunferencias de cuello y de cintura, y presion arterial (Tabla 2).

Todos los sujetos del estudio se sometieron a la realizacién de una poligrafia
cardiorrespiratoria no asistida en su domicilio con un dispositivo portatil Alice
PDx, midiendo asi el IAH y el CT9o.

Se estudid la variabilidad del ritmo cardiaco, definida como la medida de la
variacion en milisegundos entre latido y latido, en sus intervalos R-R, mediante
un dispositivo QHRV con el hardware DT-HW6c. Los resultados se analizaron
tras la medicion en diferentes estados: descansando (tras un reposo de 15
minutos), respirando profundamente, en Valsalva y en posicién de

bipedestacion.

57



Tabla 2. Caracteristicas clinicas, metabdlicas y respiratorias del suefio basicas
de los participantes en el estudio.

DM tipo 2 Grupo control p
n 36 11 -
Edad (aios) 56,3 +8,7 51,2+8,8 0,101
Mujeres, n (%) 10 (27,7) 11 (100) <0,001
IMC (Kg/m?) 31,9+4,8 32,5+5.8 0,745
Circunferencia cuello (cm) 41,9+42 39,6 £2,8 0,095
Circunferencia abdominal (cm) 113,0+ 11,0 116,0 £ 10,8 0,431
HbAlc (%) 8,0+1,3 5,5+0,5 <0,001
Colesterol LDL (mmol/l) 2,8+1,0 32+1,1 0,337
Triglicéridos (mmol/l) 1,7 (0,8-3,7) 1,1 (0,8-2,0) 0,089
Presion sistélica (mm Hg) 131,6 £ 12,6 131,9 £ 10,5 0,902
Presion diastélica (mm Hg) 77,6 £8,2 80,7+5,3 0,260
AHI (eventos/hora) 23,5 (3,0-78,0) 14,0 (0,0-67,0) 0,227
CT90 (%) 7,5 (0,0-64,0) 6,5 (0,0-44,0) 0,355

Los datos son media + DE, mediana (rango) 6 n (porcentaje). IMC: indice de masa corporal; HbAlc:
hemoglobina glicosilada; LDL: lipoproteina de baja densidad; IAH: indice de apnea-hipopnea; CT90:
tiempo de suefio con saturacion de oxigeno por debajo del 90%.

Con el fin de comparar la concentracion en orina de metanefrinas, se llevé a
cabo la recoleccion de orina en dos espacios de tiempo de 12 horas,
diferenciandose asi entre la orina diurna y nocturna. Se determiné también la
concentracion de ciertas hormonas contrarreguladoras: cortisol, insulina,
glucagén, IGF-1 y GH mediante enzimoquimioluminiscencia. Vale la pena
destacar que, para la realizacion de todas las determinaciones y pruebas antes
descritas, los pacientes no debian consumir alimentos, café o nicotina tres horas
antes de la prueba. Tampoco podian recibir tratamiento con los siguientes
farmacos: anticolinérgicos, fludrocortisona, antihistaminicos, antagonistas alfa

o beta y/o ansioliticos durante las 48 horas previas.

El grupo de pacientes con DM tipo 2 (27,7% mujeres), contaba con una media
de edad de 56,3 + 8,7 afos, todos con sobrepeso u obesidad, con un IMC de 31,9
+ 4.8 kg/m2 y un perimetro abdominal de 113,0 + 11,0 cm. En cuanto a las
variables analiticas, nuestros pacientes presentaban: HbAic 8,0 + 1,3%,
colesterol LDL 2,8 + 1,0 mmol/L y triglicéridos 1,7 (0,8-3,7) mmol/L. En
relacion a los parametros de la poligrafia respiratoria, los sujetos con DM tipo 2
se encontraban en el rango de SAHOS moderado, con un IAH de 23,5

eventos/hora (3-78) y un CT90% de 7,5% (0-64) (Tabla 2). Finalmente, los
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valores de hormonas contrarreguladoras y los parametros de variabilidad del
ritmo cardiaco estaban dentro del rango normal y eran similares a los del grupo

control (Tabla 3).

La concentracién nocturna de metanefrinas totales en orina fue superior a la
concentracion diurna en los pacientes con DM tipo 2 [247,0 (120,0-1375,0) vs.
210,0 (92,0-670,0), p=0,039]. Sin embargo, no se observaron diferencias entre
el dia y la noche en el grupo control. Estos niveles de metanefrinas nocturnos se
asociaron de manera positiva y significativa con el CT9o (r=0,617, p<0,001),
desapareciendo esta relacion al considerar las metanefrinas diurnas (r=0,093,
p=0,644) (Figura 17). Asi, a mayor tiempo de hipoxia nocturna encontramos
mayor secreciéon de metanefrinas en la noche, y normalizacion de las mismas
durante el dia. Adicionalmente, la concentraciéon de metanefrinas diurnas y

nocturnas se asoci6 negativamente con la concentraciéon de glucagon (Tabla

4).

Tabla 3. Valores de hormonas y pardmetros de variabilidad cardiaca de los
participantes en el estudio.

DM tipo 2 Grupo control p
Cortisol (nmol/L) 330,0 (41,0-616,2) 452,0 (211,3-798,3) 0,094
Insulina (mIU/L) 100,3 (24,0-523,8) 128,5 (40,1-188,0) 0,899
IGF-1 (ng/mL) 135,1 (55,3-273,2) 149,9 (85,0-215,9) 0,461
Glucagoén (pg/mL) 136,0 (61,0-304,0) 112,0 (63,0-183,0) 0,348
GH (ng/mL) 0,1 (0,0-2,1) 0,1(0,0-1,2) 0,800
LFa/RFa reposo 0,9 (0,3-2,0) 0,7 (0,2-1,8) 0,299
LFa/RFa respiratoria 0,6 (0,2-1,7) 0,4 (0,3-0,7) 0,099
LFa/RFa Valsalva 1,7 (0,8-3,0) 1,7 (0,6-3,5) 0,591
LFa/RFa bipedestacion 1,1 (0,3-2,8) 0,7 (0,5-2,2) 0,022
SDNN 21,5 (7,1-85,3) 39,5 (17,4-76,7) 0,013

Los datos son media (rango). IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1; GH: hormona
crecimiento; LFa: simpatico- area de baja frecuencia; RFa: parasimpatico- area de frecuencia respiratoria;
SDNN: desviacion estandar de latido a latido o intervalos NN.
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Figura 17. Correlacion lineal entre la concentracién de metanefrinas en
orina y el porcentaje de tiempo con saturaciones de oxigeno por debajo

del 90%.
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Metanefrinas totales en orina diurna (mug/L)

hormonas séricas y los parametros de variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Metanefrinas nocturnas

Metanefrinas diurnas

r p r p
CT90 (log) 0,617 <0,001 0,093 0,644
IAH (log) 0,146 0,356 0,426 0,146
Cortisol (mmol/L) 0,069 0,677 -0,102 0,522
Insulina (mIU/L) 0,235 0,145 0,050 0,752
IGF-1 (ng/mL) 0,045 0,784 0,039 0,802
Glucagoén (pg/mL) -0,427 0,008 -0,452 0,003
GH (ng/mL) 0,231 0,151 0,101 0,519
LFa/RFa respiratoria -0,163 0,335 -0,176 0,271
LFa/RFa Valsalva 0,085 0,612 0,236 0,132
LFa/RFa bipedestacion 0,127 0,448 0,035 0,828
LFa/RFa reposo -0,161 0,334 -0,137 0,386

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1; GH: hormona crecimiento; LFa: simpatico- area de
baja frecuencia; RFa: parasimpatico- area de frecuencia respiratoria

En el anédlisis multivariado, para evaluar los factores con influencia sobre la
concentracion nocturna de metanefrinas, se incluyeron las siguientes variables
independientes: hormonas contrarreguladoras (cortisol, insulina, glucagon,
IGF-1 y GH) y parametros de variabilidad cardiaca (respiratoria, Valsalva,
bipedestacion y reposo). Al analizar al conjunto de la poblacion incluida en el

estudio se encontr6 una interaccion significativa entre la concentraciéon urinaria
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nocturna de metanefrinas, el CT9o (p=0,001), la concentraciéon sérica de
glucagon (p=0,001), el tono parasimpatico en reposo (p=0,009) y la tension
arterial diastolica (p=0,047), R2 =0,741] (Tabla 5). Cuando el anilisis se limito
al grupo de pacientes con DM tipo 2, la concentracion de glucagén (p=0,011) y
el CT 90 (p=0,016) continuaban prediciendo de manera independiente la

concentracion urinaria nocturna de metanefrinas (R2 = 0.549).

Tabla 5. Analisis de regresion multiple (método por pasos) en toda la
poblacion: variables relacionadas independientemente con las metanefrinas
nocturnas en orina.

B Beta (95% IC) p

CT90 (log) 0,520 191,2 (93,9 a 288,6) 0,001
Glucagoén (pg/mL) -0,505 -1,3 (-2,0 2-0,6) 0,001
LFa/RFa reposo -0,379 -148,9 (-255,4 a -42,5) 0,009
Presion diastélica (mm Hg) 0,277 6,0 (0,0 a 12,0) 0,047
IAH (eventos/hora) -0,212 - 0,095
Tabaquismo -0,240 - 0,114
GH (ng/mL) -0,260 - 0,172
LFa/RFa bipedestacion -0,218 - 0,196
Edad (afos) -0,148 - 0.289
IGF-1 (ng/mL) 0,138 - 0,356
Insulina (mIU/L) 0,132 - 0,370
Presion sistélica (mmHg) -0,246 - 0,371
Cortisol (mmol/L) -0,115 - 0,434
LFa/RFa respiratoria -0,100 - 0,436
HbAlc (%) 0,120 - 0,443
IMC (kg/m?) 0,074 - 0,596
Género (mujer/hombre) -0,047 - 0,742
LFa/RFa reposo -0,041 - 0,763
LFa/RFa Valsalva 0,026 - 0,866
Circunferencia de cuello (cm) -0,016 - 0,914

Constante - -58,1 (-540,7 a 424,3) 0,802

R?>=0.741

En conclusién, basados en esta nuestros resultados, sugerimos que el aumento
de la actividad simpatica previamente descrito en pacientes con DM tipo 2
podria estar mediado por el efecto deletéreo de la diabetes en la respiracion

nocturna.
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INTRODUCTION

A wealth of clinical and cross-sectional studies showed a higher
prevalence of sleep apnoeca-hypopnea syndrome (SAHS) in
patients with type 2 diabetes (T2DM). The data vary according to
the population studied, but reach a prevalence of up to 85%, with
70% for the range of moderate SAHS (1-5). Despite the lack of
prospective studies to demonstrate the SAHS impact in patients
with T2D, it is well known that intermittent nocturnal hypoxia
is associated with poorer glycaemic control and an increase in
cardiovascular risk (6-13). Alternatively, patients with T2D, in
comparison with the general population have a negative impact
on breathing during sleep, creating greater sleep fragmentation,
an increase in micro-awakenings and a higher prevalence of
nocturnal hypoxia episodes (14-18). However, there is little
evidence and some controversy on whether these alterations
are responsible for hyperactivation of the sympathetic nervous
system described in patients with T2DM.

Usually, the autonomic nervous system shows episodic
oscillations of broad-spectrum activity during sleep with
dynamic fluctuation of vital factors such as heart rate, blood
pressure and ventilation (19, 20). Moreover, changes in sleep
architecture are associated with increased sympathetic activity,
leading to endothelial dysfunction and decreased nitric oxide
concentration (21-23). In this way, episodes of nocturnal hypoxia
also activate the sympathetic system, promoting alterations
in cardiac variability and probably endothelial damage,
which contributes to increased cardiovascular nisk (24-27).
Sympathetic overactivity has also been associated with metabolic
dysfunction such as insulin resistance, obesity, hypertension
and dyslipidacmia (28-30). Even genetic polymorphisms have
been identified the sympathetic nervous system of humans and
animals and seem to contribute to the development of obesity
and T2DM in certain populations {31-33).

Since the origin of sympathetic hyperactivation in patients
with T2DM is not precisely known, we propose to analyse
the relation between the presence of breathing disorders that
characterize their sleep with data related with sympathetic
activity. We aimed to deepen this hypothesis by studying
the polysomnographic record of 36 subjects with T2DM and
its relationship with measurement of urine metanephrine
concentration, heart rate variability (HRV) and other serum
markers of sympathetic activity.

MATERIALS AND METHODS

Ethic Statement

The study was approved by the human cthics committee from
the Arnau de Vilanova University Hospital and was conducted
according to the cthical guidelines of the Helsinki Declaration.
Informed written consent was obtained from all participants
included in the study.

Description of the Study Population

In this cross-sectional study, a total of 36 patients of Caucasian
origin with T2DM were prospectively recruited between
September 2017 and July 2018 at the outpatient clinic in the

Endocrinology Department of the Arnau de Vilanova University
Hospital. Willing participants were given detailed information
about the objectives and procedures of the study.

Particpants fulfilled the following inclusion criteria: T2DM
with more than 5 years of known evolution, men and women
aged 40 and 70 years without any history of vascular disease or
lung disease and a BMI of less than 40 kg/m®. The exclusion
criteria were presence of type 1 diabetes, chronic kidney disease,
active neoplasia, neuromuscular discases, active smoking or
former smokers, history of alcohol abuse and treatment with
continuous positive airway pressure (CPAP). Patients who were
treated with drugs with activity on the central nervous system
(e.g., hypnotics, antidepressants, sedatives, psycholeptics) were
also excluded from the study. No pregnant women were included.
A control group of 11 healthy subjects without T2DM or lung
discase and well matched by age, body mass index (BMI), neck
and waist circumferences and blood pressure was also recruited
during the same period among the relatives of patients with
diabetes, as well as the employees of our institution.

Measurement of Sleep-Disordered
Breathing

The 36 recruited patients and the 11 controls underwent a
non-attended respiratory polygraphic record with a portable
Slecp Diagnostic Alice PDx (Philips Respironics, Spain) which
records nasal airflow (nasal cannula), respiratory effort {chest
and abdominal bands), snoring, body position and finger pulse
oximetry. The same technician manually checked all sleep studies
to reduce variability. Records with less than 5h of correct
signal were repeated. An apnea was defined as cessation of
airflow for more than 10 s. Hypopnea was defined as a reduction
in respiratory signals for at least 10s associated with oxygen
desaturation of 4% or more. The apnea-hypopnea index (AHI)
was calculated as the total number of respiratory events (apneas
plus hypopneas) divided by the recording time in bed (per hour
of sleep). On this basis, SAHS was defined as an AHI =10
events/hour (e/h). The cumulative percentage of time spent with
oxygen saturations below 90% (CT90) was also assessed (34-36).

Laboratory Assessment

After patients fasted overnight for 12h, venous blood was
collected from the antecubital vein. Samples were separated
by centrifugation (2,000g at 4°C for 20min) and analyzed
in the clinical laboratory of our hospital using standard
methods to obtain biochemical par s. The 1

of urine metanephrines was realized by high performance liquid
chromatography. In order to compare the concentrations of
urine metanephrines between day and night, urine collection
was carried out in two 12-h time periods [from 8:00 to
20:00 (day) and from 20:00 to 8200 (night)]. The serum
concentration of hormones related with glucose metabolism
[cortisol, insulin, glucagon, insulin-like growth factor-1 (IGF-
1) and growth hormone (GH)] were also determined through
chemiluminescence enzyme immunoassay. All samples were
collected in the absence of clinical evidence of active infection or
inflammatory diseases.
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Cardiac Variability Study: Heart Rate
Variability Parameters

Heart rate variability (HRV), defined as the measurement of
the variation in milliscconds between heart beats, was studied
in its R-R intervals, through a QHRV device with DT-HW6c
hardware (QHRYV, Santa Barbara, CA, United States). The results
were analyzed after measuring in four different stages: after a
15-min rest, breathing decply, in Valsalva and in a standing
position. In the time domain, we analyzed RR intervals, standard
deviations of RR intervals (SDNN), the square root of the mean
squared difference of successive RR intervals (RMSSD), and the
percentage of adjacent NN intervals differing by more than 50 ms
(pNN50). This last measurement was referred to as "short-term”
HRV and reflects the parasympathetic influence on the heart rate.
In the frequency domain, we analyzed the low-frequency band
(LF, an index of both sympathetic and parasympathetic activity),
high-frequency band (HF) and very low-frequency (VLE that
reflects thermoregulatory mechanisms, fluctuation in activity of
the renin-angiotensin system, and the function of peripheral
chemoreceptors) (37). Patients were advised not to consume
food, coffee or nicotine 3h before the test and to not receive

TABLE 1 | Bassine main cinical, metabolic and sieep-beeathing charsctenstics of
panticpants in the study.

Type 2 disbetes Control group P
N 3 11" -
Age (years) 563 +87 512488 0
Véamen, n (%) 10 27.7) 11 (100%) «<0.001
EMI Kgir) 31948 558 Q745
Neck circumierence 4:19+42 B6x28 0.085
ferny
Wisst circumference 1130+ 110 1160108 0431
temy
HbAle (%) 80%13 55=05 <0.001
LDL Cholestaroi 2810 3211 0337
{mmaty
Triglycerides (mmaoll) 1.70.8-3.7) 1.1 0820 0.089
Systolc blood 1316+ 126 1319+ 105 0802
pressure (mm Ha)
Diasachic blood 776+82 B0.7 +53 0.260
fressure (mm Hg)
AH| (eventahowr) 23530-7180) 140 0.0-57.0¢ 0227
CT90 (%) 7.5{0.0-64.0) 6.5(0.0-44.0) 0355

treatment with anticholinergics, fludrocortisone, antihi
alpha or beta antagonists, or anxiolytics during 48h before
the test.

Statistical Analysis

Normal distribution of the variables was assessed using the
Kolmogorov-Smimov test. Data were expressed as the mean
+ standard deviation or percentage. Given their skewed

Data are mean + SD, median jange) or n (percentage). BM), body mass indax; HbATe,

percontage of tme spent with cxypen sxturations below S0%.

TABLE 2 | Horrmones viduas and heart varabilly parametens of paricpants in the

distribution, AHI, CT90 and serum triglycerides are sh as
median (range) and were logarithmically transformed to achieve
a normal distribution. The relationship between the continuous
variables was examined by the Pearson lincar correlation test.
Univariate and multivariate logistic regression models were
computed. A stepwise multivariate regression analysis was
performed to explore the vanables independently related to
nocturnal urine metancphrines. Vanables significantly associated
with changes in urine metanephrines in the bivariate analysis
(Le., CT90 and serum glucagon concentration), together with
heart rate variability parameters and clinically relevant variables
(i.c., gender, BMI, age, smoking habit, blood pressure, AHI, neck
circumference and HbAlc) were included in the analysis. All p-
values were based on a two-sided test of statistical significance.
Significance was accepted at the level of p < 0.05. Statistical
analyses were performed using the SPSS statistical package (IBM
SPSS, Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY, USA).

RESULTS

The main clinical features and metabolic data of the study
population are p d in Table 1. Bricfly, patients with T2DM
were 56.3 + 8.7 old, mainly female (722%) and obese (BMI
31.9 + 4.8 kg/m~) and showed a poor metabolic control (HbAlc
8.0 £ 1.3%). Regarding measurements from the non-attended
polygraphy, they exhibited a median AHI of 23.5 (3.0-78.0) ¢/h,

study.
Type 2 diabetes Control group P
Cortisal (nmodL) 330.0{41.0-618.2) 452 @11.53-798.3) 0.084
nsuin rdUL) 100.3 {24.0-523.8) 128.5(40.1-188.0) D.899
1GF-1 ing/md} 135.1{56.3-273.2) 149.9(85.0-215.9) 0.481
Ghcagon 136.0 {61.0-304.0) 112.0(83.0183.0) 03458
{pa'ml)
GH (ng/mL) 0.1 (0.0-2.1} 0.1{0.0-1.2) 0.800
LFaFFa resting 0.9 0.3-2.0) 0.7 {0.2-18 0.298
LFaFFa 0.6[0.2-1.7) 0.4 {D307) 0.009
respiratory
LFa/fFa vaisana 1.7 (0.8-3.0) 1.7 0635 0.501
LFa/FFa 1.1 0.3-28 07 D522 o022
standing
SONN 21.5(7.1-85.5) 39.5(17.4-76.7) 0m3

Data are medien frange}, IGF-1, insufin-ie growth factor 7 GH, grawth hormone; LFa,
Jow frequency campanens; Afa, high faquency componant SONN, standvd deviation
of baat to beat or NV nfenais.

with a median CT90 of 32 (0-64)%. Finally, hormone values
and HRV parameters were within the normal range (Table 2).
Urine concentrations of total metanephrines were statistically
higher during the night compared with the concentrations during
the day period in the group of subjects with T2DM [247.0
(120.0.1375.0) vs. 210.0 (92.0-670.0), p = 0.039]. However, no
differences between day and night were observed in the control
group [243.0 (104.0-560.0) vs. 250.5 (94.0-485.0), p = 0.674).
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Linear correlations between day and night metancphrines
and serum hormones and heart rate vanability parameters are
shown in Table 3. Whereas the noctumal concentration of urine
metanephrines were positively associated with values of CT90
(r = 0.617, p < 0.001), this association disappeared with the
metanephrines collected during the day (r = 0.093, p = 0.644)
(Figure 1). In addition, nocturnal and daily urine metanephrines
were negatively associated with serum glucagon concentrations
(r = —0.427, p = 0.008). In the multivariate regression analysis
including the entire population we found a significant direct
interaction between the concentration of urine metanephrines at

TABLE 3 | Linear comelations batween day and night matanephrines and serum
hormones and hearnt rate variabilty pararmaters.

night and the percentage of time spent with oxygen saturation
<90% (p = 0.001) [together with serum glucagon concentration
(p = 0.001), LFa/RFa resting (p = 0.009) and diastolic blood
pressure (p = 0.047), R* = 0.741]. This indicated that the increase
in the secretion of metanephrines at night could be related with
the severity of nocturnal hypoxia (Table 4). When subjects with
T2DM were assessed alone, serum glucagon concentrations (p
= 0.011) and CT90 (p = 0.016) still independently predicted
nocturnal urine metanephrines (R* = 0.549). However, in the
control group, only diastolic blood pressure and serum glucagon
concentrations but not CT90 were significantly related with
nocturnal total metanephrines.

DISCUSSION

The main findings in this study were that a subgroup of patients
with T2DM exhibited an increase in urine metanephrines at night

Night Day h
associated with nocturnal hypoxia and with a decrease in serum
¥ P ¥ P glucagon concentrations, specifically for the parasympathetic
CTe0 jog) asiv D ok A tone. This autonomic disturbance can be explained by the
e R PR A PR dd.cterio:sm c:fcz of dia:ctcs dunng night-time sleep, leading to
. 3 an impo nocturnal hypoxia.
e o b ol It is well known that T2DM patients exhibit a hyperactivation
(G555 i AR 0'73‘ o.me u@ of the sympathetic nervous system (SNS) that amplifies the
o u'ml.) _n' Seta 0-008 _6 ] o effect of hyperglycaemia, increasing both cardiovascular risk and
mmg”"(fg oé:n 0'15' > ;01 0'5‘9 microangiopathic diabetic complications (38). The origin of this
e Rg e 0-3:5 _& = 0'2_" sympathetic hyperactivation has not been precisely described.
oy = - i We propose that, both intermittent hypoxia and the greater
LFARFS isathe 00 0512 g a2 number of micro-awakenings that characterize the sleep of
AT aIng 2 A o s T2DM patients could explain the increase in SNS activity.
SRS R L e sl 3 While the evidence is controversial, previous studies have
JGF-1, sl e growih facion 1 GH, growth hormane; LFa, fow frequency componenr;  demonstrated that apnea and hypopnea events are accompanied
R¥a, high frequenty component. by conc cyclic variations in heart rate and changes in both
20
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TABLE 4 | Viriables independently reisted 10 noctumal Lring total metanephmes
in 1he muliple regression analysis (stepwise mathod in the entre population.

] Beta (95% IC) P
CT20 jog) 0.520 191.2 {53.9 10 288.6) 0.001
Glucagon (pgimi) ~0.505 -1.3{-2.0t0 ~0.6) 000t
LFa/RFa resting -D.378 ~148.9{-255.4 10 ~42.5) 0.009
Systdiic bicod 0277 60001120 0047
pressure fmm Hg)

Al (avenmeMour) -0.212 - 0.085
Srmoking status * ~0.220 - 0114
GH (ng/mi) -0.280 = 0172
LFa/RFa standing ~-0.218 - 0186
Age lyearsy -D.148 - 0289
IGF-1 fng/mb) 0138 - 0356
Irssubn {miliL) 0132 - 0370
Sysiohiz blood ~0.246 - 0371
pressuse mendig)

Cortisol immokL) -0.115 - 0.434
LFa/RFa respiratory ~0.100 - 0.436
HbAle (%) 0120 - 0.443
BMI kghre) 0074 - 0.5086
Gandes -0.047 - 0742
(meniwomen)

LFa/RFa respratory ~0.041 - 0763
LFa/RFa Vaisaha 0.026 - 0868
Neck Gireurnierance -0.016 - 0914
foms)

Caretant - ~58.1 (-540.7 10 424.3) 0.802
- 0.741

sympathetic and parasympathetic activity without differences in
subjects with diabetes (39, 40). As far as we know, hyperactivation
of the autonomic system has been described in patients with
T2DM but with involvement of both patterns (sympathetic
and parasympathetic) and it was related to male sex and the
presence of neuropathy (41-43). None of our patients had clinical
neuropathy, and the test group was predominantly female.

Although we cannot elucidate whether the effects of hypoxia
and diabetes overlap with the effects of obesity, some recent
studies have shown an increased SAHS prevalence in non-
overweight patients with Type 1 diabetes, suggesting that
nocturnal hypoxia might be more related to autonomic
disturbances rather than obesity (44, 45).

Our study combined data from men and women in the
analyses, but differences regarding sex and menopausal status
have been previously described. In this way, some findings
suggest that men have a higher sympathetic nerve activity than
women after the development of essential hypertension, and that
this could have implications for gender-specific management
of hypertension (46, 47). Similarly, muscle sympathetic ncrve
activity has been described to be gr in pc
women in comparison with prcmcnopausal women (48) In
our study, the LFa/RFa respiratory parameter was the only
parameter related with heart rate variability that was significantly

decreased in women when compared to men [0.7 (0.2-1.7)
vs. 04 (02-08), p = 0.002], and it was also the only
parameter that was positively associated with age in the
bivariate analysis (r = 0318, p = 0.038). The other heart
rate variability parameters and serum hormone concentrations
showed no differences between genders nor correlations with
age. In addition, gender and age were not independently
associated with total nocturnal urine metanephrines in the
multivariate analysis.

The present study does not have sufficient power to exhibit
endothelial damage or cardiovascular risk caused by this
hyperactivity, but some previous studies have described the
relationship between variability in autonomic function and an
increase in insulin resistance, oxidative stress and inflammatory
response that cause endothelial celldamage, development of
atherosclerosis and increased cardiovascular risk (49-51). Along
the same lines, it has been described that cardiovascular
autonomic neuropathy contributes to a poorer prognosis in
1schemic heart discase and heart failure (52). Also, the decrease
in HRV can predict the progression of atherosclerosis in T2DM
patients (53).

Our study has some limitations. First, this is a cross
sectional whereby causality cannot be determined. The size
of the study might have been inadequate, and a prospective
study with a higher number of patients could yicld better
results. In addition, it should be noted that the control
group in our study was composed only of women. As
previously mentioned, women have a lower sympathetic nerve
activity than men, so this data could influence our results.
However, in the multivariate regression analysis, gender was
not related to the concentration of urine metancphrines at
night. Second, the HRV study might have been influenced
by differences in bascline physical condition or cardiac
status. We did not perform any cardiac evaluation although
all participants were asked for cardiovascular discases and
arthythmias and neither of them were athletic. Third, the
cffects of the antidiabetics (insulin, SGLT2, incretins) could not
be excluded.

CONCLUSION

We suggest that the increased sympathetic activity previously
described in patients with T2DM is mediated through the
deleterious effect of diabetes in nocturnal breathing. In
addition, sympathetic activity is associated with disorders of
autonomic tone at resting, suggesting a new pathological pathway
between T2DM and cardiovascular risk. More studies are
needed to darify whether treatment of SAHS will improve
sympathetic hyperactivity, T2DM and cardiovascular outcomes
in these patients.
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ESTUDIO 2

Efecto de la diabetes tipo 2 en la expresion de HIF-1.
¢Existe relacion con los genes reloj?
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RESUMEN

Los tejidos responden a la hipoxia créonica disminuyendo la producciéon de
radicales libres de oxigeno debido a una estabilizacion y activacion del factor de
transcripcion HIF-1a. En los tejidos de personas y animales con diabetes, se ha
descrito una respuesta celular alterada a la hipoxia, donde la pérdida de funcion
o el incremento en la induccion de HIF-1a afectan la secrecion de insulina. Del
mismo modo, existe cada vez mayor evidencia del impacto negativo de la DM
tipo 2 sobre la respiracion nocturna, produciendo descenso de la saturacion
arterial de oxigeno y disminucién del suefio nocturno reparador. Esto, a su vez,
afecta la regularidad de los diversos ritmos circadianos que son una parte
esencial en el mantenimiento del equilibrio metabdlico. Asi, en las ultimas
décadas, se ha puesto de manifiesto como los cambios en el ritmo circadiano
derivados de nuestro estilo de vida, como el trabajo nocturno y las comidas, se
han asociado con la diabetes tipo 2 y la obesidad. Sin embargo, ain no
disponemos de marcadores biologicos que sean de utilidad para identificar la
hipoxia nocturna, y desconocemos el impacto de ésta sobre los ritmos

circadianos.

Asi, para evaluar el impacto de la DM tipo 2 sobre la expresion génica de HIF-1a
y de los principales genes reloj, y valorar la relacion que entre ellos se establece,
hemos llevado a cabo un estudio transversal de casos-control. Se incluyeron 129
sujetos seleccionados de manera consecutiva en las consultas externas de
Endocrinologia del Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida. Como
criterios de inclusién se incluyeron los siguientes: (i) raza caucasica, (ii) edad
entre 30 y 70 anos, (iii) un IMC menor de 40 kg/m2 y (iv) un patrén de suefio
nocturno de al menos 6 horas. Ningin paciente tenia historia de abuso de
alcohol, cafeina, ni recibia tratamiento con farmacos activos sobre el sistema
nervioso central: hipnéticos, antidepresivos, sedantes, psicolépticos y/o

ansioliticos.
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De todos los pacientes recogimos datos clinicos y se realizoé una extraccion de
sangre en ayunas (altima ingesta no mas tarde de las 22 horas del dia anterior)
para la cuantificacion de la expresion relativa mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) del 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) de HIF-1a y de los
siguientes genes reloj: PER1, PER2, PER3, RORa, ARNTL, CLOCK, CRY1 y
CRY2. También se cuantifico la expresion relativa del ARNm del gen EPAS1,
relacionado con el factor de transcripcién implicado en la induccién de genes
regulados por la hipoxia, y el gen SUCNR1, que codifica una proteina del
receptor acoplado a la proteina G del succinato. La actividad de la glicolisis
aerdbica se estim6 indirectamente midiendo en plasma los niveles de lactato y

piruvato mediante ensayo fluorimétrico.

Finalmente, a un subgrupo de 40 pacientes, se les realiz6 también una poligrafia
cardiorespiratoria no asistida en su domicilio. De éstos, 24 pacientes eran del

grupo con DM tipo 2 (38,7%).

El grupo de pacientes con DM tipo 2 presentaba una edad similar al grupo
control, pero tenia mayor prevalencia del género femenino (51,6% vs. 25,3%) y
mayor IMC (33,6 vs. 28,6 kg/m?2) (Tabla 6)

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

DM tipo 2 Grupo control p
n 62 67 -
Edad (afios) 57,3+10,0 58,8+94 0,381
Mugjeres, n (%) 32 (51,6) 17 (25,3) 0,003
IMC (Kg/m?) 33,6 £ 6,2 28,6 £ 6,6 <0,001
Peso (kg) 91,1+ 18,9 76,5+21,5 <0,001
HbA1lc (%) 84+1,8 5,3+0,3 <0,001

Los datos son media + DE, mediana (rango) 6 n (porcentaje). IMC: indice de masa corporal; HbAlc:
hemoglobina glicosilada.

Los sujetos con DM tipo 2 mostraron una menor expresion génica de HIF-1a en
comparacion con el grupo control (1,34 + 0,84 vs. 2,2 + 1,65; p<0,010) (Figura

18), asi como una disminucion estadisticamente significativa de la expresion de
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los siguientes genes reloj: PER1, PER2, PER3, RORa, ARNTL, CLOCK, EPAS1,
CRY1y CRY2 (Figura 19).

En el analisis bivariado, hay una correlacion inversa entre la expresion relativa
de HIF-1a y el control metabdlico determinado por valores de HbA1c (Figura

20).

Figura 18. Expresion relativa de HIF-1 a en funcién de la presencia o no
de DM tipo 2.
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Figura 19. Expresion génica de genes reloj en funcién a la presencia DM

tipo 2.
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Figura 20. Correlacion lineal entre HbA1c y expresion relativa de HIF-
1a
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De igual manera, todos los genes reloj estudiados se correlacionaron positiva y
significativamente con HIF-1a e inversamente con la HbAic (Figuras 21 y
22).

Figura 21. Correlacion lineal entre la expresion relativa de HIF-1a y los
genes reloj evaluados en el estudio.
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Figura 22. Correlacion lineal entre la expresion relativa de los genes
reloj y la HbA1c.
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En los pacientes con DM tipo 2 se observé también un incremento significativo
en los niveles de piruvato, mas no de lactato. Este dato podria indicar una
inadecuada respuesta celular a la hipoxia nocturna con una menor glicolisis

anaerobica (Figura 23).

Figura 23. Concentracion de piruvato y lactato en funcién de la

presencia o no de DM tipo 2.
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En el analisis de regresion miiltiple encontramos una interaccion significativa
entre diversos genes reloj y el nivel de HbA1c con la expresion relativa de HIF-
1a (Tabla 7).
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Tabla 7. Analisis de regresion multiple (por pasos): variables asociadas de
forma independiente con la expresion relativa de HIF-1 a.

p p

Edad (afios) 0.001 0.946
HbAlc (%) -0.099 0.033
IMC (kg/m?) 0.012 0.369
Género (mujer/hombre) -0.133 0.479
CLOCK 1.202 <0.001
CRY 1.976 <0.001
CRY 2 0.963 0.003
PER 1.159 <0.001
PER 2 0.761 <0.001
PER 3 1.028 <0.001
ROR«a 1.146 <0.001
EPAS1 1.139 <0.001
SUCNR 0.456 <0.001

Constante - 0.594

R?=0.550

Por ultimo, en el subgrupo de 40 pacientes con DM tipo 2 en los que se dispone
de un estudio del sueno nocturno, el valor de CT9o se relacion6 de manera
inversa con la expresion relativa de los genes estudiados; asi, a mayor tiempo en
hipoxia nocturna menor expresion de genes reloj y de genes relacionados con la
transcripcién en condiciones de hipoxia. Esta relacion fue estadisticamente
significativa para los genes: HIF-1a, PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2 y EPAS1.
(Tabla 8)

Tabla 8. Correlaciones lineales entre la expresion relativa de los genes
estudiados y el CT90 en el grupo de pacientes con DM tipo 2 que disponen de
estudio de poligrafia cardiorrespiratoria.

CT190
PER1 -0.205 0.003
PER2 -0.492 0.015
PER3 -0.307 0.014
HIF-1a -0.449 0.028
EPAS1 -0.421 0.040
CRY 1 -0.262 0.021
CRY 2 -0.413 0.045
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En conclusion, este estudio demuestra que la DM tipo 2 altera la expresion
génica de HIF-1a y de diversos genes reloj, lo que se correlaciona con el grado
de control metabodlico. Ademas, la hipoxia nocturna mantenida disminuye la

expresion relativa de HIF-1a y a su vez, la expresion de genes reloj.

Nuestros resultados ponen el foco sobre una via fisiopatoldgica que podria estar
implicada en el desarrollo de algunas de las complicaciones tardias de la
diabetes y que podria, por lo tanto, convertirse en un potencial nuevo objetivo

terapéutico.
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ESTUDIO 3

Proteina surfactante sérica D como biomarcador para
medir el compromiso pulmonar en pacientes obesos
con diabetes tipo 2

Lopez-Cano C, Lecube A, Garcia-Ramirez M, Muioz X, Sanchez E, Seminario A,
Hernandez M, Ciudin A, Gutiérrez L, Hernandez C, Sim6 R. Serum Surfactant
Protein D as a Biomarker for Measuring Lung Involvement in Obese Patients
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RESUMEN

La disfuncién pulmonar es una de las complicaciones cronicas no “clasicas” de
la DM tipo 2. Si bien su fisiopatologia no esta completamente elucidada, se han
descrito alteraciones en el surfactante bronquiolar. Cuando la capa de
surfactante bronquiolar se dana, las proteinas que lo componen migran del
espacio alveolar al torrente sanguineo. Asi, se han descrito dos proteinas
tensoactivas hidrofilas del surfactante, D y A (SP-D y SP-A, respectivamente)

como potenciales biomarcadores sistémicos para evaluar la lesién pulmonar.

Con el fin de examinar si los niveles circulantes de SP-D y SP-A podrian ser
utiles para identificar pacientes con DM tipo 2 y dano pulmonar establecido,
disenamos un estudio transversal de casos y controles. La poblacion a estudio se
defini6 segln los siguientes criterios de inclusiéon: (i) edad > 18 anos, (ii) IMC
igual o mayor de 30 kg/m?2, (iii) DM tipo 2 con al menos 5 anos de evolucion
conocida, (iv) sin historia de tabaquismo y (v) sin enfermedad pulmonar
conocida (Tabla 9). Para los 49 pacientes obesos con DM tipo 2 reclutados se
incluyeron, en una proporcion 2:1, 98 individuos control sin diabetes,

estrictamente apareados por edad, sexo, IMC y circunferencia de cintura.

Tabla 9. Principales caracteristicas clinicas y metabdlicas de los sujetos
incluidos en el estudio

DM tipo 2 No DM tipo Diferencia media P
95% 10C)

n 49 98 - -
Edad (afios) 51,3£10,6 48,5+9.,4 2,8(-0,52a6,2) 0,103
Mujer, n (%) 37 (75,5) 74 (75,5) - 1,000
IMC (kg/m?) 42,047,7 42,6+6,7 -0,6 (-3,1 to 1,8) 0,633
Circunferencia cuello (cm) 125,9+12,0 123,349,1 2,5(-4,6t09,7) 0,480
GPA (mmol/l) 9,2+3.4 5,5+0,6 3,6 (2,5 t0 4,6) <0,001
HbA1lc (%) 8,0+1,9 5,6+0,4 2,4 (1,8 t0 3,0) <0,001

HbA1c (mmol/mol) 64,0+5,7 38,0+1,2 27,0 (5,4 t0 9,0) <0,001
Tratamiento insulina, n (%) 10 (20,4) - -

Datos son media = SD o mediana (rango); GPA: glucosa plasmatica en ayunas; HbAlc: hemoglobina
glicosilada

Se midieron los niveles séricos de SP-D y SP-A mediante ensayo
inmunoenzimatico. La funcién pulmonar se evalu6 mediante una espirometria

forzada, seleccionando la mejor luego de un minimo de tres mediciones
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reproducibles, y los volimenes pulmonares estaticos se evaluaron mediante

pletismografia.

En el conjunto de toda la poblacion, la concentracién sérica de SP-D fue cuatro
veces mayor que los niveles séricos de SP-A [110,3 (23,5 — 815,8) vs. 24,8 (0,3 —
449,2) ng/ml, p<0,001], exhibiendo los hombres valores mas altos de SP-D que
las mujeres [134,3 (36,9 — 413,3) vs. 94,4 (23,5 — 815,8), p=0,003]. (Figura
24).

Figura 24. Comparacién entre las concentraciones séricas de las
proteinas A y D del surfactante pulmonar en toda la poblacion estudiada.
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La concentracién sérica de SP-D fue significativamente mayor en pacientes con
DM tipo 2 que en los sujetos control [133,0 (35,4 — 815,8) vs. 97,6 (23,5 —
336,2) ng/mL, p=0,006]. Sin embargo, no encontramos diferencias en los

niveles de SP-A entre ambos grupos (Figura 25).

Figura 25. Comparacion entre las concentraciones séricas de las
proteinas A y D del surfactante pulmonar en toda la poblacion estudiada.
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Por su parte, en los pacientes con DM tipo 2 se detecté una mayor prevalencia
de defectos ventilatorios, con cifras de VEF1, CVF y FEF25-75

significativamente mas bajos que el grupo control (Tabla 10).

Tabla 10. Espirometria forzada y volumen pulmonar estatico de sujetos
incluidos en el estudio.

DM tipo 2 No DM tipo Diferencia media p
(95% 1C)

CPT (% tedrico) 92,2+18,4 94,4+19,5 -1,8 (-13,8 a 10,1) 0,759
CVF (% teorico) 79,7£21,7 92,9+11,0 -13,2 (-22,5a3,8) 0,007
VEF1 (% tedrico) 82,9+25.9 101,1+13,1 -18,1 (-29,2 a -7,0) 0,002
FEF2s.75 (%o tedrico) 73,9£32,5 100,2425,1 -26,2 (-42,5 a -10,0) 0,001
VR (% tedrico) 97,5+24,8 80,5+18,0 16,9 (4,0 a 29,8) 0,011
Defecto ventilatorio no 13 (26,5) 3(3,0) - <0,001
obstructivo, n (%)

Defecto ventilatorio 17 (34,6) 4 (4,0) - <0,001

obstructivo, n (%)

Los datos son media + DE. CPT: capacidad pulmonar total; CVF: capacidad vital forzada; VEF1:
volumen espiratorio forzado en un segundo; FEF2s7s: flujo espiratorio medio maximo; VR: volumen
residual. Defecto ventilatorio no obstructivo: VEF1 < 80 % con una ratio VEF1/CVF > 70%. Defecto
ventilatorio obstructivo: VEF1 < 80% con una ratio VEF1/CVF < 70%.

En el anélisis bivariado, al analizar a toda la poblacién incluida en el estudio,
hallamos una correlacién inversa y significativa entre la concentracion sérica de
SP-D y el FEV1 (r=-0,265, p=0,029), asi como una relaciébn positiva y
significativa entre SP-D y el volumen residual (VR) (r=0,293, p=0,043). Sin
embargo, no encontramos correlaciones entre los niveles séricos de SP-A y la
funcién pulmonar, ni tampoco entre las proteinas séricas del surfactante (SP-A

y SP-D) y los parametros de control glucémico (glucemia en ayunas y HbA1c).

La precision de la concentracion sérica de SP-D como medida de interés para
discriminar sujetos con un FEV1 inferior al 80% del tedrico en el total de la
poblacion se evalu6 mediante un anélisis de curva de caracteristicas operativas
del receptor (ROC). A partir de este anélisis, el mejor punto de corte para SP-D
(combinando sensibilidad mas especificidad) fue 123,2 ng/ml (Figura 26). En
este valor, el area bajo la curva fue de 0,725, con una sensibilidad del 77,7% y

una especificidad del 69,4%. Asi, los sujetos con una concentracion sérica de SP-
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D superior a 132,3 ng/ml exhibieron un valor significativamente mas bajo de
FEV1[87,2 + 22,6 vs. 98,1 + 18,8% del predicho; diferencia media -10,9 (IC 95%
-21,2 a -0,7); p=0,035] y una relacién FEV1 / FVC mas baja [78,8 + 26,6 vs. 92,2
+ 13,4; diferencia media -13,4 (IC 95%: -24,2 a 2,6); p=0,016] en comparacién

con sujetos con menor concentracién de SP-D.

Figura 26. Analisis de la curva ROC para evaluar la precisiéon de la
concentracion sérica de SP-D en la discriminaciéon de sujetos con un
valor de VEF1 inferior al 80% de sujetos con un valor normal.
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TPR: tasa de falsos positivos; TPR: verdadera tasa positiva; AUC: area bajo la curva.

El analisis de regresion multivariante paso a paso revel6 que la presencia de DM
tipo 2, junto con la edad, el sexo y una concentraciéon sérica de SP-D > 132,3
ng/mL se asociaron de manera independiente con una medicion del VEF1
inferior al 80% del valor teérico (Tabla 11). Por otro lado, s6lo la existencia de
DM tipo 2 se asoci6 de forma independiente con las concentraciones séricas de
SP-D.

Si comparamos las concentraciones séricas del SP-D encontrados en nuestra
cohorte de pacientes con DM tipo 2 con los hallazgos reportados en pacientes
con patologia pulmonar y en poblaciéon sana, podemos poner en perspectiva

nuestros resultados (Figura 27).
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Tabla 11. Analisis de regresion multivariante paso a paso de variables asociadas
con (i) un volumen espiratorio forzado en 1 segundo inferior al 80% del tedrico

y (ii) la concentracién sérica de SP-D

Beta p
VEF1<80%
DM tipo 2 (si/no) 0.302 0.010
Género (M/H) 0.286 0.010
SP-D (>132 ng/mL) 0.297 0.011
Edad (afios) 0.250 0.023
HbA1c¢ (mmol/mol) -0.091 0.511
IMC (kg/m?) 0.169 0.865
Constante - 0.032
R?=0.407
SP-D sérico DM tipo 2 (si/no) 0.371 0.004
HbA1c¢ (mmol/mol) -0.238 0.170
VEF1 (% predicho) -0.155 0.249
IMC (kg/m?) 0.117 0.353
Género (M/H) 0.084 0.503
Edad (afios) -0.106 0.902
Constante - <0.001
R?=0.138

Beta: coeficiente de regresion estandarizado. SP-D: proteina D surfactante sérico; IMC: indice de masa
corporal; VEF1: volumen espiratorio forzado en un segundo.

Figura 27. Concentraciones séricas de la proteina D del surfactante
durante la exacerbacion de la enfermedad pulmonar obstructiva créonica
(EPOC), EPOC estable, controles sanos y pacientes con diabetes tipo 2.

]

HbA1c 8.0+ 1.9%

Serum surfactant protein D
concentration (ng/mL)

!
e
% | | HbA1c 6.8+ 1.6%
[ | | 7
Ref. (15) (18) as) asy a3y a4 as) (13) a4) @as) a3) 2s) ©8)

Exacerbated Stable Healthy controls T2D
COPD COPD

Datos son media +SD 15 8 y mediana (rango) 3 4. 28, Los resultados comprenden resultados de estudios
observacionales como el Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate Endpoints

(ECLIPSE) 3[164] y el Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian (PLCO) 4 [165], que evalué la proteina
D del surfactante sérico en 2,385 y 1,114 individuos, respectivamente; y también pequenos estudios con
32428 [166] 1715[167], and 818 [168] individuos. En todos los estudios, SP-D sérico fue medido por
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ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. COPD: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; T2D:
diabetes tipo 2.

La mediana del nivel sérico de SP-D fue ligeramente mayor que el limite
superior mas alto encontrado en controles sanos y dentro del limite inferior
previamente reportado en pacientes con EPOC estable. Sin embargo, fue mucho
mas bajo que la observada en pacientes con EPOC exacerbada o fibrosis
pulmonar. De manera similar, la magnitud de la diferencia de la mediana entre
nuestros pacientes y controles (35,4 ng/mlL) fue similar a la diferencia
observada entre pacientes con EPOC y sujetos no fumadores sanos (38,1
ng/mkL).

En el tnico estudio que previamente al nuestro habia evaluado los niveles
circulantes de la SP-D, Fernandez-Real y colaboradores reportaron, en los
pacientes con DM tipo 2, niveles séricos mas bajos en comparaciéon con
pacientes no diabéticos. Sin embargo, la poblacién con diabetes seleccionada no
era obesa y presentaba un excelente control glucémico, probablemente
relacionado con el hecho de que una proporcion significativa de pacientes fue
diagnosticado a proposito del estudio mediante la prueba de tolerancia a la
glucosa oral de 75 g. Estas diferentes caracteristicas clinicas, y en particular, la
mayor duracion de la diabetes en aquellos pacientes incluidos en nuestro

estudio, podria ser la razon que explique las discrepancias entre ambos estudios.

En conclusién, nuestro trabajo muestra una elevacion de las concentraciones
séricas de SP-D en los pacientes con obesidad y DM tipo 2, y que su
concentracion se relaciona de forma directa con la funcion pulmonar. Por lo
tanto, la determinacién de los niveles circulantes de SP-D parece ser un
biomarcador 1til para evaluar la afectacién pulmonar en pacientes obesos con

DM tipo 2.
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Serum surfactant proteins in type 2 diabetes
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Abbreviations (arranged in alphabetical order):
BAL: bronchoalveolar lavage

BMI: body mass index

COPD: chronic obstructive pulmonary disease
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
FEF25-75: maximum midexpiratory flow
FEV1: forced expiratory volume in 1 second
FVC: forced vital capacity

GLP-1: glucagon like peptide 1

GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Discase
HbAlc: glycated hacmoglobin

ROC: receiver operating characteristic

RV: residual volume

SP-A: surfactant protein A

SP-D: surfactant protein D

T2D: type 2 diabetes

Context: Lung impairment is a new target for late diabetic complications. Biomarkers that
could facilitate the identification of patients requiring functional respiratory tests have not
been reported.
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Objective: The aim of this study is to examine whether serum surfactant protein
D (SP-D) and A (SP-A) could be useful biomarkers of lung damage in obese patients
with type 2 diabetes without known lung disease.

Design and Setting: A case-control study conducted in an ambulatory obesity
unit. Patients: 49 obese patients with type 2 diabetes and 98 non-diabetic subjects,
matched by age, gender, BMI, and waist circumference were included.

Interventions: Serum SP-D and SP-A were measured using enzyme-linked
immunosorbent assay. Forced spirometry and static pulmonary volume were assessed.

Results: Patients with T2D exhibited higher serum SP-D concentrations than
control subjects (p=0.006). No differences in serum SP-A concentrations were
observed. There was an inverse association between forced expiratory volume in one
second (FEV1) and serum SP-D (r=-0.265, p=0.029), as well as a significant positive
relation between SP-D and residual volume (r=0.293, p=0.043). From Receiver
Operating Characteristic analysis, the best SP-D cut-off to identify a FEV1<80% of
predicted was 132.3 ng/mL (area under the curve 0.725, sensitivity 77.7%, specificity
69.4%). Stepwise multivariate regression analysis showed that serum SP-D>132.3
ng/mL was independently associated with a FEV1<80% of predicted (R =0.406). Only
the existence of type 2 diabetes contributed independently to serum SD-P variance
among all subjects (R=0.138).

Conclusions: Serum SP-D can be considered a useful biomarker for detecting
lung impairment in obese type 2 diabetic patients.

Case-control study to test serum surfactant proteins as biomarkers for lung damage in type 2
diabetes. Serum SP-D concentrations had an inverse association with forced expiratory volume
in one second.

1. Introduction The deleterious effects of type 2 diabetes (T2D) on pulmonary function
has not classically been included among the chronic complications of this disease.
However, lung parenchyma combines its significant vascularization with abundant
elastin and collagen fibers, thus rendering it a potential target for chronic
hyperglycemia. [1, 2] In fact, epidemiological studies have described how subjects with
T2D exhibit lower forced expiratory volume in one second (FEV1) and forced vital
capacity (FVC) values than healthy control populations. [3-5] In addition, fasting
plasma glucose and glycated haemoglobin (HbAlc) have shown an inverse association
with spirometric values. [3, 4] The underlying causes contributing to the development
of pulmonary dysfunction in T2D are still not fully known. However, insulin resistance,
low-grade chronic inflammation, microvascular damage, and defects in the bronchiolar
surfactant layer have been considered the main pathogenic factors. [6-9] In addition, a
reduction in FVC and FEV1 has been reported in obesity, which is frequently associated
with T2D, thus contributing to restrictive lung disease. [10,11] When the bronchiolar
surfactant layer, a complex mixture composed of approximately 90% of phospholipid
and four specific associated proteins, involved in maintaining airway stability and
caliber, is damaged, surfactant proteins migrate from the alveolar space into the
bloodstream. [12] Two hydrophilic surfactant proteins, D and A (SP-D and SP-A,
respectively), have been described. [13, 14] SP-D is a large member of the collagen-
containing C-type lectins. It is produced primarily by alveolar type II cells in the lung
epithelium, participates in pulmonary immunity and homeostasis, and has been used as
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indicator to detect short-term changes in lung integrity. [13, 14, 15] On the other hand,
SP-A is the major protein component of the surfactant, regulate surfactant phospholipid
synthesis, secretion, and recycling. In addition to this important role in the structure of
the extracellular form of surfactant, SP-A also modulates host response to microbes and
particulates at the level of the alveolus [15-7]. Lung epithelium-specific proteins such as
SP-D and SP-A, as they may reflect pulmonary epithelial injury and consequent
increased permeability, have been identified as potential systemic biomarkers for
assessing lung injury in a variety of diseases, such as chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), lung cancer, and acute respiratory distress syndrome. [18-20] In
addition, an inverse relation between serum SP-D concentration and FEV1 values has
been reported, thus reinforcing the concept that serum surfactant proteins could be a
useful biomarker of pulmonary function. [20-23] However, it is unknown whether SP-D
and SP-A could be useful for identifying type 2 diabetic patients with pulmonary
damage. On the basis, our hypothesis is that a contributing factor to the impairment of
airway caliber regulation in patients with T2D may be related to defects in the
bronchiolar surfactant layer, favoring the scape of its proteins from the alveolar space
into the vascular compartment. Therefore, we have designed a case-control study aimed
at examining whether circulating levels of SP-D and SP-A are increased, and could be
used as potential biomarkers and alternative method for evaluating the integrity of the
alveolar capillary membrane in obese T2D subjects without known pulmonary disease.

2. Materials and Methods

Ethics statement The protocol and consent forms were approved by the Ethical
Committee of the Hospital Universitari Vall d’Hebron, and an informed written consent
was obtained from each patient.

Design of the study and description of the study population We evaluated the
effect of T2D and the degree of glycemic control on the serum levels of SP-D and SP-A
following the Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology
guidelines for reporting case-control studies. [24] A total of 221 Caucasian patients with
T2D attending the obesity unit of our endocrinology department during the year 2015
were examined at the time of their regular visit (Supplemental figure 1). The inclusion
criteria were: age > 18 years, non-smoking status, BMI of 30 kg/m2 for higher, and
T2D with at least 5 years of follow-up. Using the standard deviation of serum SP-D
detected in a previous study, we determined that the minimum sample size required was
44 subjects. [20] Among the 84 patients who met the inclusion criteria, we excluded 35
for the following reasons: chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (n=8), heart
failure (n=3), active malignancy (n=2), a glomerular filtration rate lower than 60
ml/min/per 1.73 m2 (n=5), an age older than 80 years (n=3), chronic treatment with
steroids (n=4), and pregnancy (n=2). In addition, since the glucagon-like peptide 1
(GLP-1) receptor has been found abundantly in the lungs, where could be implicated in
the regulation of the lipid fraction of surfactants, we excluded 8 patients receiving
treatment with human GLP-1 receptor agonists. [25] Therefore, a total of 49 cases were
included. We aimed to select two controls for every case, and we assembled a control
group consisting of 98 non-diabetic subjects visiting the same unit at our hospital during
the same period. The controls were closely matched to the cases in terms of age, gender,
BMI, and waist circumference. The primary clinical characteristics and metabolic data
of the study population are listed in Table 1. In addition, when we observed that patients
with T2D exhibited substantial differences in pulmonary flow and volume measures
than the control group, we decided to recruit a third set of 38 obese non-diabetic
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subjects (age: 41.5+11.6 years; BMI: 43.8+7.7 kg/m2; waist circumference: 130.8+10.2
cm; FPG: 5.1£0.5 mmol/l; HbAlc: 34.7+£5.1 mmol/mol, 5.3+0.4%) without known lung
disease, that were matched to the cases not only by BMI and waist circumference, but
also by spirometric values. This approach would permit us to rule out that the changes
in serum surfactant proteins were merely related to the presence lung impairment rather
than T2D. Type 2 diabetes was defined according to the criteria recommended by the
Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes. [26] Treatment for
type 2 diabetes included diet alone (12.2%), metformin alone (22.4%), metformin plus
sulphonylureas (16.3%), metformin plus basal insulin (18.3%), and basal plus or basal
bolus therapy (6.1%). The remaining 11 patients (24.4%) were receiving different oral
treatment combinations.

Sample collection. After an overnight fast of 12 h, we collected venous blood
from the antecubital vein. We separated the samples by centrifugation (3.000g at 4° C
for 20 min), and the aliquots were stored at -80°C for batched analysis. Serum SP-D and
SP-A concentrations (ng/ml) were assessed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA; BioVendor R&D, Deltaclon, Barcelona, Spain). The ELISA was performed
according to the method described by the manufacturer. The SP-D and SP-A samples
were diluted 1:11 and 1:10 respectively with the dilution buffer provided in the kit and
vortexed. The limit of SP-D detection was 0.0lng/mL and the assay limit was
500ng/mL; the coefficient of variation (CV) intra-assay value was 2.1% and the CV
inter-assay value was 3.7%. The limit of SP-A detection was 0.16ng/mL and the assay
limit 500 ng/mL; the coefficient of variation (CV) intra-assay value was 3.3% and the
CV inter-assay value was 10.2%.

Measurement of respiratory function Forced spirometry was performed using
a MasterLab apparatus (MasterLab; Jaeger; Wiirzburg, Germany), and the static
pulmonary volumes were measured using the plethysmography method. All the tests
were performed following guidelines proposed by the European Respiratory Society.
[27] Before each assessment, the procedure was demonstrated to the patient, who was
asked to do some practice efforts. Subjects were required to perform a minimum of
three reproducible measurements, and the output which produced the highest sum of
FVC and FEVI1 was chosen for the analysis. According to the Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), a normal FEV1 was defined as a value
equal or higher than 80% of predicted, a “non-obstructive ventilatory defect” was
defined by a FVC 70%, and an “obstructive ventilatory defect” by a FEV1<80% of the
predicted 218 value and FEV1/FVC ratio <70% [28, 29].

Statistical analysis We evaluated the normality of the variables using the
Kolmogorov-Smirnov test. Data were expressed as the arithmetic mean = SD or
percentage. Given its skewed distribution, serum SP-D and SP-A were expressed as the
median (range) and the geometrical mean. Comparisons between groups were made
using the Student’s t-test and the Mann-Whitney U test for continuous variables, and the
x2 test for categorical variables. For the rest of statistical analysis, serum SP-D and SP-
A were logarithmically transformed to achieve a normal distribution. The relation
between the continuous variables was assessed by the Pearson linear correlation test.
The accuracy of SP-D as a measurement of interest to discriminate diseased cases
(patients with FEV1 lower than 80% of predicted) from normal cases was evaluated
using a Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis and a complete
sensitivity/specificity report. The total area under the ROC curve value was interpreted
following the next guidelines: 0.9 to 1.0, excellent test; 0.8 to 0.9, good test; 0.7 to 0.8,
fair test; 0.6 to 0.7, poor test, and 0.5 to 0.6, not useful. To explore the variables that
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were independently associated with serum SP-D, and a FEV1 lower than 80% of
predicted, stepwise multivariate regression analyses were used. The independent
variables included in the analyses were age, BMI, gender, the presence of type 2
diabetes, HbAlc, and the best cut-off value in terms of the sensitivity and specificity of
SP D obtained from the ROC analysis. All the p values were based on a two-sided test
of statistical significance. Significance was accepted at the level of p<0.05. The
statistical analyses were performed using the SPSS statistical package (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY, USA).

3. Results Serum SP-D concentration was significantly higher in patients with T2D than
in the control subjects [133.0 (35.4 - 815.8) 241 vs. 97.6 (23.5 - 336.2) ng/mL, p=0.006]
[geometric means: 139.9 vs. 99.4 ng/mL] (Figure 1). However, no differences in
circulating SP-A levels were found between the groups. In the entire population, serum
SP-D concentration was four times higher than serum SP-A levels [110.3 (23.5 - 815.8)
vs. 24.8 (0.3 - 449.2) ng/ml, p<0.001] [geometric means: 114.9 244 vs. 23.2 ng/mL]. In
addition, men exhibited higher values of SP-D than women [134.3 (36.9 - 413.3) vs.
94.4 (23.5 - 245 815.8), p=0.003] [geometric means: 153.7 vs.106.7 ng/mL]. The
parameters of pulmonary function are displayed in Table 2. Type 2 diabetic patients
presented a significantly lower FEV1, FVC and maximum mid-expiratory flow (FEF25-
75) than the non-diabetic control group. In addition, a higher residual volume (RV), as
well as a higher prevalence of ventilatory defects, was detected in T2D patients in
comparison with non-diabetic control subjects. When we evaluated the entire population
in the univariate analysis, we noted a significant inverse correlation between serum SP-
D and FEV1 (r=-0.265, p=0.029), as well as a significant positive relation between SP-
D and RV (1=0.293, p=0.043) (Table 3). Serum SP-A levels did not correlate with any
of the pulmonary parameters. In addition, we did not observe any correlation between
serum surfactant proteins and parameters of glycemic control (fasting plasma glucose
and HbAlc). From the ROC analysis, the serum SP-D value itself was a good indicator
for identifying patients with a FEV1 lower than 80% of predicted. The best cut-off point
for circulating SP-D (combining sensitivity plus specificity) was 123.2 ng/mL. At this
value, the area under the curve was 0.725, sensitivity was 77.7%, and specificity was
69.4% (Figure 2). In fact, subjects with a serum SP-D concentration higher than 132.3
ng/mL exhibited a significantly lower FEV1 [87.222.6 vs. 98.118.8% of predicted;
mean difference -10.9 (95% CI -21.2 to -0.7); p=0.035], and lower FEV1/FVC ratio
[78.8+£26.6 vs. 92.2+13.4; mean difference -13.4 (95% CI -24.2 to 2.6); p=0.016] in
comparison with subjects with lower serum SP-D concentrations. The stepwise
multivariate regression analysis revealed that the presence of T2D along with age,
gender, and a serum SP-D > 132.3 ng/mL (but not HbAlc or BMI) were independently
associated with a FEV1 measurement lower than 80% of predicted (R2 =0.406). On the
other hand, only the existence of T2D (but not age, BMI, HbAlc, gender, or FEV1) was
independently associated with serum SD-P concentrations (R2 =0.138) (Table 4).
Finally, when we compare patients with T2D and the group of obese non-diabetic
subjects with similar decreased spirometric values [FEV1: 80.7+10.7 % of predicted,
FVC: 80.8£11.9 % of predicted; FEF25-75: 72.6+30.0 % of predicted; p=0.697,
p=0.845, and p=0.877, respectively], serum SP-D concentrations remained significantly
higher in the former [133.0 (35.4 - 815.8) vs. 112.5 (44.8 — 195.4) ng/mL, p=0.043]
[geometric means: 139.9 vs. 103.8 ng/mL].
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5. Discussion To the best of our knowledge, this study is the first to evaluate
circulating surfactant proteins as biomarkers of lung injury in obese type 2 diabetic
patients. We provide evidence that serum SP-D but not SP-A serum levels increase in
obese patients with T2D in comparison with obese non-diabetic control subjects. In
addition, a significant correlation between SP-D serum levels and functional parameters
of lung impairment was found. Surfactant protein D is a large multimeric collagenous
glycoprotein formed by type II alveolar epithelial and Clara cells in the lungs. [12-14]
In the alveolar epithelium, SP-D maintains lung immune homeostasis, and removes
apoptotic cells so allowing harmful inhaled pathogens to be cleared. [12] Its serum
concentration has been evaluated in a large variety of pulmonary diseases, and it has
been proposed as a potential systemic biomarker for some lung diseases. [20] In
addition, it is worth mentioning that elevated serum levels of SP-D have also been
found in non-pulmonary diseases that adversely affect the lungs as part of their systemic
repercussion. [30, 31] Furthermore, circulating SP-D could also have a potential role as
a prognostic factor. In this regard, an association between increased SP-D serum levels
and the risk of death in patients with acute lung injury, and specifically lung cancer risk,
has been reported. [19, 32] Notably, an opposite relationship between the SP-D levels
obtained in serum and in the fluid from bronchoalveolar lavage (BAL) has been 285
reported in COPD, thus supporting the concept that the enhancement in circulating
levels of SP-D is related to the increased transmigration of SP-D from the alveolar
space into the blood. [33, 34] The median level of serum SP-D herein reported in type 2
diabetes was slightly higher than the higher upper limit found in healthy controls and
within the lower limit previously reported in patients with stable COPD (Supplemental
figure 2). However, it was much lower than that observed in patients with either
exacerbated COPD or pulmonary fibrosis. [18, 20, 35] Similarly, the magnitude of the
median difference between our patients and controls (35.4ng/mL) was similar to the
difference noted between COPD patients and healthy non-smoking controls
(38.1Ing/mL) in the Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate
Endpoints (ECLIPSE) study. [18] Therefore, in our group of patients without known
lung disease and well-established T2D, serum SP-D may reflect mild pulmonary
damage in the absence of clinical illness. Several hypotheses have been proposed to
explain the increase in peripheral circulation of SP-D associated with lung injury. [20,
32] However, the most plausible is based on the fact that SP-D is more hydrophilic than
SP-A, and that it escapes from the alveolar space into the vascular compartment because
of changes in the alveolar epithelial permeability induced by low-grade chronic
inflammation in lung parenchyma. [32] Supporting this hypothesis, treatment with
systemic steroids induces a decrease in serum SP-D levels in subjects with COPD. [20]
Fernandez-Real et al [36] made the interesting hypothesis that lung innate immunity, as
inferred from circulating SP-D concentrations, is at the cross-roads of inflammation,
obesity, and insulin resistance. In this study, lower rather than higher serum levels of
SP-D were detected in T2D patients when compared with non-diabetic patients.
However, the selected type 2 diabetic population was non-obese and a significant
proportion of patients were diagnosed de novo by the 75-g oral glucose tolerance test.
These different clinical features, in particular the longer duration of diabetes in those
patients included in our study, might be the reason for the different results. Our results
also highlight one of the potential causes that contributes to the initiation and
aggravation of pulmonary dysfunction in T2D. Although these pathophysiological
mechanisms (i.e.: insulin resistance, low-grade chronic inflammation, leptin resistance,
microvascular damage, autonomic neuropathy) are usually described separately, each
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may explain a part of the whole picture, and many of them may act simultaneously. [6-
9] In addition, our finding that serum SP-D concentration was higher in T2D patients
than in non-diabetic subjects with similar lung functional impairment, points to the
bronchiolar surfactant layer dysfunction as a contributing factor to the impairment of
airway caliber regulation that occurs T2D patients. Our data may help to identify T2D
patients for whom a respiratory function study would be recommendable. When serum
SP-D levels were evaluated in patients with various degrees of COPD, a significant
inverse relation between this biomarker and various lung function measurements was
observed. [20-23] These data have been replicated in our study. In this regard, a
negative correlation between FEV1, FVC, and FEF25-75 values and serum levels of
serum SP-D was detected in obese type 2 diabetic patients. Therefore, the measurement
of serum SP-D can be contemplated as a serum biomarker of lung impairment in obese
patients with T2D, which could be useful as a first step screening test. In our study, a
value of 123.2 mg/mL was the best cut-off point to identify subjects with a FEV1 lower
than 80% of predicted. Those patients with elevated SP-D could be candidates for
further examination by means of respiratory function tests. Nevertheless, further studies
and cost-effectiveness analyses aimed at examining the role of SP-D measurements in
the clinical practice are needed. We did not find any difference in serum SP-A
concentrations between T2D patients and healthy controls. These results are in
agreement with data from the National Heart, Lung, and Blood Institute ARDS (acute
respiratory distress syndrome) Network trial which revealed that baseline serum SP-A
levels were not related to any clinical outcome. [28] However, more data is needed
before to rule out the possible relationship between SP-A and the lung impairment in
T2D. Some potential limitations are associated with our study. First, our investigation
was a cross-sectional study and, therefore, a causal link between T2D and serum SP-D
levels could not be established. Second, a decrease of renal clearance of surfactant
proteins due to impairment in the glomerular filtration rate could account for the
increase of SP D levels in diabetic patients. However, the exclusion of patients with
creatinine levels > 1.4 mg/dL, and the single increase of SP-D and not SP-A, make this
possibility very unlikely. Finally, our study evaluated only a selected population of
subjects with obesity; a condition not only associated with either a wide range of lung
disorders or T2D, but also with decreased levels of SP-D. [18, 36] Therefore, additional
studies focusing on less-obese patients are required to better understand how defects in
the bronchiolar surfactant layer impact on the pulmonary function of patients with T2D.

5. Conclusion We have shown that serum SP-D concentrations are elevated in obese
T2D patients, and that they are related to pulmonary function values. Therefore,
circulating SP-D seems a useful biomarker for testing lung involvement in obese T2D
patients. Additional studies to examine whether serum SP-D could be a reliable and
cost-effective screening test for identifying T2D patients requiring a pulmonary function
examination are needed.
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Table 1. Primary clinical and metabolic characteristics of the subjects included in the study.

Type 2 diabetes Non-Type 2 Mean difference (95% P
diabetes 1C)

N 49 98 E 2
Age (yrs) 51.3+10.6 48.5+9.4 28 (05106.2) 0.103
Women, n (%) 37(75.5) 74 (75.5) - 1.000
BMI (kg/m’) 42,0477 42.646.7 0.6 (-3.110 1.8) 0.633
Waist circumference (¢cm) 1259412 0 123 349.1 25(-46109.7) 0.480
FPG (mmol/l) 92434 5.540.6 361251046) <0.001
HbAlc (%) 8.0+1.9 5.640 4 24(181t030) <0.001
HbAlc¢ (mmol/mol) 64.0+5.7 38.0+1.2 27.0(54109.0) <0.001
Insulin treatment, n ( %) 10 (20.4)

Data are mean+SD or median (range); FPG: fasting plasma

Figure 1. Serum surfactant proteins A and D concentrations according to the presence of type 2

glucose; HbAlc: glycated hemoglobin

diabetes.
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Table 2. Forced spirometry and static pulmonary volume of subjects included in the study

with available data.

Type 2 diabetes Non-Type 2 diabetes Mean difference (95 % P
10)
TLC (% predicted) 922+184 9444195 -1 8(-138 10 10.1) 0.759
FVC (% predicted) 79.7+21.7 9294110 -132(-225w03.8) 0.007
FEV1 (% predicted) 82.9+259 101.1213.1 -18.1 (-29.2 10 -7.0) 0.002
I"EI"”.:: (% predicted) 7394325 100.2425.1 -262 (42510-10.0) 0.001
RV (% predicted) 975424 8 80.5+18.0 169(4010298) 0011
Non-obstructive ventilatory defect, n (%) 13(265) 330 <0001
Obstructive ventilatory defect, n (%) 17(346) 440 - <1001

Data are mean=SD. TLC: total lung capacity: FVC: forced vital capacity; FEV 1: forced expiratory volume in
one second; FEF;s 75: maximum mid-expiratory flow: RV: residual volume.

Table 3. Correlations of serum surfactant proteins with clinical and metabolic variables in the

entire population.

Serum surfactant protein D (log Serum surfuctant protein A (log
transformed) transformed )
r P r p
FPG (mmoll) 0.118 0.160 0.102 0222
HbA I¢ (mmol/mol) 0.145 0.118 0.145 0.117
ége(vup 0057 0496 0121 0.142
BMI (kg/m?) 0.193 0021 0073 0.384
FEVI (% predicted) 0.265 0.020 -0.204 0.09%
FVC (% predicted) -0.234 0.055 -0.097 0431
FEF 06 (% cted) -0.202 0.115 -0.005 0971
VR (% predicted) 0.293 0043 0.037 0.803

FPG: fasting plasma glucose; HbAlc: glycated hemoglobin; FEV 1: forced expiratory volume in one second;
FVC: forced vital capacity: FEF,s 5s: maximum mid-expiratory flow; RV: residual volume.

Table 4. Stepwise multivariate regression analysis of variables associated with: A) Forced
expiratory volume in 1 second lower than 80% of predicted, and B) Serum concentration on

surfactant protein D.

Beta P
FEV1<80%
T2D (yes/no) 0.302 0010
Gender (M/F) 0.286 0.010
SP-D (132 ng/ml) 0297 0011
Age (yns) 0.250 0.023
HbA I¢ (mmol/mol) -0.091 0511
BMI (kg/m’) 0.169 0.865
Constant 0032
R =0407
Serum SP-D T2D (ves/no) 0371 0.004
HbA I¢ (mmol/mol) -0.238 0.170
FEV1 (% predicted) -0.155 0.249
BMI (kg/m’) 0.117 0353
Gender (M/F) 0.084 0.503
Age (yi3) -0.106 0.902
Constant <0001
R*=0.138

Beta: Standardized regression coefficient. T2D: type 2 diabetes; SP-D: serum surfactant protein D; BMI: body
mass index: FEV1: forced expiratory volume in one second.
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ESTUDIO 4

Influencia del sindrome de apnea del sueiio y de la
hipoxia intermitente en la vasa vasorum de la
adventicia carotidea

Article Source: The influence of sleep apnea syndrome and
intermittent hypoxia in carotid adventitial vasa vasorum

Lopez-Cano C, Rius F, Sanchez E, Gaeta AM, Betriu A, et al. (2019) PLOS ONE
14(2): e0211742. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0211742

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (CC BY).
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RESUMEN

La arteriopatia de la vasa vasorum (VV) juega un papel como marcador
temprano en el desarrollo de la aterosclerosis. En un estudio previo de nuestro
grupo demostramos que los sujetos con obesidad moérbida presentaban un
incremento significativo de la densidad de la VV en la adventicia carotidea en
comparacion con un grupo control con normopeso. Y no solo eso, sino que tras
la pérdida ponderal conseguida mediante cirugia bariatrica dicha densidad
tendia a igualarse. En los sujetos con SAHOS se ha descrito un aumento del
grosor de la intima-media de la car6tida (GIMc), pero no existen datos sobre

marcadores precoces como la densidad de VV.

El objetivo de este estudio transversal fue determinar si existia asociacion entre
la densidad de la VV de la adventicia carotidea y marcadores séricos de dano

endotelial con las caracteristicas del SAHOS en una poblacién de sujetos obesos.

Para ello incluimos 55 pacientes controlados en la Unidad de Obesidad del
Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida, que cumplian criterios de
elegibilidad para cirugia bariatrica y que no tenian enfermedad -clinica
cardiovascular ni nefropatia (definida como una tasa de filtrado glomerular
menor de 60 ml/min/por 1.73 m2) establecidas (Tabla 12). De la poblacion
estudiada, 40 pacientes (72,7%) tenian algtin grado de SAHOS, definido como
un IAH superior o igual a 10 eventos por hora de suefio. De éstos, 16 pacientes
(40%) contaban también con el diagnéstico de DM tipo 2.

A todos los pacientes se les realizo una ecografia carotidea de alta resoluciéon en
modo B, evaluandose la car6tida comun, externa e interna de ambos lados, y
midiendo el grosor intima-media arterial segtin el consenso de Mannheim. Se
determiné la densidad media de los VV mediante ecografia de las carétidas
externas tras la administracién de un contraste de hexafluoruro de azufre.
También, se realiz6 una poligrafia respiratoria no asistida en el domicilio del
paciente. Finalmente, se midi6 la concentracion sérica de ICAM-1, VCAM-1, P-
Selectina y Lipocalina-2 en duplicado mediante inmunoensayo, usando un
Milliplex Map Kit.
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Tabla 12. Principales caracteristicas clinicas, metabolicas y de la respiraciéon
durante el suefio de los participantes del estudio de acuerdo con la presencia o
no de un sindrome de apneas hipoapneas del sueno.

Todos SAHOS No-SAHOS p
pacientes

N 55 40 15 -
Mujer, n (%) 29 (70,9) 26 (65,0) 13 (86,6) 0,184
Edad (aios) 46,1 +£10,9 478+ 11,7 41,770 0,023
IMC (Kg/m?) 44,4+ 6,6 448 +£7,1 43,0+53 0,370
Circunferencia cintura (cm) 127,0+ 14,9 128,6 + 13,7 123,0 £ 16,0 0,211
Circunferencia cuello (cm) 40,8 + 5,2 414+5,4 39,0+4,1 0,118
Fumador actual / previo (%) 34 (61,8) 25 (62,5) 9 (60,0) 0,865
DM tipo 2, n (%) 17 (30,9) 16 (40,0) 1 (6,6) 0,022
GPA (mmol/l) 6,3+2,1 6,625 5,6+0,7 0,033
Hipertensién, n (%) 23 (41,8) 19 (47,5) 4 (26,6) 0,224
Tension sistolica (mmHg) 1259 +17,8 1269 £ 17,9 123,1 £ 18,0 0,481
Tension diastélica (mmHg) 779+11,9 77,4+12,9 79,1 +9.0 0,652
Triglicéridos (mmol/l) 1,5 (0,1-4.3) 1,6 (0,7-4,3) 1,3 (0,7-2,5) 0,302
Colesterol- LDL (mmol/l) 2,7+0,8 2,6+0,8 29+0,7 0,261
Colesterol- HDL (mmol/l) 1,1+0,2 1,1£0,3 1,2+0,1 0,228
IAH (eventos/hora) 20,0 (1,0-83,0)  31,5(10,0-83,0) 5,0(1,0-8,0) <0,001
CT90 (%) 9,0 (0-88,0) 12,0 (0,1-88,0) 1,0 (0-14,0)  <0,001

Datos son media + DE, mediana (rango) o n (porcentaje). SAHOS: sindrome apnea-hipopnea del suefio,
IMC: indice masa corporal; GPA: glucosa plasmatica en ayunas; LDL: lipoproteina de baja densidad;
IAH: indice apnea-hipopnea; CT90: porcentaje del tiempo con saturaciones de oxigeno debajo 90%.

El grupo de pacientes con SAHOS, en comparacién con el grupo control,
presentaba valores de densidad media de VV mas elevados (0,801 + 0,125 vs.
0,697 + 0,082, p=0,005). Este resultado se observo también por separado en
carotida izquierda y derecha por separado (p=0,038 y p=0,027,
respectivamente) (Tabla 13). Sin embargo, no se observaron diferencias en el

GIMc.

Tabla 13. Densidad de los VV en la adventicia carotidea y GIMc en los sujetos
incluidos en el estudio en funcién de la presencia de SAHOS.

SAHOS No SAHOS Diferencia media p
(95% CI)
n 40 15 - -
Media VV 0.801 £0.125 0.697 + 0.082 0.103 (0.033-0.173) 0.005
VYV lado derecho 0.829 + 0.164 0.729£0.115 0.099 (0.005-0.193) 0.038
VYV lado izquierdo 0.750 £ 0.124 0.665 +0.113 0.085 (0.010-0.160) 0.027
Media GIMc¢ (mm) 0.743 £ 0.127 0.683 £ 0.133 0.060 (-0.018-0.139) 0.128

Datos son media + DE. SAHOS: sindrome apnea-hipopnea del suefio. GIMc: grosor de la intima-media
de la carotida.
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En toda la poblacién estudiada, se observé un aumento progresivo de la
densidad media de VV en paralelo con la severidad del SAHOS, mas no se
apreciaron estas diferencias en la evaluacion del GIMc (Figura 28). Es decir,

existe una asociacion positiva entre la densidad media de VV, el IAH y el CT9o.

Figura 28. Correlaciones entre el indice de apneas hipoapneas (AIH) y
el tiempo de registro con saturaciones de oxigeno inferiores al 90%
(CT90) con la densidad de la vasa vasorum (media, cardtida derecha y

carotida izquierda).
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En cuanto a los marcadores séricos de dafio endotelial evaluados, la poblacién
con SAHOS exhibi6 mayor concentraciéon sérica de VCAM-1 [(745.2+137.8 vs

643.3+122.7 ng/ml) p=0.035] en comparacién con los sujetos con IAH menor a

10 eventos/hora (Tabla 14).

Por dltimo, en el analisis multivariante, donde se incluyeron las variables
clinicas y analiticas que clasicamente se asocian con la enfermedad ateromatosa,
la densidad media de VV en la adventicia carotidea se relacion6 de manera

independiente con el IAH y con los valores de glucemia en ayunas (Tabla 15).
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Tabla 14. Marcadores séricos de dano endotelial de los sujetos incluidos en el
estudio en funcion de la presencia de SAHOS.

SAHOS No-SAHOS Diferencia media p
(95% CI)
N 40 15 - -
SICAM-1 (ng/ml) 100,4 + 37,8 104,0 + 42,5 -3,6 (-28,4a21,2) 0,771
P-Selectina (ng/ml) 123,0 £ 42,5 123,6 + 34,3 -0,5(-29,0 a 27,8) 0,967
Lipocalina-2 (ng/ml) 176,4 + 77,0 194,8 + 66,0 -18,3 (-65,7 2 28,9) 0,438
sVCAM-1 (ng/ml) 7428 £ 1327 636,8 +120,5 105,9 (23,9 a 188,0) 0,012

Datos son media + DE. SAHOS: sindrome apnea-hipopnea del suefio. sSICAMI1: molécula adhesion
intercelular tipo 1 soluble; sVCAM-1: molécula de adhesion vascular tipo 1 soluble.

Tabla 15. Analisis de regresion lineal multiple por pasos: variables asociadas

con la densidad VV adventicia media.

B Beta (95% CI) )]
Densidad media VV  Género (mujer/hombre) 0,394 0,104 (0,038 a 0,170) <0,001
GPA (mmol/l) 0,294 0,015 (0,003 a 0,028) 0,015
IAH (log) 0,257 0,067 (0,002 a 0,132) 0,043
Colesterol- LDL (mmol/l) 0,204 - 0,081
Triglicéridos (log) 0,172 - 0,150
Colesterol- HDL (log) -0,124 - 0,307
Edad (afos) -0,132 - 0,311
Tabaquismo * -0,117 - 0,333
IMC (kg/m?) 0,106 - 0,394
CT90 (log) 0,098 - 0,466
Tension diastolica 0,069 - 0,557
(mmHg)
Circunf. abdominal (cm) 0,045 - 0,731
Tension sistolica (mmHg)  -0,028 - 0,817
Circunf. cuello (cm) -0,005 - 0,977
Constante - 0,467 (0,346 a2 0,589)  <0,001
R’=0,401

B: coeficiente estandarizado; GPA: glucosa en plasma en ayunas; IAH: indice de apnea-hipopnea; CT90:
porcentaje de tiempo con saturaciones de oxigeno debajo del 90%; IMC: indice de masa corporal; *:
fumador actual / previo vs. no fumador.

En conclusion, segun los resultados obtenidos en este estudio, una alta densidad
de VV esti presente en sujetos obesos con SAHOS. La hipoxia intermitente
cronica y la hiperglucemia en ayunas se distinguen como factores de riesgo
independientes para el desarrollo temprano de la enfermedad ateromatosa en

este grupo de sujetos.
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Introduction

Thete is considerable evidence that obesity fs 2 causal factor for sleep-disordered breathing
(SDB) with more than 50% of patients having a body mass index (BMI) greater than 30 Kg/m*
(1, 2], Sleep apnea-hypopoea syndrome (SAHS), the most common type of SDB, has been well
established as an independent risk factor for some components of the metabolic syndrome,
such as bypertension and glucose abnoemalities, along with other cardiovascular risk factors
(3, 4. In this regard. carly signs of atherasclerosis, such as an increase in carotid intima-media
thickness (cIMT), have been reported in patients with SAHS without other cardiovascular dis-
cases 5], In fact, observational studies have shown that patients with SAHS have an increased
risk of death, especially from stroke and myocardial infarction [6, 7). However, the correction
of noctumal chronic intermittent hypoxsa (CTH) using continuous positive airway pressure
(CPAP) has not been associated with a decreased risk of cardiovascular outcomes ot death for
paticnits with SAHS [8, 9}, These duta increase the need for studies that describe better all
mechanisms by which intermittent hypoxia damages the endothclial wall.

Atherosclerosis, 2 chronk inflammatory disorder of the wall of large and medium anteries,
initiates several decades before reaching clinical significance [10]. Although the ¢IMT repre-
sents an carly surrogate marker for atherosclerosis, an increasing amount of evidence supports
the hypothesis that the atheromatosis process begins with the hyperplasia and pathological
extension of the adventitial vasa vasorum (VV) to the avascular intima [11, 12}, The VV area
network of microvessels physiobgically located in the third and most external wall coat of the
mexhium and large arteries, Their main function is 1o supply the required nutrients and oxygen
to the vessed cells (12, 13, However, its proliferation and expansion from the adventitial layer
is the earliest defensive response 1o endothelial injury by deleterious stimul, such as hypoxia,
inflammation, and hyperglycemia [11, 12, 14-17]. In fact, the lack of correlation between
CIMT and adventitial VV density in clinical studies support the hypothesis that both measures
evaluate different moments in the development of atheromatous disease [17, 18], In the last
decade, the contrast-enhanced ultrasound (CEU) has emerged ax 2 useful and non-invasive
technique for direct visualization of the VV in the carotid arterics. Consequently, CEU repre-
sent 2 novel approach 10 detect the development of premature stages of atherosclerosis [18-20]
which has not been previously used to explore the relationship between SDB and carotid VV
density.

To shed light in the deleterious impact of noctumal intermittent hypoa in carotid wall, we
have asessed the carotid adventitial VV density and its relationship with the deep study in a
cohort of obese patients without any prior vascular event evaluated for banatric surgery.

Material and methods
Description of the study population

A total of 55 morbidly obese patients of Caucasian origin without previous episodes of vascular
discase were prospectively recruited for the study between January 2016 and Judy 2017 at the
outpatient Obesity Unat. All the candidates were contacted dunng one of the visits in the out-
patient clinic or by telephone once the sleep breathing evaluation included in the established
protocol for bariatnic surgery was available, If the patient was willng to participate, we gave
them detailed information about the objectives and procedures of the study,

Using the standard deviation of adventitial VV from a previous study, we determined that
the mini mum necessary sample size was 35 subjects [21]. Therefore, the studdy surveyed a total
of 69 consec utive individuals who met the igibility criteria for gastrointestinal surgery estab-
lished by the guidelines of the National Institutes of Health Consensus Conference [22]. We
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excluded 12 paticnts for the following reasons treatment with CPAP (n = 7), previous medical
history of any cardiovascular event (n = 3), 2 former bariatric procedure (n = 1), and a gomer-
ular filtration rate lower than &0 ml/min/per 1.73 m” (n = 1). Additionally, two patients were
excluded for technical problems (fast clearance of the contrast that did not allow a proper
assessment of VV density) from the finad analysis. No pregnant women were included,

Ethic statement

Thestudy was approved by the human ethics committee at Arnau de Vilanova University Hos-
pital (CEIC-1275) and was conducted according to the ethical guidelines of the 1964 Helsinki
Declaration and its later amendments. Informed written consent was obtained from all partici-
pants inchided in the study,

Measurement of sleep-disordered breathing

A non-attended respiratory polygraphy was performed at patient’s home with a Somnea poly-
graph (Compumedics, Abbotsford, Australia) which records nasal airflow (nasal cannula),
respiratory effort (chest and abdominal bands), snoring, body position and finger pulse oxime-
try [23, 24]. The same technician manually checked all deep studies to avoid varability. Studses
with Jess than 5 hours of correct signal recording were discarded and repeated. An apnea was
defined as cessation of airflow for more than 10 seconds, Differentiation between obstructive
and central apneas was based according to the respiratory effort channels and the presence or
absence of thoracoabdominal movements. Hypopiiea was defined as a decrement in nasal can-
nula tracing of at least 0% with duration of at least 10 seconds, which is associated with &
cyclical dip in anterial oxygen sturation of 4% or more {25]. Theapnea-hypopaea index
(AHI) was defined as the sum of apneas plus hypopneas divided by the recording time in bed.
On this basis, SAHS was defined as an AHI 2 10 events/hour (e/h), and paticnts were divided
in non-SAHS (AHI < 10 e/h), mild SAHS (AHI between 10 and 20 ¢/h), moderate SAHS
(AHIbetween 21 and 30 e/h), and severe SAHS (AHI>30 e/h) [ 26]. The cumulative percent.
age of ime spent with oxygen saturations below 0% (CT90) was alwo assessed. In addition,
the degree of sleepiness was evaluated by using the Epworth Sleepiness Scale, 2 widely- used
questionnaire assessment of the tendency to fall askeep during various daytime situations {27].

Mecasurement of the carotid adventitial VV density and ultrasound
parameters

CEU examinations were completed using @ Siemens Sequoia 512 ultrasound system {equipped
with a 15LEW lincar array probe) and with ultrasound contrast software (Cadence contrast
Pulse Sequencing technology). A phospholipidic shell containing sulphur hexafluoride served
as a contrast agent (Sonovue, Bracco Spa, Milan, Ttaly). Once the contrast was solubilized in 5
ml of saline, a 2.5 ml bolus was injected in the antecubital vein for cach carotid antery explored
(20-gauge needle 1o avoid microbubbles rupture). Adventitial VV content in the far adventitial
layer was caloudated as the average of the ratios of the intensities in the 2 mm above the intima-
lumen boundary and the intensities of the 2 mm below the media-adventitia boundary of the
common carotid artery 1 ¢m proximal to the bifurcation. The result (VV signal) was calculated
as the average of 10 to 20 ratios calculated for each diastolic frame in which both the lumen
intensity and the adventitial intensity was high and stable within a 1.minute video recording
(21, 28], Results are displayed on the right and left sides, and the mean VV signal of both sides
is presented. As aratio, VV signal has no units, All the studies were stored digitally for a poste-
rior analyyis by the same blinded investigator, Additionally, all participants underwent a B-
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mode ultrasound examination of the extra-cranial carotid arterics and the (IMT of the far wall
of the common carotid antery was measured following the Mannheim consensus procedures.

Laboratory assessment

Blood sampling by direct puncture of the antecubital vein was obtained after an overnight fast
of 8 bours and just before admind stration of the contrast agent. Samples were scparated by cen-
trifugation (2.000 g at 4°C for 20 min) and analyzed in the clinical laboratory of our hospital
using standard methods 1o obtain biochemic u parameters. In addition, aliquots were frozen at
-80°C for batched analysis. Serum concentrations of soluble intercelludar adhesion molecule |
(sICAM-1), P-Selectin, Epocalin-2 and soluble vascular cell adhesion molecule | (sVCAM-1)
were measured in duplicate using the Human Cardiovascular Disease Magnetic Bead Paned 2
from Milliplex Map Kit (Cat. No. HCVD2MAG 67K, Billerica, MA).

Blood pressure was measured with an automated oscillometer (Omron HEM-705CP) as the
average of three readings separated by one minute after ten minutes of rest. Nommal blood
pressure was diagnosed when participants not recetving antthypertensive treatment had a
blood pressure below 12080 mmHg.

Statistical analysis
Normal distribution of the variables was assessed using the Kolmogorov-Smimov test. Data
wete expressed either as the mean = standard deviation or percentage. Given their skewed dis-
tnbution, AHI, CT90 and serum teiglycendes are shown as median (1otal range). For paramet-
rictests, all three parameters were logarithmically transformed to achieve 2 normal
distribution. Comparisons between groups were performed using Student £ 1ests and ANOVA
testing for continuous variables, and the 7 test for categorical variables. The relationship
between the continuous variables was examined by the Peanon linear correlation test

A stepwise multiple regression analysis was performed in a backward direction to explore
the variables independently related to VV. The independent variables included in the analyses
were related with polysomnographic paransters (AHI and CT90), clinically rdevant with
potential impact in atheromatous discase [age, sex, body mass index (BMI), systolic and dia-
stolic blood pressure, HDL and LDL-cholesterol, and smoking status (current or former
smoker va. non-smoker) |, and significantly associated with the mean VV density in the univar-
iate analysis (triglycerides, fasting plasma glucose, and neck and waist circumferences), The
significance level at which independent variables were removed from the model was a Fotest
value <005,

All p values were based on a two-sided test of statistical significance. Sgnificance was
accepted at the leve of p < 0.05, Statistical analyses were performed using the SPSS statistical
package (IBM SPSS, Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY, USA).

Results

Themain clinical features and metabolic data of the sudy population are presented in
Table | A total of 40 patients (72.7%) were diagnosed with some degree of SAHS: 14 (35.0%)
with mild, 6 (150%) with moderate and 20 (50.0%) with severe SAHS. In sddition to a higher
daytime slecpiness, subjects with SAHS were older and presented ahigher prevalence of type 2
dizbetes than patients without SAHS

The mean adventitial VV density was significandy higher in patients with SAHS compared
to subjects with an AHI <10 ¢/h (0.801 £ 0.125 vs. 0697 £ 0,082, p = 0.005). This result was
alsoobserved on the right and left sides (p = 0038 and p = 0,027, respectively) (Table 2). A
progressive increase in the mean adventitial VV density was observed from participants

107



Table 1. Baseline maim cinkal, matabobc and sloep hroath ing charact erbtios of participante in the study according to the Sagnosis of deep apoeahypopnes
syndrame.

Al pat kents SAHS Noa-SAHS P
N 48 © ) .
Women, n (%) N 26 (649) 13 (846) 01m
A (yean) @109 78102 07220 0.02)
DML (Kg/en’) WA LaS HAL7) Vo4 0.3%
Waist chreumbere nce { cm) 1270 ¢ 149 12662137 110 £ 140 0211
Nek circumberence (om) 408152 WAL wos4l 0118
Curront/ former smoker (%) 810 25 {625) ¥ (00) 0865
Type 2 dubeten u (%) 17 309 16 (440) 1 {68) 002
PG (mmol O 832 66138 $4102 003
Hypertension, n (%) 1) 19 (475) 4(%6) 033
Systolic BP (mastg) 1259 £ 174 1692179 101 100 040
Diastolic 1P (mmM g 7784119 774129 %1290 0452
Trighcerides (mmol1) 15 0.1-45) 15 (0.7-43) 13 (0.7-25) 0.2
LD L choksterd (mmol ) 27208 24104 25+07 0261
HD L chodes erol 11202 11103 12101 022
[ [ e 49182 15142 0012
AHI (eventahour) 200 (1.0-834) 315 (100-859) 40 (10-80) <0.000
I (W %.0(0-850) 120 (0.1 -80.0) 10 0-140) <0.001

Dhuta are msean ¢ 8D, medien (rmoge ) o b (peroentage). SAMS deep poes hypopaes syndome. DML body mum Index: PG fasting pluma ghicose, B Hood
presiure; LD low dens ity bpopeoteie 155 Fpworth Skeepleew Scale: AHT spoes-hypopoes index CT0: percentge of time spest with onygen saturatoms below 0%,

A? A 17 1

without SAHS 10 those with mild (0,757 £ 0.097), moderate (0.865 £0,199) and severe

(0.811 £0.111) SAHS (p = 0.008, respectively). However, no differences were appreciated
between subjects with and without SAHS when the mean cIMT was evaluated (0743 £ 0127
¥s, 0683 2 0133, p = 0613), Among serum markers of endothelial damage, patients with
SAHS showed significantly higher kevels of sVCAM-1 than subjects with an AHI lower than 10
o/h(7428 £ 1307 v5. 6368 £ 1205, p = 0.012). The serum concentration of VCAM. 1 also
exhibited a progressive increase throughout SAHS severity: 636.8 £ 120.5 (non-SAHS),

6991 2 1245 (mild), 799.9 2 9.1 (moderate) and 7619 £ 1459 (severe) ng/ml (p

Table 2. Carotid ad ventitial VV desity, cIMT and servm biomarkers of endothel il damage of the individusds inchided in the stady accoeding to the prevence of
vhewp apoea by popeca sywd ra ¢,

SAMS Non SAHS Mean difference (95% (1) p

N 0 15 . .

Mean VV 0501 10125 Q497 2 0082 410 (0083-173) 0.00%
ight dde VV 0529 10184 0% 10118 A0 (0.008-01%) 0ms
Leftaide VV 0% £ 0.124 A568 20,113 Q085 (0.010-0160) om?
Mean IMT (mmm) 0743 £ 0127 0450 £ 0133 0.060 (001801 %) 0128
JCAM (eg/ml) 0042378 1040 ¢ 425 36 (Matn2) 0771
P Selectin (ng/nd) 2302428 1214 ¢ 3403 A5 (:H00DK) 0.967
Lipocalin 2 (ng/mb 17642770 1948 £ 660 AL 457 1o 249 0.438
AVCAM. 1 (ng/ml) 7428 2 1827 838 1 1208 1089(23.9 to 18500 0012

Diats a0e muesn £ 5D, SAHS deep spacs hypopues syndsome, ¢ IMT carotid intimasnedis thicknest MCAM: wluble issercellalet ad hedon molecule 1aVCAM- )
soluble vasculer cell sd hesion molecele 1.
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ANOVA = 0029}, Subjects without SAHS showed serum VCAM-1 concentrations signifi-
cantly Jower than patients with moderate (p = 0.013) and severe (p = 0.016) SAHS,

Uniivariate analysis showed a positive and significant asociation between the mean adventi-
tial VV density and the AHI (log) (r = 0,445, p = 0.001) and CT90 (log) (r = 0.399, p = 0.005)
(Flg 1), The assoc iations between carotid VV density and both nocturnal bypoxia parameters
were maintained for the left dde (AHL 1 = 0408, p = 0.00% CT90: r= 0469, p = 0.001) but par-
tially disappeared for the right one (AHL: r = 0,302 p = 0.029; CT90: ¢ = 0222, p = 0.142,
respectively), We also found significant correlations between the mean VV density and fasting
plasma gucose (r » 0,321, p » 0017), trighycerides (kog) (r = 0.304, p » 0.030), neck (p = 0.003,
p =0.388) and waist circumferences (p= 0028, r = 0.296), as well as with the serum concentra.
tion of sSVCAM-1 (r = 0,345, p = 0014). However, no significant sssociation between the mean
adventitial VV density and ttal cholesterol (r = 0,062, p = 0.668), HDL-cholesterol (r = 0.160,
p = 0.268) and LDL cholesterol (r = 0,110, p = 0.446) was found.

Finally, the multiple lincar regression analysis showed that female sex, fasting plasma glu.
cose and AHT (but not CT90, blood pressure, lipid profile, smoking status, age and anthropo-
meteic indices) were the only variables independently associated with the mean adventitial VV
density (R* = 0.401) (Table 3).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first smdy 1o establish a relationship between eepeti-
tive noctumal upper airway obstructions and adventitial VV density, one of the carlier steps in
the development of atheromatous disease. We also provide evidence that the CT90% correlates
with VV density in the univarate analysis. However, this late characterization of the severity
of noctumal hypoxemia disappears a5 an independent variable of the onset of atheromatous
discase in the multivariate regression analysis.

109



Tabke ), Stepwine muliphe linear regrossion snadysle of varishles amociated with the mean sdventitia VV denity,

s _Beta (95%CD) P

Mean VV demity Sex (female/mabe) 0% 0,004 (0,038 1o 0.170) <000
PG (mamol 1) 0.9 0.01% §0.003-0025) 0013

AN flog) 025 0.067 (0.002 1o 0.132) 0043

LN chadesterol mamol 1) 0.204 . 008)

Trighserdes (log! 01n 0150

DL -chobesterol (log) A1 007

Age (yeany) A w1

Sowoking status* an? 033)

BMI (kg/m’) 0108 0394

C190 log) 0.0% 0464

Déastedic BF (mmiig) 0.0 0357

Wakst circumference cm) 008 ant

Srstolk BP (mmbg) Qs (T1%)

Neck clrowssf eronce (cm) A8 . a9

= 040 Comtant A (038 100.38) <000

[ standardized coelfickent: Betx: non-stan dandised coefficiont; FPG: ating plasma ghacose; AHL: spoeadiypopnes index; CTH0: percentage of time spent with axygen
st turatione bebow 0% BML body mans index: B blood presure

* current/lomser smoker v non -amaker. Equaton for mudtiple regremin [Mean VV density < 0,067 « 0104 x sex {femele = 1, male = 0) « 0015 x FI'G (menold)

«0087xAHL M”-

SAHS is 2 highly prevalent disease characterized by cyclical episodes of desaturation-feoxy-
genation assoclated with higher carbon dioxide levels and sleep disruption [29]. Itis also a key
mediator of cardiac and vascular disease and dysfunction and appears & an independent nisk
factor for al-cause and cardsovascular mortality {6, 7, 30, 31}, Accordingly, large popubstion
observations and prospective studies have consistently shown a gradual increase in the preva.
lence of cardiovasculir events as the AHI increases [30-32]. A recent meta-analysis of 17 peo-
spective cohort studies reported that the incidence of cardiovascular disease was signifi cantly
increased in moderate-severe SAHS, with a pooled relative risk compared 0 the reference
groupof 137 (0.95-1.98) for coronary heart discase and 202 (1.40-2.90) for stroke [13). This
associabon persisted after controlling for classic vascular risk factors such as type 2 diabetes,
hypertension, smoking habit and dyslipidemia [14]. In addition, data from the Sleep Heart
Heulth Study reinforced the critical role of intermittent hypoxia, They described how hypop-
neas, defined by a threshold of 4% or more decrease in oxygen saturation, were independently
assaciated with self-reported prevalent candiovascular disease [15).

The presence of coronary artery calcification (CAC), as a surrogate of subclinical coronary
artery discase, was evaluated on 202 consecutive subjects who underwent an overnight-sheep
study [36]. CAC was found in 67% of patients with an AHI 25 ¢/h in comparison with the
31%in non-SAHS patients (p = 0,001}, with a progressive inc rease in median CAC score with
SAHS severity [16]. In the same vein as this result, we found that AHI was an independent pre.
dictor of the mean VV density in multiple regression analysis.

The underlying causes by which noctumal intermittent hypoxia initiates and worsens arte-
rial neovasculariztion have not been fully clucidated. A few pathophysiological mechanisms
have been suggested to participate in the endothelial injury, such as insulin resistance and glu-
cose intolerance, disruptions in the pathways of inflammation and in the function of macro.
phages, lipid metabolism defects and sympathetic activation [34, 37, 38]. Although each one
may explain a part of the whole picture, we believe many of them act in chorus in subjects with
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SAHS. In this regard, severe nocturnal oxyhemoglobin desaturations have been associated
with high fasting levels of very low-density lipoprotein [39]. In addition, CIH also activates the
production of reactive oxygen species (ROS) that generate systemic inflammation and endo-
thelial dysfunction through the induction of cytokines and cell adhesion molecules [40-42].
Our results demonstrated an increase in serum concentration of sVCAM-1 among subjects
with SAHS, and its measurement had a positive and significant correlation with the carotid
VV density. Actually, in superoxide dismutase deficient mice, an animal model of increased
oxidative stress, sVCAM-1 plays an important roke in its increased susceptibility to severe ocu-
lar neovascukarization [43]. In other tissues, such as the endothelium of the large and medium
arteries, ROS also activates the hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a), which mediates angio-
genesis induction of vascular endothelial growth factor and nitric oxide synthase genes [14,
44]. Therole of VCAM-1 in the development of atheromatous disease in patients with SAHS
is also supported by data showing how intermittent hypoxia produces increased expression in
coronary artery endothelial cells [45]. Similarly, the lectin-like oxidized low-density lipopro-
tein receptor-1 (LOX-1), asingle transmembrane receptor mainly expressed on endothelial
cells that mediates the uptake of oxidized LDL and also plays an important role in ischemia-
induced angiogenesis, upregulates the expression of VCAM [46].

Experimental evidence supports that the expansion of the adventitial vessels to the intima
layer plays a central role in the initiation and progression of the atherosclerotic process. The
appearance of new blood vessels in the intima would facilitate the extravasation and accumula-
tion in the outer intimal of blood-born oxidized low-density lipoprotein particles that will
facilitate plaque initiation and formation [47, 48]. Therefore, the evaluation of VV appears to
be a more accurate tool to reflect earlier stages of atherosclerosis, even before the development
of an increased cIMT. Our data support this concept, as carotid adventitial VV density pro-
gressively increases together with AHI severity in subjects without previous vascular disease.
Finally, the exposure to both nocturnal hypoxia patterns may exert differential modulation of
the hemodynamic and hemorheology responses. In morbidly obese subjects AHI appears to be
a better predictor of VV density than sleep measurements related with the overall time spent
in severe hypoxemia and classical vascular risk factors such as age, lipid profile, tobacco, obe-
sity and blood pressure [49, 50].

Although AHI appears as an independent predictor of the mean VV density in the multiple
linear regression analysis, by itself it has a limited impact on the overall variance of this vari-
able, We believe it is important to highlight this fact in order to achieve a better interpretation
of our results. Our study has also identified other factors that influence the mean VV density,
such as female sex and fasting plasma glucose. Undoubtedly, all these variables act jointly and
probably synergistically in the initial development of atheromatous disease. The importance of
our study lies in the addition of inte rmittent hypoxia to the most classic cardiovascular risk
factors.

With the carotid adventitial VV imaging we focus our attention on the onset of atheroma-
tous disease, when the pathological changes are potentially reversible. Our group has recently
documented a significant 12.0% decrease in mean carotid adventitial VV density after the
marked reduction in body weight and the improvement of the main metabolic comorbidities
achieved after bariatric surgery [18]. In addition, in 2 novel animal model, the early structural
cardiovascular remodeling induced by intermittent hypoxia was normalized after resumption
of normoxic breathing [51]. Whether changes observed after CPAP treatment, as the improve-
ment in postprandial triglycerides and total cholesterol levels, the favorable effect on antioxi-
dant capacity and the enhancement in cardiovascular risk biomarkers may also have a direct
impact in carotid VV in patients with SAHS still needs to be elucidated [52-54].

111



Our study has some limitations. First, we have not performed full polysomnographies but a
home non-attended respiratory polygraphies. Therefore, we have no data about other key
sleep features with a potential impact in cardiovascular disease such as sleep latency, microar-
ousals, changes in stage 2 sleep and rapid eye movement sleep. In addition, the AHI was calcu-
lated from time in bed, not from sleeping time, and could underestimate the prevalence of
SAHS. Second, our results are unlikely to change current practices in SAHS because the CEU
examination is not routinely available in clinical practice and is rather expensive and time con-
suming. However, the opportunity of recognizing the arteriosclerotic process in its early stages
may be used to implement preventive strategies to reduce the risk of future cardiovascular
events in selected vulnerable subjects with SAHS. Third, the high percentage of women
included in our study (70.9% of our sample) makes difficult to generalize our results to the
entire population. However, this percentage is similar to 74.2% of women among obese sub-
jects who underwent bariatric surgery in public Spanish hospitals between years 2000 and
2014 [55].

In conclusion, we observe a high VV density in obese subjects with SAHS, and we find that
CIH is an independent risk factor for the development of this precocious remodeling of the
arterial wall in the setting of atheromatous disease. We believe that the measurement of this
cardiovascular risk marker, preceding intimal thickening and atherosclerotic plaque forma-
tion, is a good ool to achieve abetter assessment of subjects with SAHS and increased vascular
risk. However, specific studies in patients with SAHS are needed o determine whether a pre-
cocious detection and intervention (for example, with CPAP treatment) on this form of sub-
clinical atheromatous disease could prevent or slow down the development of cardiovascular
events in this population.
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ESTUDIO 5

Funciéon pulmonar y respiracion del sueiio: dos
nuevos objetivos para el cuidado de la diabetes tipo 2.

Lecube A, Sim6 R, Pallayova M, Punjabi NM, Lopez-Cano C, Turino C,
Hernandez C, Barbé F. Pulmonary Function and Sleep Breathing: Two New
Targets for Type 2 Diabetes Care. Endocr Rev. 2017; 38: 550-573.

Este trabajo no forma parte de los 4 estudios que engloba mi
proyecto de Tesis Doctoral, y no debe ser tenido en cuenta para su
evaluacién. Sin embargo, mi implicacién en la linea de investigacién que
aborda el impacto negativo de la DM tipo 2 sobre la funcién pulmonar y la
respiracion durante el sueno (IP: Dr Albert Lecube) me ha permitido ser
coautora de esta revision, publicada en una de las revistas con un factor de
impacto mas elevado de nuestra especialidad. Como mi participacion tuvo lugar
de forma paralela al desarrollo del proyecto de Tesis Doctoral, me permitio
profundizar mucho mas en esta teméatica y comprender mucho mejor los
mecanismos fisiopatologicos que se establecen entre la DM tipo 2 y el pulmoén.
Es por estos motivos que la incluyo también en este libro, pues me es dificil

desligar los 4 trabajos de la Tesis Doctoral de este trabajo de revision.
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RESUMEN

En este articulo se realiza una revision de los datos publicados en relacion con el
impacto de la DM tipo 2 en la funcion pulmonar y la respiracion durante el
sueno. Se resumen los estudios poblacionales realizados durante las dos ultimas
décadas, la mayoria de ellos transversales, cohortes relativamente grandes que
han tenido en cuenta varios factores de confusion como la edad, el sexo, el IMC
y el tabaquismo. Los datos proporcionan evidencia de una menor capacidad
pulmonar, con valores disminuidos de la CVF y el VEF1 en los adultos con DM
tipo 2. Esta reduccién en la funcién pulmonar se asocia a un aumento de la
glucosa plasmatica en ayunas y de la HbAic, asi como con la gravedad y

duracion de la diabetes.

Entre los mecanismos fisiopatologicos bien reconocidos, se enumeran: (i) las
vias metabdlicas relacionadas con la resistencia a la insulina, (ii) la inflamacion
cronica de bajo grado, (iii) la resistencia a la leptina, (iv) el dafio
microvascular, y (v) la neuropatia autonémica. También se describen otros
posibles mecanismos patogénicos, de los que se dispone menor evidencia,
como: (vi) disminucion de la fuerza muscular, (vii) glucosilaciéon no enzimatica
de proteinas pulmonares como el colageno y la elastina, (viii) defectos en la

capa de surfactante bronquiolar, y (ix) déficit en las concentraciones de GLP-1.

Se exhiben los cambios histopatolégicos (en modelos experimentales y
humanos) causados en el pulmon por estos mecanismos: (i) engrosamiento de
los epitelios alveolares y lamina basal capilar pulmonar, (ii) reduccion del
espacio alveolar, (iii) un mayor grado de fibrosis, (iv) la presencia de enfisema
centrolobulillar y microangiopatia pulmonar, asi como (v) modificaciones en la
secrecion del moco. Ademas, se expone la disfunciéon pulmonar de los pacientes
con fibrosis quistica como modelo de investigacion de la relacion entre DM tipo
2 y funciéon pulmonar; y se ahonda en el posible efecto de las terapias

antihiperglucémicas en la lesién pulmonar.
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En esta revision también se examina la creciente evidencia sobre el impacto
negativo que ejerce la DM tipo 2 sobre la respiracion durante el suefio, donde la
diabetes se convierte en un factor de riesgo independiente para tasas mas altas
de episodios de apnea del sueno, hipoxemia nocturna, somnolencia excesiva
diurna y alteraciones en la arquitectura del suefio. Entre los mecanismos
fisiopatolégicos implicados se describen: (i) un umbral anormal de la activacion
de quimiorreceptores, (ii) la presencia de trastornos en la conduccién neuronal
aferente y eferente, (iii) un aumento de la actividad simpatica, (iv) cambios en
la funcién muscular respiratoria, (v) resistencia a la insulina y a la leptina, y

(vi) cambios en el patron de respiracion y el ritmo ventilatorio.

En resumen, los pacientes con DM tipo 2 deben ser considerados un grupo
especialmente vulnerable para sufrir cierto grado de disfuncién pulmonar. Son,
por lo tanto, necesarias investigaciones dirigidas a dilucidar como detectar el
dafio pulmonar en la poblacion con diabetes de una manera rentable y
proporcionar datos validos sobre capacidad de revertir o mejorar la funci6on
pulmonar y la respiracion durante el suefio de los pacientes con DM tipo 2 a

través de la optimizacion del control glucémico.
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Search strategy and selection criteria: References for this review were identified through
searches of PubMed for articles published from January 1979 to May 2017, by use of the
terms type 2 diabetes, pulmonary function, pulmonary dysfunction, spirometry, sleep apnea
syndrome, sleep breathing disorders, fasting plasma glucose, and glycated hemoglobin.
Selection for inclusion was based on our expertise and our perception of the relevance and
impact on the field of lung diseases and type 2 diabetes.

Population based studies showing the negative impact of type 2 diabetes (T2D) on lung
function are overviewed. Among the well-recognized pathophysiological mechanisms, the
metabolic pathways related to insulin resistance, low-grade chronic inflammation, leptin
resistance, microvascular damage, and autonomic neuropathy are emphasized.
Histopathological changes are exposed, and findings reported from experimental models are
clearly differentiated from those described in humans. The accelerated decline in pulmonary
function that appears in patients with cystic fibrosis with related abnormalities of glucose
tolerance and diabetes is considered as an example to further investigate the relationship
between T2D and the lung. Furthermore, a possible causal link between antihyperglycemic
therapies and pulmonary function is examined.

T2D similarly affect breathing during sleep, becoming an independent risk factor for higher
rates of sleep apnea, leading to nocturnal hypoxemia and daytime sleepiness. Therefore, the
impact of T2D on sleep breathing and its influence on sleep architecture is analyzed. Finally,
the effect of improving some pathophysiological mechanisms, primarily insulin resistance
and inflammation, as well as the optimization of blood glucose control on sleep breathing is
evaluated.

In summary, the lung should be considered by those providing care for people with diabetes,
and raise the central issue of whether the normalization of glucose levels can improve
pulmonary function and ameliorate sleep-disordered breathing. Therefore, patients with T2D
should be considered a vulnerable group for pulmonary dysfunction. However, further
research aimed at elucidating how to screen for the lung impairment in diabetic population in
a cost-effective manner is needed.

Current evidence supporting the link between type 2 diabetes, pulmonary dysfunction, and sleep
disorders is reviewed. We conclude the lung is a new target for the deleterious effects of diabetes.

ESSENTIAL POINTS

1. Type 2 diabetes exerts a deleterious effect on pulmonary function.

2. The reduced lung function is negatively associated with fasting plasma glucose, glycated
hemoglobin, diabetes duration, and its severity.

3. Insulin and leptin resistance, low-grade chronic inflammation, microvascular damage, and
autonomic neuropathy play an essential role in the lung damage associated with type 2
diabetes.

4. The histopathological findings include the thickening of the alveolar epithelia and pulmonary
capillary basal lamina, the reduction of the alveolar space, higher degrees of fibrosis and
microangiopathy, and modifications in mucus secretion.

5. Type 2 diabetes affect breathing during sleep, is an independent risk factor for higher rates of
sleep apnea, and leads to nocturnal hypoxemia and daytime sleepiness.

6. The role of some therapeutic options such as insulin sensitizers and incretin-based therapies
on lung function deserve further research.

7. Patients with type 2 diabetes are recommended to be considered a vulnerable group for
pulmonary dysfunction.
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14.- DISCUSION GENERAL
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En esta tesis hemos profundizado en las complicaciones “no clasicas” de la
diabetes en relaciéon con los trastornos del suefio, la hipoxia nocturna y la
disfuncién pulmonar. Es bien sabida la alta prevalencia de DM tipo 2 y, por
tanto, la imposibilidad de realizar programas de diagnostico de SAHOS y de
disfuncion pulmonar en toda esta poblacion. Por ello, hemos centrado nuestro
interés en: (i) la bisqueda de biomarcadores [factor inducible por hipoxia
(HIF-1a) y las proteinas séricas A y D del surfactante pulmonar (SP-A y SP-D)]
que permitan identificar a los sujetos con DM tipo 2 méas vulnerables de
desarrollar esta complicacion tardia, (ii) en el estudio de algunos de los
mecanismos que pueden explicar esta relacién (hiperactivacion simpética y
cronodisrupcién), y (iii) en evaluar el impacto de la hipoxia nocturna [el indice
de apneas-hipoapneas (IAH) y el tiempo de sueio con saturaciones de oxigeno
inferiores al 90% (CT90)] sobre la ateromatosis subclinica a través del estudio
de la densidad de la vasa vasorum en la adventicia carotidea. De todo ello

surgen los cuatro estudios transversales que componen esta Tesis Doctoral.

1.- PRIMER ESTUDIO: Evaluar la activacién simpatica en un grupo
de pacientes con DM tipo 2 y la relaciéon de esta activacion con la

hipoxia nocturna.

La diabetes aumenta el riesgo cardiovascular por multiples vias; entre las que se
cuenta la hiperactivacién simpatica. En las altimas décadas; se ha recogido
evidencia de la disfuncion autonémica en la DM tipo 2, incluso en estadios
tempranos de la enfermedad. Asi, se ha observado una alteracién en la funcién
autonoémica cardiaca medida por la variabilidad de la frecuencia cardiaca en
sujetos con DM tipo 2 de poco tiempo de evolucién. Esta variabilidad se
relaciona con la hiperinsulinemia, el estrés oxidativo y la hiperglucemia,
convirtiéndose en un factor clave en la progresion de la diabetes e incluso, un
predictor de la progresion de la aterosclerosis de estos pacientes. [169, 170] Ya

que el origen de la alteracion del estado autonémico no se conoce con exactitud,
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proponemos que uno de los nexos de unién entre la hiperactivacion simpatica y
la DM tipo 2 es la hipoxia durante el suefio. De forma paralela, estd descrito
también desde hace mas de 20 anos la existencia de cierto grado de

hiperactividad simpatica en los sujetos con SAHOS. [171, 172]

En nuestro trabajo hemos puesto de manifiesto una secrecion aumentada de
metanefrinas urinarias durante la noche, que no soélo se relaciona con la hipoxia
nocturna intermitente (CT9o0) sino también con una pérdida del tono

parasimpatico en reposo.

Estos resultados van en concordancia con otros estudios que han propuesto que
la hiperactivacion simpatica en individuos con SAHOS influye en el desarrollo
de la alteracion en la sensibilidad a la insulina. En este sentido, Oltmanns y
colaboradores llevaron a cabo un estudio con 14 sujetos sanos que al ser
sometidos a periodos de hipoxia aguda desarrollaron intolerancia a la glucosa
medida mediante un clamp euglucémico; y ésta, se asoci6 a un aumento en los
niveles plasmaticos de catecolaminas. [173] Todos estos hallazgos sugieren que
la relacion entre hipoxia nocturna, hiperactivacion simpatica y DM tipo 2 podria

ser bidireccional y perpetuar las alteraciones existentes.

Los estudios hasta ahora publicados han fallado en demostrar una relacion
significativa entre los parametros de hipoxia nocturna (IAH y/o CT90) y
cambios en la variabilidad cardiaca en sujetos con DM tipo 2. Asi, Amra y
colaboradores mostraron que la correlacion hallada entre el IAH y la
variabilidad cardiaca en sujetos con SAHOS desaparecia al estudiar a los sujetos
que ademas del trastorno respiratorio nocturno presentaban también una DM
tipo 2. [174] Mientras, Véber y colaboradores evidenciaron una pérdida del tono
parasimpatico y una alteracion en el patréon diurno simpatico-vagal en relacion
con el SAHOS; sin embargo, se trataba de una poblaciéon s6lo masculina y con

sindrome metabodlico. [175]

La poblacion incluida en nuestro estudio presenta una obesidad leve, con un

IMC medio de 33 kg/mz2. Es dificil analizar el impacto de este grado de obesidad
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en nuestros datos, ya que el exceso de peso se relaciona con mayor prevalencia
de SAHOS, resistencia a la insulina y también con un patrén inflamatorio capaz
de influir en el sistema nervioso autonémico. [176] Sin embargo, también se ha
descrito un aumento de la variabilidad cardiaca en sujetos con IMC normal y
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, en relacién con la
presencia de resistencia a la insulina. [177] Ademas, también hay evidencia de
alteraciones en la sensibilidad a la insulina en sujetos delgados con SAHOS.
[178] En cualquier caso, es necesario ampliar este estudio con sujetos con un

IMC menor.

Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones que requieren ser comentadas.
Primero, se trata de un estudio transversal, por lo que no podemos establecer
una relacion causal entre la hipoxia nocturna y los trastornos de la
hiperactividad simpatica encontrados en los pacientes con DM tipo 2. Ademas,
es una poblacion de estudio pequeiia, lo que plantea la necesidad de replicar
este estudio con mayor nimero de sujetos con un patrén de hipoxia nocturno

similar al de nuestra poblacion.

2.- SEGUNDO ESTUDIO: Evaluar la expresion de HIF-1a y de los
principales genes reloj en los pacientes con DM tipo 2 en

comparacion con sujetos sin diabetes.

Se ha descrito que la respuesta a la hipoxia esta alterada en los pacientes con
DM tipo 2, pero se desconocen los mecanismos que contribuyen a la patogenia
de la misma y sus complicaciones. Sabemos también que en los sujetos con DM
tipo 2 hay mayor incidencia de hipoxia nocturna que activaria la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS), favoreciendo la generacion de inflamacion
sistémica y disfuncion endotelial. A su vez, las ROS activan también a HIF-1a.
En este estudio, hemos intentado dar luz a la relacién entre la hipoxia nocturna,
la respuesta alterada a HIF-1a y los ritmos circadianos en los pacientes con DM

tipo 2.
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HIF-1a no solo esta presente ante la hipoxia en todos los tejidos susceptibles de
desarrollar complicaciones en la diabetes; sino que ademas est4 involucrado en
la funcion de las células f pancreaticas. Asi, tanto la pérdida en su funcién como

la induccion de la misma influyen en la patogenia de la diabetes. [179]

En relacion con los ritmos circadianos y los genes reloj, debe recordarse que el
metabolismo de la glucosa esta definido entre otros por los ejes cronobiologicos.
Asi, los estudios genomicos de los genes circadianos en humanos han mostrado
que sus variaciones favorecen la aparicion de alteraciones metabolicas tales
como la obesidad, la hipertension y el sindrome metabodlico. [180,181] Por su
parte, estudios previos han evidenciado una alteracién en la expresion de los

genes reloj en sujetos con DM tipo 2 y trastornos del sueno. [182]

Nuestro estudio pone en evidencia que la hipoxia nocturna mantenida se
relaciona con una disminucién de la expresion relativa de HIF-1«a y de los genes
reloj. Y es importante destacar que dichas alteraciones estdn estrechamente
asociadas con el grado de control metabdlico. Dado que se trata de un estudio
transversal, nos es imposible demostrar causalidad, pero probablemente la
relacion entre los ritmos circadianos y la expresion de HIF-1a en la DM tipo 2
sea de caracteristicas bidireccionales, donde la estimulacion o la disminucién de
la expresién de cualquiera de estos genes altere también el metabolismo

glucidico.

Es plausible pensar que el tratamiento de la hipoxemia nocturna mediante
CPAP pueda restablecer parte de la transcripcion alterada de HIF-1a y a su vez,
de los genes reloj. A este respecto, Moreira y colaboradores fallaron en
encontrar mejoria en la expresion de CLOCK con el tratamiento con CPAP en 17
varones con SAHOS grave. [183] Sin embargo, se trataba de sujetos sin diabetes
y la alteracion en la trascripcidon de los genes reloj dependia del trastorno del
sueno (alteraciones en el sueno de onda lenta) pero no de la hipoxemia nocturna
ni de la expresion de HIF-1a. También debemos plantearnos el potencial efecto
que la mejoria del control glucémico puede ejercer sobre la expresion parcial de

HIF-1 ay los genes reloj que encontramos infra expresados en nuestro estudio.
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Como factor limitante de nuestro estudio debemos destacar que la poblacion
reclutada es marcadamente obesa, por lo cual seria interesante replicar los
resultados en una poblacién con un IMC menor. En cualquier caso, esto no resta
importancia a nuestros datos, ya que el aumento en la prevalencia de la
obesidad ha llevado al aumento en la prevalencia de la DM tipo 2 y a acuiar

términos como “diabesidad”.

En conclusion, y hasta donde sabemos, esta es la primera evidencia de la
asociacion entre la hipoxia nocturna presente en la DM tipo 2 y la alteracién en
la expresion génica de HIF-ia y de los genes reloj. Estos trastornos se
relacionan con el grado de control metabdlico, y constituyen un nuevo
mecanismo fisiopatologico que potencialmente podria ayudar al desarrollo de

las complicaciones de la DM tipo 2.

3.- TERCER ESTUDIO: Evaluar los niveles séricos de las proteinas D
y A del surfactante pulmonar (SP-D y SP-A) en pacientes con DM tipo

2 y su relacion con lesién pulmonar no conocida.

En el presente estudio se evalu6 la concentracion sérica de las proteinas D y A
del surfactante pulmonar como marcadores biologicos de lesion pulmonar en
pacientes con DM tipo 2. En él aportamos pruebas de que el nivel sérico de SP-
D, pero no SP-A, estd aumentado en los sujetos con DM tipo 2 en comparacion
con los sujetos control sin diabetes. Ademas, se encontr6 una correlacion
negativa y significativa entre los niveles séricos de SP-D y los parametros de
funciéon pulmonar como la CVF y el VEF1. Por lo tanto, en nuestro grupo de
pacientes con DM tipo 2 sin enfermedad pulmonar conocida, la concentracion
sérica elevada de SP-D refleja la presencia de cierto grado de disfuncion

pulmonar.

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el aumento sérico de SP-D como

reflejo de la existencia de lesion pulmonar. [184] Hasta ahora la teoria mas
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aceptada es que la SP-D, siendo més hidrofila que SP-A, se escapa del espacio
alveolar al compartimiento vascular cuando existen cambios en la
permeabilidad del epitelio alveolar inducidos por inflamacién cronica de bajo
grado. Este fendmeno se encuentra también en estrecha relacion con el papel
conocido de la SP-D en la inmunidad innata del pulmén. Asi, la asociacion entre
los trastornos metabolicos y la funcién pulmonar podria estar determinada por

la inflamacién croénica, la obesidad y la resistencia a la insulina. [185]

A este respecto, Fernandez-Real y colaboradores evaluaron la SP-D sérica en
cuatro cohortes diferentes y encontraron que las concentraciones de SP-D eran
significativamente menores en los sujetos no obesos con DM tipo 2. En ese
estudio, la concentracién sérica de SP-D se correlacioné con diferentes variables
metabdlicas como los niveles de glucemia, pero no se asoci6 de manera
significativa con los parametros de la funcién pulmonar. Sin embargo, se
establece una relacion entre la concentracion de SP-D y la alteracién del
metabolismo glucidico ya que, en las regresiones lineales multiples, los niveles
de glucemia y de triglicéridos en ayunas se identificaron como variables
independientes que determinaban la variabilidad en la concentracion de SP-D.
[186] Este resultado, contrario a nuestros hallazgos, puede justificarse por
alguno de los siguientes motivos: (i) la poblacién con diabetes seleccionada no
era obesa y presentaba un excelente control glucémico, probablemente
relacionado con el hecho de que una proporcion significativa de pacientes fue
diagnosticado a proposito del estudio mediante la prueba de tolerancia a la
glucosa oral de 75 g, (ii) directamente asociado con el diagnoéstico reciente de la
DM tipo 2, la menor duracion de la diabetes previene el desarrollo de

complicaciones cronicas, incluida la disfuncion pulmonar.

Al igual que en los 2 trabajos previos, y debido al caracter transversal de nuestro
estudio, no se ha podido establecer un vinculo causal entre la DM tipo 2 y el
nivel sérico de SP-D, pero se delinea claramente una relacion con la lesién
pulmonar subclinica en estos pacientes y el papel que puede llegar a jugar su
determinacion como biomarcador de lesién pulmonar en sujetos con DM tipo 2.

Si bien la medicion de la concentracion sérica de SP-D se ha utilizado en el
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marco de procesos propiamente pulmonares, como la exacerbacion de la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, también existe evidencia de su
utilidad como biomarcador de enfermedad cardiovascular. Asi, un estudio
reciente en una poblacidon de sujetos gemelos demostré una relacion entre los

niveles mas altos de SP-D y un aumento de la mortalidad por cualquier causa.
[187]

Hay pocos datos ex vivo del efecto positivo sobre la funcién pulmonar del
tratamiento mediante SP-D recombinante y ningin ensayo clinico en curso. Asi
pues, la utilidad de nuestros hallazgos estaria enmarcada en la identificacion de
los pacientes con DM tipo 2 mas vulnerables a presentar una lesion pulmonar y

por tanto ser susceptibles del estudio de su funcién respiratoria.

4. CUARTO ESTUDIO: Evaluar el impacto del SAHOS y la hipoxia
intermitente nocturna en la pared carotidea, mediante la evaluacion

de la densidad de vasa vasorum de la adventicia.

El SAHOS es una enfermedad de alta prevalencia que se caracteriza por
episodios de hipoxemia intermitente y que se relaciona con las alteraciones del
sueno. Estos dos elementos tienen un papel importante en la fisiopatologia de
las enfermedades vasculares y en las disfunciones cardiacas; considerandose
entonces como factores de riesgo para eventos cardiovasculares y mortalidad
por cualquier causa. Asi, tanto estudios poblacionales de caracter observacional
como y estudios prospectivos han evidenciado un aumento gradual en la
prevalencia de eventos cardiovasculares en relaciéon con el aumento del IAH.
[188-191] Diversas vias fisiopatoldgicas se han descrito como responsables de
este riesgo cardiovascular aumentado, y la mayoria de ellas se basan en el dafio

endotelial y el aumento de la aterosclerosis.

En el estudio de la enfermedad ateromatosa se ha intentado ahondar en la
identificacion de marcadores de diagnoéstico precoz con el afan de evitar los

eventos cardiovasculares. Asi, ha surgido el estudio de la vascularizacion de la
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vasa vasorum carotidea. El aumento de la vascularizacion de la capa adventicia
se ha descrito en otras patologias relacionadas con un mayor riesgo
cardiovascular, como la insuficiencia renal crénica, la obesidad, la DM tipo 1y la

DM tipo 2. [192-194]

El objetivo de nuestro dltimo estudio fue evaluar si la hipoxia nocturna que
sufren los pacientes afectos de SAHOS estaba relacionada con el grado de
densidad de la vasa vasorum en la adventicia de la pared carotidea, como
marcador precoz de enfermedad ateromatosa. Asi, en la poblacién de sujetos
obesos con SAHOS hemos observado un aumento en la densidad de la vasa
vasorum, y como el IAH se perfila como un factor de riesgo independiente para

el desarrollo de esta enfermedad ateromatosa precoz.

El papel de factores como VCAM-1 en el desarrollo de la enfermedad
ateromatosa en pacientes con SAHOS ha sido estudiado por otros grupos y
existen datos que muestran como la hipoxia intermitente produce una mayor
expresion en las células endoteliales de la arteria coronaria. [195,196] En esta
linea, nuestros resultados demostraron también wun aumento en la
concentracion sérica de VCAM-1 entre los sujetos con SAHOS,
correlacionandose de manera significativa con el aumento en la densidad de la

vasa vasorum carotidea.

Somos conscientes que el caracter transversal y el pequeno tamafo muestral es
una limitacion de nuestro estudio. De igual manera, el gran nimero de mujeres
incluidas dificulta la extrapolacion de nuestros resultados en la poblacion
general. A pesar de que se necesitan estudios para validar estos hallazgos en
poblaciones con mayor porcentaje de sexo masculino y/o en sujetos con menor
IMC, nuestra poblacién de estudio es similar a la que acude habitualmente a las
Consultas Externas de los Servicios de Endocrinologia y Nutricion. Por lo tanto,
estos hallazgos siguen siendo de utilidad en la identificacién de sujetos con
mayor riesgo cardiovascular y en la necesidad de implementar el diagnoéstico

precoz como pilar fundamental en el inicio de las estrategias de prevencion.

129



Queda por descubrir el verdadero papel de tratamiento del SAHOS en la
prevencion cardiovascular en esta fase tan precoz de la enfermedad, pues la
evidencia hasta ahora es controvertida. Se ha observado que el tratamiento con
CPAP mejora el perfil lipidico y las cifras de tension arterial, [197-199] pero
desconocemos el efecto de esta mejoria en el estrés oxidativo y en la disfuncion
endotelial. También hay datos, en una poblacion italiana de mas de 400
pacientes seguidos durante 81 meses, de un aumento del riesgo cardiovascular
en aquellos sujetos con SAHOS moderado a grave; sin embargo, no hay
disminucion de este riesgo tras el tratamiento con CPAP. [200] En conclusion,
aun son precisos estudios que evalien el efecto beneficioso de la correcciéon de la
hipoxia nocturna sobre la densidad de la vasa vasorum y los marcadores séricos

de lesion endotelial.
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15.- CONCLUSIONES
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I.- La hipoxia nocturna en pacientes con DM tipo 2 conduce a cambios en el
patron de secrecidon nocturna de metanefrinas que se relacionan con pérdida del
tono autonomico en reposo. Asi, los trastornos del sueno y de la respiracion
presentes en la DM tipo 2 podrian ser responsables de la hiperactividad
simpatica descrita en estos pacientes. Esto podria aumentar la disfuncion
endotelial y perpetuar la enfermedad ateromatosa caracteristica de la DM tipo

2.

I1.- La respuesta celular frente a la hipoxia nocturna se encuentra alterada en
los pacientes con DM tipo 2. Asi, existe una disminucion en la expresion génica
de HIF-1ax y de genes reloj, que se correlaciona con el grado de control

metabolico y con la hipoxemia nocturna.

II1.- En los pacientes con DM tipo 2 existe una mayor prevalencia de disfuncion
pulmonar, que se relaciona con un aumento en las concentraciones séricas de
SP-D. La concentracion de SP-D circulante es una determinacién
potencialmente util como biomarcador para evaluar el grado de lesion

pulmonar presente en la DM tipo 2.

IV.- El SAHOS es una patologia de prevalencia aumentada en la poblaciéon con
DM tipo 2. La densidad de VV, como marcador temprano de aterosclerosis, esta
incrementada en sujetos obesos con SAHOS y presenta una correlacion positiva
con la hipoxia intermitente crénica y la hiperglucemia en ayunas. Asi, estos dos
elementos serian factores de riesgo para aterosclerosis en estadios iniciales en

los pacientes con DM tipo 2.
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16.- PERSPECTIVAS DE FUTURO
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Todos los resultados expuestos en esta Tesis Doctoral plantean nuevas
incognitas y vias fisiopatologicas a estudiar. En un intento por resumir el
camino a seguir, podemos enumerar los siguientes objetivos que ya estan en

marcha y en los que estoy implicada:

1.- La consecucién de un algoritmo de decisiéon que nos permita identificar a los
sujetos con DM tipo 2 tributarios de un estudio de funcién pulmonar. Para ello
pretendemos integrar en lo posible la determinacion sérica de SP-D con los

parametros antropométricos y de control metabdlico.

2.- Una vez identificados los pacientes con DM tipo 2, establecer si debe optarse
por un tratamiento antidiabético especifico ante la presencia de patologia
pulmonar. En este sentido, estamos finalizando un ensayo clinico doble ciego,
aleatorizado, multicéntrico y cruzado para evaluar los efectos del tratamiento
con un analogo del receptor de GLP-1, liraglutide, sobre la funcién pulmonar y
las concentraciones séricas de SP-D y SP-A (estudio LIRALUNG).

3.- Profundizar en la identificacion de los pacientes con DM tipo 2 con mayor
riesgo de presentar un SAHOS. De forma similar al punto 1, la integraciéon en un
score predictivo de los niveles de metanefrinas recogidas durante el tiempo de
sueno, junto con variables antropométricas claramente relacionadas con el
SAHOS como el IMC y valores séricos de parametros como HIF-1a o la propia

glucemia capilar deben ser considerados y evaluados.

4.- Nuestro grupo ya ha demostrado cémo la mejoria del control glucémico
ejerce un impacto positivo sobre la funcion pulmonar. Debemos abordar
también el efecto de la mejora del control glucémico sobre los parametros que

reflejan la hipoxia nocturna (IAH y CT90).
5.- Discernir si existe un impacto diferencial entre la hipoxia mantenida y la

hipoxia intermitente en los sujetos con DM tipo 2. Para ello estamos finalizando

el analisis de los resultados obtenidos tras someter a cultivos de adipocitos
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maduros en normo e hiperglucemia a condiciones de normoxia, hipoxia
mantenida e hipoxia intermitente.

6.- En linea con el anterior punto, debemos explorar el efecto diferencial
producido (por ejemplo, sobre la actividad simpética y la expresion de HIF-1 a 'y
de los genes reloj) tras el inicio del tratamiento con CPAP en pacientes con y sin
DM tipo 2.

7.- Finalmente, en algunas secciones de esta Tesis Doctoral se ha hablado de
una afectaciéon pulmonar “subclinica” en los pacientes con DM tipo 2. En los
proximos meses queremos evaluar el grado de sensacion disneica en sujetos con
DM tipo 2 y estudiar la asociaciéon de los resultados con paradmetros como el
tiempo de evolucion de la enfermedad, la coexistencia de otras complicaciones

tardias de la diabetes o el grado de control metabélico.
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