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INTRODUCCION

e Sindrome apneico bradicardico: episodios intermitentes de
hipoxia y bradicardia

* Prevalencia: 80-90% en prematuros < 32 semanas EG

e Inmadurez pulmonar funcional y
estructural

e Inmadurez centro respiratorio cerebral

e Respuesta inadecuada a quimioy
mecanorreceptores

Causas

Martin RJ et al. Clin Perinatol. 2015.
Bates ML et al. Respir Physiol Neurobiol. 2013.



INTRODUCCION

Sindrome
apneico

Hiperoxia
COmpensadora

Desaturacign /
bradicardia

Aumento de
radicales libres

Di Fiore JM et al. Pediatr Res 2012.
Vento M. Neonatology 2014



INTRODUCCION

* Tratamiento sindrome apneico:
- Metilxantinas
- Ventilacidon no invasiva
- Oxigenoterapia intermitente

* Vigilancia con monitorizacidn continua con pulsioximetria, cambios
de FiO2 cuando precise.

 Estudios previos demuestran que estan fuera de rango > 50%

Lakshminrusimha S et al. J Perinatol 2015.
Clucas L et al. Pediatrics 2007



INTRODUCCION

MARCADORES HIPOXIA:
* pH, presidon de oxigeno, el déficit de bases == |actato

 Lactato se normaliza rapidamente, no refleja tiempo o intensidad de
hipoxia.

Saugstad O et al, Acta Paediatr..
Kuligowski J et al. Redox Biol 2017.

Sanchez-lllana, A. et al. Sci Rep 2017.



INTRODUCCION

Hiperoxia-reoxigenacion

Produccion de especies reactivas de oxigeno

Estrés oxidativo

Reaccion con DNA, proteinas, lipidos, hidratos de carbono

Dano estructural o funcional

Activacion via . ,
roinflamatoria / Peroxidacion lipidos AEIEETDN [FEIE
P microRNA

proapoptadtica

Torres-Cuevas | et al. Redox Biol 2017.



INTRODUCCION

» «Score metabdlico»: metabolitos que se correlacionan mejor con la
intensidad y la duracion de la hipoxia: citicolina, 6,8-dihidroxipurina e
hipoxantina.

* Valor predictivo superior que lactato pasadas unas horas de |la
reoxigenacion.

Saugstad O et al. Acta Paediatr..
Kuligowski J et al. Redox Biol 2017.

Sanchez-lllana, A. et al. Sci Rep 2017.



INTRODUCCION

* Prematuridad: inmadurez sistema antioxidante

 Aumento de estrés oxidativo y marcadores de dano oxidativo a
proteinas, lipidos y ADN en prematuros que recibieron alta
concentracion de oxigeno durante la estabilizacion postnatal

* Validados de marcadores de estrés oxidativo utilizando HPLC-
MS/MS en distintos fluidos

Especificos para determinacion de dafio
neuroldgico, reflejan oxidacidn lipidica en SNC

( \,

: : . Derivados de acid : s Derivadosdeacido
Derivados de proteinas TRyt lne AN dul;:-lgls Elhugx :EEJ{{LDD De?r?f&%ﬁ?ﬁ - adrenico (sustanda
blanca) |
-Orto-tirosina /fenilalanina 'B;élidm?ﬂ' : -Neuroprostanos -Isoprostanos ~ .Pendientede validar
-Meta-tirsina /fenilalanina ?degﬂ;mﬂam -Neurofuranos -Isofuranos enplasma

\ )
|

Establecidos rangos de normalidad en las
Ezaki S et al J Clin Biochem Nutr 2009. primeras 4 semanas en < 32 semanas
Torres-Cuevas | et al. Redox Biol 2017.
Chéafer-Pericas C et al. Talanta 2016.




INTRODUCCION

* MicroRNA: moléculas RNA no codificantes enddgenas cortas,
reguladores de expresion génica post-transcripcional.

* Influencia en distintos estadios de neurogénesis: diferenciacion
celular, proliferacion, sinaptogénesis

* Aproximadamente el 70% de los microRNAs identificados se
expresan en el tejido cerebral en relacidon con la complejidad del

SNC y sus conexiones.

Motti D et al. Semin Fetal Neonatal Med 2012.
SunY et al. Front Cell Neurosci 2015.
Sepramaniam S et al. Int J Mol Sci 2014.

DNA RNA protein

database of specific instructions functional product

instructions

microRNA

requlators




INTRODUCCION

 Escasa experiencia para dilucidar el papel de los microRNAs en el
recién nacido.

* Rapido desarrollo cerebral postnatal, el patron de expresion de
microRNAs caracteristico de este periodo podria estar alterado en
respuesta a cambios en la saturacion de oxigeno y afectar al
desarrollo del SNC.

* No hay estudios que describan cambios en el patron de expresion
de microRNA tras los cambios de oxigenacion, ni la repercusion
clinica que pudieran tener.



HIPOTESIS y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los episodios de hipoxia intermitente y reoxigenacion en prematuros
menores de 32 semanas de EG en contexto de SAB mantienen al
paciente fuera del rango de SpO2 recomendado durante un tiempo
significativo, lo que ocasionara estrés oxidativo y la expresion de un
patron de microRNA asociados a la hipoxia intermitente

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar el porcentaje de tiempo que permanecen fuera de rango de
Sp02 los prematuros menores de 32 semanas con SAB durante 7 dias



OBJETIVOS




DISENO EXPERIMENTAL:
poblaciéon y métodos

Prematuros <32
semanas con
sindrome apneico

Monitorizacion
pulsioximetria 7
dias

Muestras sangrey
orinadias 1y 7

Analisis
histograma y
variables clinicas

<50% en rango: >50% en rango:
GRUPO ALTO GRUPO BAJO
RIESGO RIESGO

Estudio estadistico comparativo
Evaluacion desarrollo neurocognitivoy sensorial 18-24 meses




DISENO EXPERIMENTAL:
criterios inclusion y exclusion

~

» Edad gestacional < 32 semanas, diagndstico SAB
« A partir de 5-7 dias de vida
Criterios  Nutricion enteral e inicio recuperacion de peso

) .,  Estabilidad respiratoria con o sin soporte no invasivo
inclusion )

» Ventilacidbn mecanica invasiva
 Persistencia del ductus arterioso que requiera tratamiento
» Patologia que requiera cirugia

Criterios « Malformaciones congénitas severas, cromosomopatias,
cardiopatias congénitas

exclusion @ Hemorragia intra-periventricular grados [11/1V
« Convulsiones
» Rechazo de los padres a participar

/




DISENO EXPERIMENTAL: variables

e Tiempo dentro del rango objetivo de Sat02.

Variables , . :
;. * Numero y duracidn de desaturaciones y
clinicas bradicardias (aisladas o no)
e Biomarcadores peroxidacion lipidica en orina
Variables e Biomarcadores hipoxia en plasma («score
predictoras metabodlico»)
e Determinacion microRNA
» Desarrollo neuroldgico a los 18-24 meses
e Escala Bayley llI
Variables e Escala ASQ:3
resultado e Pérdida auditiva

e Pérdida agudeza visual



DISENO EXPERIMENTAL:
analisis muestras

Dias1y 7:
Muestra
sangre y orina 600 pLorina

Determinacion de

marcadores
peroxidacion lipidica
HPLC-MS/MS

(isoprostanos, isofuranos,
neuroprostanos, neurofuranos,

Centrifugacion
y congelacion

i dihomo-isoprostanos, dihomo-
0,5 mLsangre (e 300 pL plasma

Tubo EDTA omesltacion:

isofuranos)

30 uL 180 L 50 pL
«score metabdlico»: Extraccion RNA Patron microRNA
Hipoxantina, colinay
6,8-dihidroxipurina 1. Cuantificacion: kit miRNeasy
Serum/plasma kit

2. Analisis: plataforma de

Analisis por secuenciacion
RMA

lllumina-Solexa Sequencer

HPLC-MS/MS

Validacion y cuantificacion de
microRNA: RT-gPCR en pacientes con
sindrome apneico



METODOLOGIA: tamafio muestral
y analisis estadistico

TAMANO MUESTRAL
* EPIDAT 4.2 -
* Tiempo de reclutamiento 24 meses. Gﬂ\

* Pérdidas estimadas 20%.
* Intervalo de confianza 95%, potencia 90%:
52 pacientes por cohorte, 104 en total.

90 prematuros al afio < 32 semanas EG con sindrome apneico, probable
finalizacion del reclutamiento en 18 meses.

ANALISIS ESTADISTICO

* Modelo predictivo usando regresion logistica para seleccion de variables
relacionadas con la discriminacion entre grupos.

* Analisis multivariante: establecer algoritmo que defina las variables
predictivas.



PLAN DE TRABAJO

12 3 4 56 7 8 91011 12/13 14 1516 17 18 19|20 21 22|23 24 25 26|27 28 25/30|31 32 33|34 35 36
Disefio de hoja de reqgistro de datos
Redaccion de protocolo
Entrenamiento de personal asistencial
Formacion en HPLC-MS/MS y microRNA
Formacion en evaluacion del neurodesarrollo
Puesta a punto de métodos analiticos y logistica
Visita formativa (Cleveland; USA)
Reclutamiento de pacientes

Monitorizacion y toma de muestras

Andlisis de muestras

Valoracion en consulta de Neurodesarrollo

Andlisis de resultados y correlaciones -
Redaccién de articulos

Presentacidn de resultados



TRASLACION DE RESULTADOS

1. Identificar situaciones de riesgo potenciales para el SNC (hipoxia
intermitente del prematuro)

2. Desarrollar marcadores predictivos precoces: score metabdlico y
microRNA

Identificacidon de pacientes en riesgo de alteraciones del SNC a largo plazo, iniciando vigilancia
especializada, con inicio precoz de terapia y seguimiento.

3. Establecer estrategias de prevencion: uso de sistemas de monitorizacion y
terapia de la hipoxia intermitente con loop automatico

Implementacion de sistemas de monitorizacidon y terapia de hipoxia mediante "loop" de control de
oxigenacion automatica, aumentando el tiempo dentro del rango de saturacion, con disminucién de
la patologia asociada.



Gracias por su atencion




Anexos

Anexo 1. MEMORIA ECONOMICA
1) Confeccidon de una Hoja Electrdnica de Registro de Datos exportable a hoja

electronica de calculo y SPSS. ..., 3.060,00 €

2) Determinaciones en plasma de metabolitos del Score Metabdlico
(288 MUESLIAS) veeecvreeictieeietiee ettt 10.080,00 €

3) Determinaciones en orina de biomarcadores de estrés oxidativo por
peroxidacion lipidica (288 muestras).............uuu...... 12.096,00 €

4) Determinaciones de micro-RNA ..........cccouueeeeeee. 111.085,12 €

5) GASTOS VARIOS......iiieeeiiiieiiee e, 5.520,00 €

6) Viajes total.....ccoevueiiiiiiiiiiiiiie e, 3.500,00 €

7) Publicaciones internacionales .........cccocueeivureennnn.. 3.600,00 €

TOTAL. i 148.941,12 €



Relevancia

- Anualmente nacen unos 12-15000 pacientes menores de 32 semanas
de edad gestacional en nuestro pais. Entre el 80-90% de estos
pacientes presentan sindrome apneico bradicardico. Aproximadamente
unas 50 veces al dia requieren cambios en la FiO2.

- Si se confirmase la hipotesis del estudio y pudiésemos disponer de
marcadores precoces se podria valorar la implementacion de sistemas
de loop de control de oxigenacion automatica, disminuyendo el tiempo
fuera de rango vy la patologia asociada a ello.



