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JUSTIFICACION

La tesis doctoral que presento es el resultado del trabajo realizado en el Servicio
de Neumologia del Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUVH) y en el Vall d’'Hebron
Institut de Recerca (VHIR), en el programa de Doctorado en Medicina del
Departamento de Medicina de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) y bajo la

direccion del profesor Javier de Gracia Roldan.

La disfuncidon pulmonar es la manifestacién clinica mds comun en los pacientes
con Fibrosis Quistica (FQ). Sin embargo, hay otras consecuencias sistémicas que
contribuyen a disminuir la calidad de vida de estos pacientes, como la intolerancia al
ejercicio. A pesar de todos los estudios realizados en este sentido hasta la fecha, los
mecanismos que la provocan todavia no han sido dilucidados. Las evidencias sugieren
una expresion andmala en el musculo esquelético de la proteina reguladora de la
conductancia transmembrana de la FQ (RTFQ o CFTR por su acrénimo en inglés), que
se asocia a anormalidades en la oxigenacidén y el metabolismo muscular. Por otra
parte, al ser la FQ una enfermedad genética de cuyo gen se han descrito mas de 2000
mutaciones diferentes, podrian existir determinantes genéticos que influyeran en

estos mecanismos.

La linea de investigacidon desarrollada para la elaboracién de esta tesis tuvo como
objetivo fundamental mejorar los conocimientos sobre la causa de la disminucién de la
capacidad de esfuerzo en los pacientes con Fibrosis Quistica, mediante el estudio
funcional, histolégico y del sistema oxidativo de su musculo esquelético. La
confirmacién de una alteraciéon a este nivel y el conocimiento de su patogenia podrian
condicionar futuros protocolos de tratamiento que mejoren la calidad de vida de estos

pacientes.
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1. INTRODUCCION

1.1 FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad genética autosdmica recesiva
potencialmente letal mas frecuente en las poblaciones de ascendencia europea, si bien
en las tres Ultimas décadas ha visto aumentada significativamente su esperanza de
vida. Los resultados obtenidos de los estudios epidemioldgicos y de deteccién precoz
neonatal demuestran una gran variabilidad en su incidencia entre diferentes paises y
razas, presumiblemente debida a la desigual distribucién del gen mutado en las
distintas poblaciones. En Espafia se dispone de datos procedentes de varias
Comunidades Autédnomas, en las que existe desde hace afios un programa de cribado
neonatal de la FQ. En Cataluia, Unico lugar donde este programa lleva mas de 10 aios
en funcionamiento, se ha objetivado una incidencia de 1:6.496'. Es causada por la
mutacion de un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 7. Este gen codifica
para una proteina conocida como regulador de la conductancia transmembrana de la
FQ (RTFQ o CFTR por su acrénimo en inglés), que actia como canal principal del ion
cloruro de la membrana e influye en otros (calcio, sodio, etc.); se localiza en la
membrana apical del epitelio secretor de las glandulas mucosas de vias aéreas,
digestivas y reproductoras, y en las serosas del sudor y saliva (fue denominada
originalmente también como Disexocrinosis congénita familiar). Su alteracion por
tanto afecta a multiples érganos y sistemas, debido a la existencia de alteraciones
hidroelectroliticas y de las mucoproteinas a nivel glandular, origindndose secreciones
anodmalas y espesas que producen obstruccion e infeccion con las consiguientes

19



INTRODUCCION

manifestaciones clinicas. En la actualidad, la principal causa de morbilidad y mortalidad

continua siendo la afectacién pulmonar, causante de un 95% de los fallecimientos.

Mucho antes de que la FQ se reconociese como una entidad patolégica, existian
observaciones recogidas en el antiguo folclore popular del norte de Europa en las que
se aseguraba que los nifos que al besarlos tenian sabor salado, estaban embrujados y
moririan precozmente. En este sentido, en un manuscrito aleman del siglo XV (Codex
Latinus Monacensis 849), se recoge la bendicion “Wider elbe” contra las enfermedades
de los nifios encantados. Dicho cddice recomienda lamer la nariz del nifio,
supuestamente encantado, para averiguar si tiene o no sabor salado -so sint es
dy elbe-. Es la primera documentacion escrita que relaciona el sabor salado con una

posible enfermedad, relacidn que hoy es ampliamente conocida con la FQ.

Segun trabajos de X. Estivill y su grupo, el gen de la FQ pudo aparecer hace
aproximadamente 52.000 afos. Evidentemente, no poseemos testimonios tan

antiguos sobre la clinica de la enfermedad.

En el afio 1606 surge una descripcion relacionada con este tema en la literatura
médica de nuestro Siglo de Oro; el Dr. D. Juan Alonso y de los Ruyzes de Fontecha,
Profesor de Medicina de la Universidad de Alcal3, en su libro “diez privilegios para
mugeres prenadas” dice: “... que se conoce a la gente embrujada, si al rascarles en la
frente, uno después nota un sabor salado en los dedos”. Otras referencias al sabor a
sal y su relacion con el encantamiento de los nifios se dan en la literatura europea del

siglo XVII.
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Probablemente, la primera descripcién anatomopatolégica macroscépica del
proceso se debe al holandés Peter Paaw, quien en 1595, en Leiden, realizo la autopsia
de una nifia de once afios y describe: “Se suponia que estaba hechizada”. “Habia
tenido sintomas extranos durante ocho afios. La nifia estaba muy flaca y agotada por la
fiebre prolongada. El pancreas estaba abultado, cirroso y de color blanco brillante
después de cortarlo y abrirlo”. “La causa de muerte fue el pancreas”, concluye Paaw.
Vemos aqui la relacién entre la supersticion o hechizo y la causa orgdnica de la
enfermedad que nos ocupa. También de Holanda es la observacidon de Gerardus
Blasius (1677) sobre el pancreas cirroso de un nifio de nueve afos fallecido a quien

estudio.

Una de las primeras “Historias clinicas” fue la realizada por Georg Seger -de
Thorm, Polonia- en 1673. Refiriéndose a una nina de tres afios de edad recoge la
presencia de fiebre, vémitos, diarrea, dificultades para ganar peso e inanicidon
prolongada. Tras su muerte, poco después, la autopsia -practicada por Bartholomeus

Taubenheim- mostré un pancreas endurecido y cirroso.

Nils Rosen von Rosenstein (1706 - 1773), eminente pediatra sueco, en su libro
sobre enfermedades infantiles describe un cuadro, dentro del apartado genérico de los
procesos diarreicos, al que denomina “fluxus coeliasus”, que se caracterizaba por la
presencia de diarrea, distrofia, falta de medro y debilidad; pese a ello, los enfermos
tenian un apetito voraz. Describe ademas dilataciones en manos y pies y un vientre
distendido. El pancreas estaba endurecido. Probablemente eran en su mayoria

enfermos con FQ.

21



INTRODUCCION

Carl Von Rokitansky describe -en la pujante Viena de 1838- los resultados de una
autopsia. Se trataba de un feto de siete meses de gestacién, sin signos de vida
postnatal, en el que se detecté una perforacion de intestino delgado y flujo de
meconio libre en la cavidad peritoneal con reaccidn inflamatoria. Presumiblemente se

trataba de lo que hoy conocemos como ileo meconial.

En 1850, Alois Bednar, también en Viena, describe un caso similar en un recién
nacido que murid al sexto dia de vida. Coincidentes en el tiempo, en Inglaterra se

describen y publican cuadros similares.

La primera descripcidon de la clinica e histopatologia de la FQ (figura 1.1) se debe
a Dorothy Andersen3, patdloga en el hospital de nifios de Nueva York, quien publicé en
1938 una detallada revisidn de los signos de esta enfermedad incluyendo la asociacién
con el ileo meconial. La Dra. Andersen atribuyd la enfermedad a una deficiencia de
vitamina A. Unos afios antes, en Europa, Fanconi (1936) habia descrito un sindrome
celiaco con insuficiencia pancredtica y bronquiectasias que, sin duda, correspondia a

pacientes con FQ.

- . i - >
Figura 1.1. Preparaciones histopatoldgicas del pdncreas de pacientes afectos de FQ (Andersen DH; 1938)
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Farber*, en 1943, propuso el término de mucoviscidosis, en base a los hallazgos
observados en las autopsias de pacientes fallecidos por FQ, nombre que se sigue
utilizando en la actualidad. Del estudio de 47 familias con pacientes que padecian esta
enfermedad, Andersen y Hodges® (1946) concluyeron que la incidencia familiar
observada era concordante con una herencia autosdmica recesiva. En aquellos anos, el
diagndstico se realizaba por la existencia de familiaridad, insuficiencia pancreatica y

afectacién pulmonar crénica.

Bodian®, en 1952, elaboré la teoria patogénica de que las lesiones que
observaban en el pancreas, pulmén, higado y conductos deferentes se debian a
secreciones anormalmente espesas que taponaban los conductos excretores de las
glandulas exocrinas, produciéndose secundariamente la dilatacidn quistica, fibrosis y
destruccién de la glandula. Este autor describid por primera vez la cirrosis biliar focal,

lesion patognomadnica de la FQ en el higado.

Ese mismo afio, en Nueva York, se produjo una ola de calor que origind que
muchos pacientes con FQ sufrieran deshidrataciones con alcalosis hipoclorémica y
postracién. Di San’t Agnese’, investigando su causa, llegdé a la conclusion de que se
debian a la eliminacién anormal de ion cloruro por el sudor. Posteriormente, la
determinacién de iones cloruro y sodio en sudor se convirtid en el mejor método
diagndstico de FQ. Inicialmente, se sometia a los pacientes a altas temperaturas para
inducir la sudoracidn, lo cual no estaba exento de riesgos, pero en 1959, mediante la
prueba de iontoforesis con pilocarpina disefiada por Gibson y Cooke?, se pudo realizar
de forma segura, siendo hasta la fecha una prueba diagndstica que no ha sido

superada.
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Durante la década de los afios 50-60, aunque la causa fundamental de la lesién
se desconocia, se fueron perfilando las diferentes formas clinicas. Shwachman® fue el
primero que publicé que el 15% de los pacientes no tenian afectacién pancredtica y
establecié un sistema de puntuacién clinico de gravedad que todavia hoy se sigue

utilizando.

Los recién nacidos con ileo meconial tenian un prondstico sombrio: cerca del
50% fallecian. La realizacion de una técnica denominada ileostomia por Bishop y
Koop'®, permitié salvar muchas vidas. Mas tarde, en 1965, Noblett!! utiliz6 el
Gastrografin® en el ileo meconial no complicado, lo que consiguié la curacién de los

ninos sin realizar procedimientos quirdrgicos.

Otros avances en el campo de la farmacologia, como la aparicion de penicilinas
resistentes a betalactamasas y la introduccién de fermentos pancredticos con cubierta
entérica, que impiden la inactivacion de la lipasa por el acido clorhidrico del estdmago,

contribuyeron de manera decisiva a la supervivencia de estos enfermos.

En 1983, el descubrimiento por Quinton!? de que el defecto especifico de la FQ
era una reabsorcién defectuosa del ion cloruro a nivel de las células epiteliales del

epitelio glandular, marcé un cambio en la investigacion de esta enfermedad.

La busqueda del gen FQ fue un proceso largo y arduo. Se inicié a principios de los
80, cuando ya se conocia que existia un defecto en el transporte iénico. A pesar de que
numerosos trabajos de investigacion se dirigieron a definir la proteina andmala de la
FQ, ésta permanecia oculta, por lo que diversos investigadores decidieron buscar

directamente en el genoma.
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La localizacién de la regidn cromosémica donde se encontraba el gen se inicid
gracias al hallazgo, descrito por Eiberg!® (1985), del ligamiento de la FQ con una
enzima polimdrfica, la paraoxonasa. Posteriormente, Lap Chee Tsui'®, en Toronto,
describié un marcador en el cromosoma 7 unido tanto a la paraoxonasa como a la FQ.
Poco después se identificaron nuevos marcadores ligados a la FQ. El gen MET,
descubierto por R. White®, y el marcador DNA J3,11, en el laboratorio de Williamson,
ambos localizados en el brazo largo del cromosoma 7. Al estudiar estos marcadores en
familias con pacientes afectos de FQ, se pudo observar que cosegregaban en el 98.5%
de los casos; lo que permitié hacer el diagndstico prenatal con muy escasos errores.
Farrall'®, en 1986, con este método, pudo excluir por primera vez la presencia de FQ en

un feto.

A pesar de que los marcadores ligados a la FQ se localizaban a escasa distancia
del gen, éste se mostraba esquivo, ya que los estudios familiares empleando estos
marcadores habian alcanzado el limite de resolucidon de los estudios de ligamiento
genético. El descubrimiento de enzimas de restriccion que permiten reconocer
polimorfismos del genoma humano junto con el desarrollo de la electroforesis en gel
de campo pulsante, permitid configurar mapas mas precisos de la regién del
cromosoma 7 donde se habia acotado el gen de la FQ. A partir de este momento, la
busqueda del gen se efectué mediante clonacién y secuenciacion de elementos
superponibles de acido desoxirribonucleico (ADN), con “saltos” por encima de las
regiones no clonables. En tres ocasiones se descubrié una secuencia de nucleétidos no
metilados citosina-guanina, que habitualmente preceden el inicio de un gen,

comprobdndose sin embargo que no existian signos de transcripcion de estas
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secuencias. Finalmente, a dltimos de 1989, Riordan, Rommens y Kerem!’ comunicaron

en la revista Science la identificacion del gen de la FQ.

Se trata de un gen muy grande de 250 Kb que contiene 27 exones y 26 intrones y
que se transcriben en un ARN mensajero (ARNm) de 6.5 Kb, que codifica para la
sintesis de una proteina de 1.480 aminodcidos. La secuenciacién del ADN del gen de
los enfermos con FQ, demostrd la presencia de una pequefia mutacion, la ausencia del
triplete de bases que codifica la fenilalanina en la posicién 508 de la proteina; mientras
que los cromosomas normales no presentaron esta delecidén. Esta mutacién llamada

F508del se observd en el 70% de una poblacién canadiense con FQ.

A partir del ADN clonado se predijo la estructura proteica; ésta contiene doce
regiones hidréfobas que presumiblemente estdn ancladas en la bicapa lipidica de la
membrana celular y una gran region intracitoplasmatica que se llamé “dominio R”, que
contiene multiples lugares para la fosforilizacion y otras dos pequefias regiones de
fijacién a nucledtidos con capacidad de unién a adenosin trifosfato (ATP). Esta proteina
tiene una estructura similar a las proteinas transportadoras dependientes de ATP que
se encuentran en organismos uni y pluricelulares, encargadas de exportar
macromoléculas al exterior mediante la energia obtenida a partir de la bomba ATP. Al
producto del gen, Riordan lo llamé regulador de la conductancia transmembrana de la

FQ (CFTR)Y.

Quinton habia descrito un defecto en el transporte del ion cloruro en las células
del epitelio glandular de los pacientes con FQ. En base a esta observacion, los estudios
de Welsh'® (1990) sobre los canales de ion cloruro en las células epiteliales de las vias

aéreas y glandulas sudoriparas, demostraron que la secrecién de ion cloruro estaba

26



INTRODUCCION

alterada en la FQ, particularmente la actividad mediada por adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), por lo que después del aislamiento del gen, Drumm y colaboradores®®
transfectaron in vitro células de enfermos con FQ con ADN clonado, demostrando que
se corregia el defecto de impermeabilidad al ion cloruro en el cultivo celular. La
primera evidencia de que la proteina CFTR era un canal de transporte de ion cloruro
fue obtenida por Kartner y colaboradores?® al lograr la expresién de dicha proteina en

una linea celular de invertebrados, que no poseen conductancia para el ion cloruro.

Por técnicas inmunocitoquimicas, el ARNm de CFTR se ha identificado en las
glandulas submucosas del pulmén humano, glandulas sudoriparas, pancreas, criptas
intestinales y conductos biliares, todos ellos tejidos donde se expresa CFTR y
sorprendentemente en grandes cantidades en los tubulos proximales y distales del
rindn, donde no se expresa la enfermedad, quizd debido a una via alternativa de

eliminacion del ion cloruro.
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En poblacidon caucdsica, la mayoria de los autores citan una incidencia de un
enfermo de FQ cada 2.500-3.000 nacidos vivos en la raza blanca, aunque los resultados
obtenidos de los estudios epidemiolégicos y de deteccidn precoz neonatal demuestran
gran variabilidad en la incidencia de la FQ entre diferentes paises y razas. Algunas
publicaciones sefialan rangos de incidencia desde 1 por 1.800 en Eslovenia a 1 por
25.000 en Finlandia?! con incidencias intermedias de 1 por 2.381 en el Reino Unido, 1
por 3.300 en Alemania, 1 por 4.348 en Francia, 1 por 4.238 en Italia, 1 por 4.750 en
Paises Bajos y 1 por 10.080 en Rusia??. En Wisconsin se ha publicado una incidencia de
1 por 4.189%. En Espafia, como consecuencia de la implementacidon del programa de
cribado neonatal de FQ en distintas comunidades, se esta reconociendo una incidencia

inferior a la estimada con anterioridad, siendo de 1:6.496 en Catalufia®.

En los grupos no caucasicos las cifras son muy inferiores; asi, en la poblacién de
raza negra americana se indica una incidencia de 1 por cada 17.000, en la raza oriental
de Hawai de 1 por cada 90.000 y en Japén de 1 por cada 320.000 a 680.000 nacidos
vivos?4?°, Estos resultados pueden estar influidos, ademas de por factores genéticos,
por la carencia de métodos diagndsticos para la deteccidén de la enfermedad, ya que en

estos paises existen otros problemas de salud que consideran mas prioritarios.

En cuanto a la supervivencia, desde las primeras publicaciones sobre enfermos
afectos de FQ en 1938, en cuyo momento menos del 50% de los pacientes superaban
el afio de vida, ha ido mejorando claramente, siendo la mediana de la supervivencia de
4 anos hacia los afos 60, alcanzando los 28.3 afios en varones y 31.8 en mujeres en

1996. Para los pacientes nacidos en 1990 se estimaba que la esperanza media de vida
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podria ser de unos 40 afios?®. En el estudio realizado por Kulich y colaboradores sobre
un total de 31.012 enfermos con FQ de las Unidades de EE.UU. (entre 1985 y 1999), se
concluyd que el incremento de supervivencia observado desde 1985 se limitaba
principalmente a la poblacién infantil y adolescente (entre 2-20 afios) objetivando que
el sexo femenino a lo largo de este periodo tenia peor supervivencia que el

masculino?’.

Al incremento de la supervivencia han contribuido decisivamente el diagndstico
temprano por cribado neonatal y los avances en la terapia digestiva y antibiédtica,
traduciéndose en una mejoria del estado nutricional y una disminucidon de las
infecciones respiratorias, aspectos muy importantes en la evolucidn de la enfermedad.
Otro punto importante que ha influido en el incremento de la supervivencia ha sido la
creacién y organizacion de las unidades multidisciplinares de FQ constituidas por
gastroenterélogos, neumdlogos, nutricionistas, endocrindlogos, genetistas,
fisioterapeutas, psicélogos, trabajadores sociales, microbidlogos vy radidlogos
expertos?®. Claramente el seguimiento de los pacientes en estas unidades
especializadas ha permitido un mejor control y seguimiento. Asimismo, la creacién de
las asociaciones laicas en la lucha contra la FQ, a partir de la década de los 80, ha
conseguido aunar fuerzas, junto con los profesionales sanitarios, para producir
mejoras en el campo de la FQ, e incrementar el apoyo psicosocial a los enfermos y su

entorno familiar y profesional.
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El gen CFTR abarca una secuencia genémica de 230 kb organizada en 27 exones.
El ADN complementario (ADNc) identifica un transcrito de 6.1 kb con 4.400 nucledtidos
que codifican una proteina de 1.480 aminodcidos y 170 kDa'’. Los estudios de la region
promotora indican la presencia de diferentes puntos de inicio de la transcripcién y un
complejo mecanismo de regulacidn responsable de su expresion tejido dependiente y

de la especificidad observada a lo largo del desarrollo?®.

La denominacién de las mutaciones describe el cambio de secuencia a nivel de
ADN, ARN o proteina®. En el gen CFTR predominan las mutaciones puntuales que
afectan a uno o pocos nucledtidos. En las mutaciones “error de sentido” el cambio de
nucledtido determina, a su vez, un cambio de aminoacido. Por ejemplo, la mutacién
R334W en la cual la arginina del codén 334 es sustituida por triptéfano. Estas

mutaciones constituyen el grupo mdas numeroso y representan casi el 50% del total.

Las mutaciones con “cambio de pauta” son producidas por la insercidn / delecion
de uno o pocos nucledtidos que acaban generando una proteina truncada. La
mutacion 1609del-CA indica la pérdida de las bases citosina y adenina. Un 23% de las

mutaciones del gen CFTR pertenecen a este grupo.

Las mutaciones que modifican la senal de splicing producen proteinas inestables
de distinto tamafio, bien por la incorporaciéon de una secuencia codificante como
ocurre en la mutacion 1811+1,6kbA>G, que adiciona 16 aminoacidos a la proteina en el
intron 11, bien por su eliminacidon; la pérdida del exdn 5 se debe a la mutacion

711+1G>T. El 16% de las mutaciones CFTR afectan al correcto splicing.
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Un porcentaje similar corresponde a mutaciones “sin sentido” que originan un
coddn de terminacidn. Esta sefial prematura impide la sintesis de la proteina. Su
nomenclatura con la letra “X” sefiala el coddn en el cual se produce la interrupcion

(G542X, R1162X).

Las deleciones / inserciones de tamafio variable comprenden un 5%. La mutacion
F508del es la consecuencia de la pérdida de un Unico triplete, mientras que la delecidn
de 21 kb, CFTRdele2,3, abarca los exones 2, 3, y buena parte de los intrones

flanqueantes.

La mutacién F508del es la mas prevalente del gen CFTR y fue la primera
identificada. Esta mutacidn, producida por la pérdida del triplete CTT, determina la
delecién de la fenilalanina en el codén 5083, En la poblacién mundial, alrededor de
2/3 de las mutaciones del gen CFTR son por esta delecidn; sin embargo, se ha descrito
un amplio rango de frecuencias. En Europa, su frecuencia oscila desde el 87% en
Dinamarca hasta el 21% en Turquia y, en general, se observa un gradiente Norte—Sur,
indicando la mayor heterogeneidad molecular de la regiéon mediterranea?.
Actualmente, la base de datos del consorcio FQ reline mds de 2017 mutaciones33, de
las cuales sdlo cinco, F508del, G542X, G551D, N1303K y W1282X, pueden considerarse

ampliamente representadas, con una frecuencia global superior al 1%34.

Es previsible que cualquier alteracion en la secuencia del gen afecte la compleja
regulacion del canal, modificando la sintesis y/o estructura de la proteina. El efecto
sobre la proteina depende del tipo de mutacién y su localizacién. Basandose en los
estudios funcionales de proteinas andmalas se ha propuesto la clasificaciéon de las

mutaciones en 6 grupos>>3°. La clase | incluye mutaciones que introducen una sefal
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prematura de terminacion, produciendo transcritos inestables y/o proteinas
truncadas. Las mutaciones de este grupo pueden ser “sin sentido” (G542X), “cambio

de pauta” (3905insT) o splicing (621+ 1G>T).

Las mutaciones de clase Il afectan la maduracion de la proteina. En el proceso de
biosintesis intervienen chaperonas (hsp70, calnexina) que interaccionan con el gen
CFTR. Las proteinas inmaduras quedan ancladas por estas chaperonas y son
degradadas en el reticulo endoplasmico, sélo excepcionalmente consiguen alcanzar la

membrana celular. La mutacion F508del es la mas relevante de este grupo.

Las mutaciones de clase Il alteran la regulacién del canal de cloro reduciendo su
actividad. Integran este grupo mutaciones de los dominios R y NBs de los que depende

la fosforilacion y unién de ATP (G551D).

La clase IV esta constituida por mutaciones que cambian los aminoacidos que
forman el poro del canal. Se localizan en los dominios TM y reducen la conduccién

idnica (R117H, R347P).

En la clase V se agrupan las mutaciones que producen una disminucion en la
sintesis de proteina. Aunque la mayoria son mutaciones de splicing que producen
transcritos alternativos (2789+5G>A, 3849+10kbC>T, 5T), también se ha demostrado
este mismo efecto en mutaciones “error de sentido” (D565G, G576A) mediante el

analisis de los transcritos y la construccion de mini-genes®’.

Finalmente, la clase VI esta formada por mutaciones que determinan la pérdida
del extremo COOH- terminal, reduciendo la estabilidad de la molécula (Q1412X,

4279insA).
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En general, las mutaciones de clase | y Il impiden la maduracion de la proteina y
se asocian a un fenotipo de FQ grave, mientras que las mutaciones de clase IlI-VI estan
asociadas a una amplia variabilidad fenotipica. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue algunas mutaciones alteran varias funciones de la proteina CFTR vy, por
consiguiente, pueden ser incluidas en mas de una clase, o producen una disfuncién
distinta a la esperada. En particular, las mutaciones “error de sentido” requieren el
estudio funcional de las proteinas mutantes para determinar las consecuencias sobre
la actividad del canal. Asi, el andlisis de la mutacion M1137R en el dominio TM12,
hipotéticamente en la clase IV, demuestra que la mutacién afecta al proceso de
maduracién de la proteina (clase 11)38. Bajo esta 6ptica, la clasificaciéon propuesta debe

ser considerada con cierta flexibilidad.
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La proteina CFTR estd formada por una cadena Unica compuesta por 1.480
aminodcidos. Contiene 12 regiones hidrofébicas embutidas en la membrana lipidica.
También existe un dominio llamado NBD-1 (nucleotide binding domain), que es un
lugar para la unién e hidrélisis de ATP, y una region hidrofilica de mas de 400
aminodcidos denominada dominio R (regulatory domain), en el que se efectua la
fosforilaciéon dependiente de las proteinquinasas A y C. Finalmente, hay otro dominio
NBD-2 que puede servir de enlace al ATP. Esta estructura clasifica la CFTR dentro de
la familia de las proteinas ABC (ATP-bindig cassette) que se asocian al transporte de

iones mediante la hidrélisis de ATP4°.

El metabolismo de la CFTR se inicia en el reticulo endopldsmico, donde un
polipéptido glicosilado queda rodeado por una membrana lipidica y se traslada al
aparato de Golgi. Alli se glicosila de nuevo para después trasladarse a la zona apical de
la membrana plasmatica. Tanto en el reticulo endoplasmico como en los pasos
siguientes, hasta llegar al aparato de Golgi, la CFTR interacciona con unas proteinas
llamadas chaperonas, sin que esté claro hasta qué punto éstas intervienen en su
degradacién o ayudan a su procesamiento*'. En el intestino puede haber un paso
posterior desde la membrana apical a unas vesiculas submembranosas, donde queda
almacenada para después retornar a la superficie celular. En el resto de los érganos,

después de 4-6 horas, la proteina se degrada y es reemplazada por nuevas moléculas.

La proteina CFTR parece que actia como un canal para el ion cloruro (CI)

dependiente del AMPc, aunque también regularia otros canales idnicos*’. En
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condiciones normales es capaz de transportar con mds rapidez aniones que cationes,

en una proporcion de 10:1.

La glandula sudoripara normal produce un liquido isotdnico, gracias a su
contenido en iones ClI" y sodio (Na*). Cuando pasa por el conducto excretor, que es
impermeable al agua, se produce la entrada de ion Na* en la célula, a través de la
membrana apical y gracias a la existencia de un gradiente electroquimico favorable.
Este ion abandona la célula a través de la membrana baso-lateral, intercambidndose
por ion potasio (K*), en la bomba Na*- K*-ATPasa. El ion K* entra en la célula por los
canales para este ion que existen en la membrana basolateral. El ion Na* intracelular
establece un gradiente favorable para que penetre el ion CI, tanto por los canales
apicales de CFTR como por los basolaterales. En la FQ la pérdida de funcién de la CFTR
hace que el ion ClI" no pueda entrar en la célula y por lo tanto tampoco lo haga el ion

Na*, dando lugar a un aumento de estos iones en el sudor.

En el aparato respiratorio la proteina CFTR se comporta de forma diferente
segln su localizacion. Asi, en el epitelio de la via aérea proximal se produce una
absorcién neta de ion Na* desde la luz bronquial. El gradiente electroquimico necesario
para ello lo proporciona la bomba de Na*-K*-ATPasa localizada basolateralmente. El ion
Na* penetra en la célula, desde la via aérea, a través de un canal epitelial para el ion
Na* (epitelial Na* channel, ENaC) que es sensible al amiloride. Para mantener el
equilibrio eléctrico debe reabsorberse ion Cl" a través de una via paracelular, mientras
gue el agua se mueve, tanto por la via celular como por la paracelular, en respuesta a
los gradientes generados por el transporte de iones. En la membrana apical de la célula

hay dos canales para el ion CI". El canal CFTR es el mas importante y tiene una actividad
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dos veces mayor que el canal para el ion Na*. El otro se denomina canal alternativo
para el ion CI (alternative CI° channel, Cl'a) y estd regulado por el calcio (Ca++)
intracelular. En la FQ, al funcionar mal la CFTR, queda disminuida la permeabilidad de
la membrana apical para el ion CI, mientras que el canal para el ion Na* mantiene una
actividad doble que la que se observa en los sujetos normales. Como consecuencia
aumenta la diferencia de potencial a través del epitelio, que en el enfermo resulta mas
negativo que en el sano. Los niveles mas altos de expresién de la proteina CFTR se
encuentran en las células serosas de las glandulas submucosas de la via aérea
proximal. En ellas se produce la salida de ion ClI" hacia el exterior. Ademas, existen
canales para el ion Na*, a través de los cuales se segrega también este ion en la misma
direccion. Estos movimientos acarrean el desplazamiento de agua y también de
mucinas, originadas en las glandulas submucosas, permitiendo su presencia en la
superficie de la via aérea. Para que todo ello se produzca normalmente debe funcionar
un cotransportador basolateral Na*- K*-ATPasa, otro cotransportador basolateral
formado por iones Na*, K* y 2 CI', que permite que entre este Ultimo en la célula, y un
canal CFTR apical por el que sale el ion CI" de la célula hacia la luz acinar. El ion Na* sale
de la célula siguiendo al ion ClI" por una via paracelular acompanado de agua. Cuando la
CFTR funciona defectuosamente no se produce la salida del ion CI" por este canal y
esto implica la disminucién de ion Na* y agua en la luz canalicular, con el consiguiente

espesamiento de las secreciones.

En las pequefas vias aéreas no hay glandulas submucosas y son las células
epiteliales las encargadas de mantener el equilibrio hidroelectrolitico. A este nivel

dicho epitelio se comporta predominantemente como reabsortivo.
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Finalmente, se ha identificado cierta expresividad de CFTR en el epitelio alveolar
de sujetos adultos, habiéndose especulado sobre su papel en el mantenimiento de la

homeostasis en esta zona*3.
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Como consecuencia de la afectacion en la eliminacién del moco respiratorio que
se produce a causa de las mutaciones en el gen CFTR, se favorece la colonizacién por
microorganismos del darbol bronquial. Se ha constatado un sobrecrecimiento de
determinadas bacterias que son capaces de acceder al tracto respiratorio inferior,
esencialmente S. aureus, H. influenzae y, sobre todo, P. aeruginosa. Estas bacterias
desencadenan un proceso inflamatorio local que lesiona la mucosa y el epitelio

respiratorio, provocando un deterioro progresivo de la funcién pulmonar.

Existen diferentes hipdtesis que tratan de explicar la presencia y el
sobrecrecimiento de los microorganismos y la intensa respuesta inflamatoria que se
observa en el tracto respiratorio de los pacientes con FQ. Entre ellas destacan la
inflamacién primaria y respuesta inflamatoria exacerbada, la presencia de receptores
celulares que facilitarian la adherencia bacteriana a las células epiteliales y el proceso
de inflamacion, el aumento en la concentracion de electrolitos y la alteracién de las
defensinas, y la disminucién del fluido isotdénico y moco andxico. Ninguna de ellas
explicaria por si sola el proceso de colonizacién persistente, pudiendo ser

complementarias entre ellas*.

Asimismo, en estos pacientes se ha destacado el crecimiento de los
microorganismos en la mucosa respiratoria sin invasiéon de los tejidos, estableciéndose,
al igual que en los pacientes con bronquiectasias no FQ o enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), un proceso denominado de colonizacién patogénica, que

hace referencia al efecto lesivo que se produce como consecuencia del
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sobrecrecimiento de los microorganismos y el desencadenamiento de un circulo

vicioso en el que intervendrian diferentes mediadores de la inflamacion®.

Los microorganismos que colonizan la via aérea de los pacientes con FQ
presentan una secuencia temporal relativamente establecida. Durante las primeras
etapas de la vida, las infecciones viricas propias de la infancia (también en el individuo
no afecto de FQ) pueden provocar la denudacién del epitelio pulmonar, favoreciendo
la colonizacidn bacteriana recurrente y el estado local de inflamacién crénica®. Se ha
demostrado que algunos virus (Adenovirus y Coronavirus) y también determinadas
bacterias (M. pneumoniae y C. pneumoniae) estimulan el sistema fagocitico,
favoreciendo la descamacion del epitelio y la atraccion de los neutréfilos*’. Con ello se
favorece la respuesta inflamatoria presente en el tracto respiratorio que puede
evidenciarse incluso antes de que se aislen los patégenos cldsicos y caracteristicos de
la FQ*. Tras este periodo inicial, la colonizacién mds frecuente es la causada por S.
aureus y H. influenzae. En cuanto a S. pneumoniae, éste coloniza también la mucosa
respiratoria en las primeras etapas, pero su presencia no es mas frecuente que en los
nifios de igual edad sin FQ*. No obstante, presentan unos perfiles de resistencia

mayores que en estos.

S. aureus es a menudo el patdgeno que inicia el proceso de colonizacién crénica
gue caracteriza a los pacientes con FQ. Incluso, recientemente, han aumentado las
descripciones de aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina (SARM)*°. Aunque
en su mayoria se asocian a una adquisicion nosocomial, también se han descrito clones
de SARM comunitarios de mayor virulencia, cuya emergencia en la FQ es preocupante

por el mayor deterioro de la funcién pulmonar que podrian provocar. Conforme
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avanza la edad del paciente y progresa la enfermedad, decrece la colonizacién por S.
aureus y aumenta el aislamiento de P. aeruginosa, que se incrementa de forma gradual
hasta convertirse en el patdgeno mas frecuente en la edad adulta®’ >2. H. influenzae
aparece con menor frecuencia junto con otras especies como B. cepacia,
Achromobacter (Alcaligenes) xylosoxydans o S. maltophilia®® >* >, Estas Gltimas tienen
un interés creciente. En el caso de B. cepacia puede desarrollarse el denominado
“sindrome cepacia”, que conlleva un importante, rdpido y fatal deterioro de la funcién
pulmonar, mientras que el resto de los microorganismos pueden marcar un peor
prondstico de la enfermedad, ya que afectan a pacientes de mayor edad y dificultan la
respuesta al tratamiento antimicrobiano por la multirresistencia que acompafia a estos
microorganismos. Junto a estos, se han aislado también otros considerados como
patégenos emergentes por algunos autores, entre los que se incluyen Pandoraea spp,
Inquilinus limosus, Ralstonia spp, Dolosigranulum pigrum y Dialister pneumosintes. La
aplicacion de métodos moleculares y de técnicas de proteémica (MALdi TOF MS) en los
laboratorios de microbiologia ha aumentado la descripcidn de estos patdégenos. No
obstante, su adscripcién patogénica es incierta y son necesarios aun mas estudios que

definan su relevancia y participacion en el deterioro pulmonar®® 7,

En los ultimos afios se ha insistido en la importancia que podrian tener los
microorganismos anaerobios y el papel patogénico que podrian ejercer en la FQ. Su
presencia no se investiga habitualmente en las muestras respiratorias, pero algunos
estudios demuestran que pueden colonizar la mucosa respiratoria del paciente con FQ
con una alta carga bacteriana. Podrian actuar como coadyuvantes de la inflamacion y
ser indicadores de este proceso y ejercer un efecto pasivo en la patogenia de la

colonizacion®® %2,
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Ademas, en los pacientes adultos o multitratados con antimicrobianos no es raro
encontrar en el tracto respiratorio Aspergillus spp, generalmente A. fumigatus y
diversas especies de Candida. Mientras que estas Ultimas suelen considerarse
microorganismos saprofitos sin interés clinico, A. fumigatus se asocia con la
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA). Otros hongos con importancia
epidemioldgica reciente en estos pacientes son S. apiospermum, que podrian
favorecer un sindrome similar a la ABPA>2. También P. jirovecii, que podria
comportarse exclusivamente como colonizador del tracto respiratorio, aunque no se
descarta un papel secundario relevante en la respuesta inflamatoria local®®. Por ultimo,
no es infrecuente en los pacientes también multitratados el aislamiento de
micobacterias atipicas, sobre todo, M. avium o M. abscessus, siendo excepcional el
aislamiento de M. tuberculosis®?. Debe resaltarse que en la mayoria de los pacientes,
hasta el 70%, el patrén de colonizacion bronquial no siempre es monomicrobiano y
pueden coexistir diferentes patdégenos. En mas del 50% de ellos aparecen
simultdaneamente S. aureus y P. aeruginosa, solos o en asociacion con H. influenzae o S.
pneumoniae, y pueden existir sobrecolonizaciones con bacilos Gram negativos
multirresistentes o patdgenos emergentes, siendo dificil establecer los tratamientos

antimicrobianos®2.
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Con la implantaciéon del cribado neonatal cada vez mds generalizada, las
caracteristicas clinicas de los enfermos diagnosticados de FQ han cambiado, al igual
que las actuaciones del grupo multidisciplinar de control y seguimiento de estos
pacientes. No obstante, es de especial relevancia describir la sintomatologia clasica de
la enfermedad y otros previsibles datos clinicos de interés, ya que hay aun muchas
zonas en el mundo sin cribado neonatal y también existe la posibilidad de falsos

negativos con retraso en el diagndstico por desconocimiento o inexperiencia.

Desde el punto de vista clinico, esta enfermedad puede cursar con diferentes

manifestaciones (Tabla 1.1)2% 62,

Tabla 1.1. Caracteristicas fenotipicas sugestivas de FQ

A. Sinupatia o bronconeumopatia crénica manifestada por:
Colonizacién/infeccion persistente por microorganismos encontrados habitualmente en pacientes con FQ: Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia.

Tos y produccién de esputo purulento crénicas.

Alteraciones persistentes en radiografia de torax (bronquiectasias, atelectasias, infiltrados, hiperinsuflacion).

Obstruccion de las vias aéreas manifestada por sibilancias y atrapamiento aéreo.

Poliposis nasal o alteraciones de los senos paranasales en radiografia convencional o tomografia computarizada.

Acropaquias.

Intestinal: ileo meconial, sindrome de obstruccion intestinal distal, prolapso rectal.

Pancredtica: insuficiencia pancredtica, pancreatitis aguda recurrente, pancreatitis cronica, alteraciones pancreaticas detectadas
por técnicas de imagen.

Hepatica: ictericia neonatal prolongada, hepatopatia crénica sugerida por el cuadro clinico o por caracteristicas histoldgicas de
cirrosis biliar focal o multilobulillar.

Nutricional: retraso de crecimiento (malnutricién proteico-calérica), hipoproteinemia y edema, complicaciones secundarias a
déficit de vitaminas liposolubles.
C. Sindromes pierde-sal: pérdida aguda de sal, alcalosis metabdlica crénica

D. Alteraciones urogenitales en el varén originando azoospermia obstructiva

La afectacidén respiratoria, junto con la malabsorcidn, constituyen el modo clasico
de presentacién en la edad pediatrica. La edad de comienzo de los sintomas-signos
respiratorios es muy variable. Los sintomas-signos digestivos y la deshidratacién suelen
aparecer en los dos primeros afios de vida. La enfermedad pulmonar puede

desarrollarse a diferentes edades y algunos autores relacionan las distintas clases de
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mutaciones del gen CFTR con afectacidén respiratoria mas o menos grave y una
presentacion mas o menos precoz de los sintomas. Algunos pacientes inician el cuadro
clinico en la etapa neonatal o durante la lactancia, mientras que otros pueden
permanecer asintomaticos o poco sintomaticos practicamente hasta la adolescencia o
la etapa de jovenes adultos. También es facil observar como un amplio abanico de
nifos presenta una patologia respiratoria florida en los primeros anos de su vida, para
posteriormente atravesar un periodo de latencia mds o menos amplio libre de

sintomas respiratorios, reapareciendo posteriormente los mismos.

Al nacimiento, o incluso intradtero, la enfermedad se puede presentar con
obstruccion intestinal secundaria a ileo meconial o con ictericia, siendo infrecuente la

presentacion de sintomatologia respiratoria en etapa tan temprana de la vida.

Durante la lactancia y en la etapa preescolar las manifestaciones respiratorias
pueden comenzar en forma de tos seca, acompafidandose a veces de dificultad
respiratoria y sibilancias que sugieren el diagndstico de bronquiolitis que, en muchos
casos, se presenta fuera de la estaciéon epidémica y no estd producida por el virus

sincitial respiratorio.

Estos procesos no responden bien a la terapia habitual, haciéndose persistentes
o recurrentes. No podemos olvidar las manifestaciones como bronquitis recurrentes
y/0 neumonias recurrentes o de lenta resolucidn o con escasa respuesta al tratamiento

empirico habitual de las neumonias adquiridas en la comunidad.

En la etapa escolar y en la adolescencia los pacientes pueden presentar tos
blanda, emetizante y episodios de broncoespasmo. Con el paso del tiempo, las

manifestaciones respiratorias se van haciendo mas llamativas, especialmente cuando
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se desarrollan bronquiectasias y aparece tos productiva con esputo amarillento,
verdoso y viscoso y se aislan los microorganismos caracteristicos de esta enfermedad.
Algunos pacientes presentan neumonias de repeticion acompafiadas en muchas
ocasiones de signos de hiperinsuflacién pulmonar, y otros son etiquetados de
asmaticos de mala evoluciéon. Un 25-50% de enfermos con FQ pueden cursar con
hiperreactividad bronquial. Las acropaquias pueden aparecer con la progresion de la

enfermedad y en relacion muchas veces con la gravedad de ésta.

Esta cronologia puede verse alterada en los pacientes diagnosticados por cribado
neonatal debido a que el diagndstico y el tratamiento precoz y agresivo enlentece la
progresién de la enfermedad. También se va a alterar esta secuencia de sintomas y
signos en los enfermos con suficiencia pancreatica o en los monosintomaticos, que son
aquellos que presentan un solo rasgo distintivo de FQ, como el dolor abdominal
secundario al sindrome de obstruccidn intestinal distal o a pancreatitis, la patologia de
la via aérea superior como la sinusitis crdnica y la poliposis nasal, o la presencia de
hepatopatia o retraso puberal o del crecimiento. La deteccion de microorganismos
tipicos de la enfermedad puede ser fundamental para el diagndstico en estos casos
con FQ atipica o monosintomatica. Los pacientes diagnosticados de FQ en la edad
adulta pueden tener una sintomatologia respiratoria mucho mas larvada y mas de la

mitad de ellos pueden tener una funcién respiratoria normal.

La evolucion clinica puede ser muy variable de un paciente a otro. La gravedad
de la enfermedad parece estar genéticamente modulada, en relacién a la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana de la FQ (CFTR) y otros factores

genéticos (genes modificadores), e influenciada por factores ambientales, situacion

44



INTRODUCCION

psicosocial del enfermo y asistencia médica prestada. La relacién fenotipo-genotipo
estd bien establecida para la insuficiencia pancredtica, pero no para la gravedad de la

afectacion pulmonar®? 3,
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El Consenso de 1998 de la Cystic Fibrosis Foundation (CFF) establecié®® que el
diagnodstico de la FQ se debia basar en la presencia de uno o mas de lo siguiente: uno o
mas rasgos fenotipicos consistentes con FQ, o historia de la enfermedad en hermanos
o primos hermanos, o un test de cribado neonatal positivo (elevacion de los niveles
séricos de tripsindgeno inmunorreactivo), junto con pruebas de laboratorio que
indicaran “disfuncién del CFTR”, documentada por cualquiera de lo siguiente:
concentracion de ion cloruro en el sudor elevada, identificacion de mutaciones
causantes de enfermedad en ambas copias del gen CFTR, o alteraciones caracteristicas
en el transporte idnico a través del epitelio nasal. Los rasgos fenotipicos consistentes
con FQ eran cualquiera de los siguientes, solos o en combinacién: 1) enfermedad
sinopulmonar crénica sugestiva; 2) alteraciones caracteristicas gastrointestinales y
nutricionales; 3) sindromes debidos a las pérdidas excesivas de sal por el sudor; y 4)
Agenesia congénita bilateral de vasos deferentes (ACBVD) en los varones. Algunas de
las conclusiones del Consenso fueron desde el principio objeto de controversia, por
ejemplo, diagnosticar de FQ a un adulto, por otra parte sano, cuyo motivo de consulta
es la infertilidad, o - vista la variable relaciéon del genotipo con el fenotipo - los
diagndsticos basados en los resultados del cribado neonatal en lactantes sin sintomas
caracteristicos de la enfermedad, o bien considerar evidencia clinica suficiente de la

enfermedad la presencia de sintomas de vias aéreas superiores Unicamente.

En 2001, un grupo de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
European Cystic Fibrosis Society (ECFS)®* proponen una nueva clasificaciéon para la
“fibrosis quistica y trastornos relacionados”, para que fueran codificados en la

undécima edicion de la International Classification of Diseases (ICD -11), publicada por
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la OMS. La propuesta se basa en que la clasificacion se debe hacer principalmente
sobre una base clinica, y no de laboratorio, y recoge las incertidumbres de nuestro
conocimiento actual sobre el CFTR y su disfuncién, y el juicio de que cuando la
afectacién clinica se reduce a un solo d6rgano, por ejemplo, en casos de ACBVD,
pancreatitis, o ABPA de manera aislada, es mejor restringir la etiqueta diagndstica
“fibrosis quistica”. El documento acordd que bajo el titulo de “fibrosis quistica y
trastornos relacionados” figurara un listado con las siguientes entidades -cuyos limites

precisos no detalla-:

e Fibrosis Quistica clasica con insuficiencia pancreatica (IP).
e Fibrosis Quistica clasica con suficiencia pancreatica (SP).
e Fibrosis Quistica atipica.

e Fibrosis Quistica especificada de otra forma.

e Fibrosis Quistica no especificada de otra forma.

e Azoospermia obstructiva aislada.

e Pancreatitis crénica*.

e Aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA)*.

e Bronquiectasias diseminadas*.

e Panbronquiolitis difusa*.

e Colangitis esclerosante®.

e Hipertripsinemia neonatal*.

(*= con al menos una mutacién identificada en el gen CFTR).

Los cambios conceptuales respecto a las conclusiones del Consenso de la CFF
fueron desarrollados en el Consenso Europeo de 20068, que coloca de nuevo la clinica
y la prueba del sudor en el centro del diagndstico de la FQ; y propone unos algoritmos
sobre la metodologia diagndstica a seguir, partiendo del resultado de la prueba del
sudor (Figura 1.2) a ser utilizado en todos los casos, salvo en el del cribado neonatal,
en el que se propone otro algoritmo, que parte de un resultado positivo en el estudio

genético (Figura 1.3).
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Figura 1.2. Algoritmo diagndstico partiendo del test del sudor en pacientes con sospecha clinica de fibrosis quistica.
Consenso Europeo 2006. Modificado de Ref. 21

Las Tablas 1.2 y 1.3 muestran la propuesta del Consenso de 2006 de diagnosticar
“fibrosis quistica clasica” en presencia de al menos una manifestacién fenotipica, junto
con una concentracién de ion cloruro en el sudor = 60 mmol/L, y “fibrosis quistica no
cldsica o atipica” en presencia de un test del sudor “dudoso” (definido por una

III

concentracion de ion cloruro en el sudor de 30-60 mmol/L), o incluso “normal” (ion
cloruro < 30 mmol/L), junto con la presencia de 2 mutaciones causantes de

enfermedad y/o una diferencia del potencial nasal transepitelial (DPNT) alterada.

Tabla 1.2. Criterios diagndsticos de FQ Cldsica o Tipica (Consenso ECFS 2006)

Enfermedad sinopulmonar crénica

Alteraciones digestivas y nutricionales
Sindromes pierde-sal

Agenesia congénita bilateral de vasos deferentes

> 1 caracteristica fenotipica
+

Cl sudor = 60 mmol/L

Generalmente 2 mutaciones identificadas
Otras caracteristicas Suficiencia o insuficiencia pancreatica
Evolucion clinica variable
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Tabla 1.3. Criterios diagndsticos de FQ no Cldsica o Atipica (Consenso ECFS 2006)

> 1 caracteristica fenotipica
+

Cl sudor “dudoso” (30-60 mmol/L) o “normal” (< 30 mmol/L)
+

2 mutaciones en el gen identificadas y/o DPNT alterada

Suficiencia pancreatica
Otras caracteristicas Afectacién pulmonar leve
Afectacién de uno o mds 6rganos

El Consenso de 2006 declara que “para algunos pacientes con FQ no cldsica y
afectacién de un solo drgano, puede ser mds apropiado utilizar una etiqueta
diagnodstica atenuativa segun la propuesta de la clasificacion de la OMS de trastornos

relacionados con la FQ”.

La Figura 1.2 representa de manera simplificada el primero de los algoritmos
diagnésticos que propone el Consenso 2006. Hace notar que existen 3 situaciones en la
practica clinica en la que se puede plantear el diagndstico de FQ. En primer lugar, la
sospecha clinica por los sintomas del paciente, o bien la historia familiar de FQ en un
hermano -en ambos casos, se debe utilizar el algoritmo de la Figura 1.2, que parte del
resultado del test del sudor-. Finalmente, el diagndstico se puede suscitar en el
contexto del cribado neonatal, en cuyo caso se propone otro algoritmo (Figura 1.3),
gue partiendo de una elevacién de los valores de tripsindgeno inmunorreactivo sérico,
continda con la realizaciéon de un estudio genético que, mediante el estudio de un
panel de mutaciones, tenga capacidad para la deteccion de al menos el 80% de los

alelos mutantes en la poblacidn a la que pertenece el paciente.
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relacionadas con el CFTR

Figura 1.3. Algoritmo diagndstico partiendo del estudio genético a utilizar en los programas de cribado neonatal de
fibrosis quistica. Consenso Europeo 2006. Modificado de Ref. 21

Se recalca que ni el estudio genético ni la DPNT tienen la sensibilidad ni la
especificidad de la prueba del sudor para el diagnéstico de la FQ, y recuerda que
aungue se identifiguen 2 mutaciones, el impacto clinico de muchas de las mutaciones

raras es poco conocido, e incluso algunas pueden no ser auténticas mutaciones, y muy
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pocas unidades poseen la experiencia suficiente como para otorgar relevancia
diagnodstica a las determinaciones de la DPNT de manera aislada. Cuando el test del
sudor realizado en la Unidad de FQ confirma que la concentracién de ion cloruro es
mayor de 60 mmol/L, se efectia el diagndstico de FQ clasica, siendo conveniente,
aungue no necesario para la confirmacién del diagndstico, la caracterizacién de las

mutaciones del gen CFTR.

El Consenso 2006 considera que las concentraciones de ion cloruro en sudor de
30-59 mmol/L son dudosas y propone someter a todos estos pacientes a un protocolo
que sigue con la realizacion de una prueba genética (estudio de un panel de
mutaciones mediante PCR, usando un kit comercial). Si este estudio no detecta
ninguna mutacion, recomienda considerar diagndsticos alternativos. Si se detectan
ambas mutaciones, se puede realizar el diagndstico de FQ no clasica o atipica, o
alternativamente elegir una de las entidades relacionadas con la FQ en la lista de la
clasificaciéon OMS. Si la prueba genética detecta una mutacién, propone que se realice
un rastreo completo de toda la regidon codificante del gen CFTR y sus regiones
intronicas limitrofes, asi como la realizacion de una DPNT. Con el hallazgo de la
segunda mutacién o un resultado anormal de la DPNT, se podria diagnosticar FQ
atipica o entidad relacionada con la FQ (lista OMS), y un resultado negativo de ambos
estudios haria replantearse el diagndstico. El Consenso de la CFF de 2008%%, sefiala que
el limite de 30 mmol/L es apropiado para lactantes (especialmente en los de menos de
6 meses), pero en el resto de la poblacidn infantil es aconsejable elevar el limite
normal de la concentracién de ion cloruro en el sudor hasta los 39 mmol/L, lo que

concuerda con la opinidn de los autores.
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Otra aportacion del Consenso 2006 es que divide las posibles manifestaciones
clinicas de la enfermedad entre “altamente sugestivas” y “menos especificas”. Entre
las manifestaciones digestivas y nutricionales considera altamente sugestivas el ileo
meconial y la insuficiencia pancredtica exocrina en nifios; y menos especificas, el
retraso en el desarrollo pondero-estatural, la hipoproteinemia, anemia, edemas, la
deficiencia de vitaminas liposolubles, el sindrome de obstruccion intestinal distal,
prolapso rectal, cirrosis biliar, hipertension portal, colelitiasis en nifios, insuficiencia
pancreatica exocrina en adultos y pancreatitis recurrente. Entre las manifestaciones
sinopulmonares son altamente sugestivas la infeccion bronquial persistente con P.
aeruginosa mucoide, la infeccidén bronquial persistente con el complejo B. cepacia y los
polipos nasales en nifios; y son menos especificas la infeccion bronquial persistente
con S. aureus, P. aeruginosa no mucoide, A. xylosoxidans, o H. influenzae, los cambios
radiolégicos de bronquiectasias, infiltrados, atelectasias, hiperinsuflacion, hemoptisis
asociada a enfermedad pulmonar difusa, tos productiva crénica, ABPA, pdlipos nasales
en el adulto y pansinusitis crénica. Otras manifestaciones altamente sugestivas son la
alcalosis hipoclorémica en ausencia de vomitos y la ACBVD; y menos especificas, las
acropaquias, osteopenia-osteoporosis en pacientes menores de 40 afios y lo que

denominan “diabetes atipica”.
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1.2 CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO CON FUNCION
PULMONAR

Desde el descubrimiento del gen causante de la FQ en 1989Y, ha existido un
gran interés por determinar la influencia del genotipo CFTR sobre el fenotipo, pues ya
anteriormente se habian observado diferencias clinicas entre pacientes afectos de esta
patologia y se sabia que algunas de ellas estaban determinadas genéticamente. En la
actualidad hay descritas mas de 2000 mutaciones en CFTR3? que afectan de distinta
forma a la estructura y la funcionalidad de la proteina, como ya comentamos
anteriormente, reduciendo o incluso impidiendo el transporte de electrolitos a través
de la membrana de las células epiteliales de los tejidos en los que se expresa este gen,
principalmente en pulmdn, pancreas, intestino, glandula sudoripara y conductos

deferentes del testiculo.

La FQ, al ser una enfermedad autosémica recesiva, requiere de mutaciones en
ambos alelos, por lo que el tipo y grado de disfuncién molecular de las mutaciones son
determinantes para establecer el fenotipo, fruto de la interaccion compleja entre el
genotipo CFTR, la influencia de genes modificadores, la relacidn entre el canal de ion
cloruro CFTR y otros canales idnicos y la expresion de CFTR en diferentes tejidos,

ademas de la exposicion a diferentes agentes ambientales.

En el estudio del Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium®® se
compararon las caracteristicas clinicas de 399 pacientes con FQ en 32 centros
participantes en el Consorcio de 14 paises. En base a los resultados, se propuso

denominar a las mutaciones como “graves” o “leves” de acuerdo con su asociacién con
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el desarrollo de insuficiencia pancreatica y que el genotipo podia tener valor
pronéstico al poder predecir el estatus pancreatico; pero no podia predecir el fenotipo
pulmonar. Se estipuld que un alelo “leve” (asociado a suficiencia pancreatica) podria
dominar sobre un alelo “grave” (asociado a insuficiencia pancreatica), de tal manera
gue era necesaria la asociacién de dos alelos “graves” para el desarrollo de
insuficiencia pancreatica y que éste era uno de los determinantes mas importantes en
el fenotipo pulmonar, que a su vez iba a depender de factores ambientales y de
factores genéticos no relacionados con el CFTR. Sin embargo, en un estudio®’ realizado
por nuestro grupo se pudo poner de manifiesto que el factor predictivo mas
importante del fenotipo pulmonar era el genético y que éste era incluso independiente
de la presencia o ausencia de insuficiencia pancredtica. Asi, mutaciones de la Clase I y II
se relacionaron con formas graves de la enfermedad; mientras que mutaciones,
fundamentalmente, de las clases IV y V se acompanaban de fenotipos mas leves de la

enfermedad.

Los pacientes con FQ nacen con pulmones aparentemente normales y el
deterioro progresivo en la funcién pulmonar es la causa de la muerte en el 95% de los
casos, por lo que la enfermedad pulmonar representa el principal factor prondstico en

estos pacientes.

Uno de los hallazgos mas precoces de afectacion pulmonar es la hiperinsuflacién
pulmonar con incremento del volumen residual y disminucion de la capacidad vital. El

incremento de la relacidon volumen residual (RV)/capacidad pulmonar total (TLC) es
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muy sensible a los primeros cambios, mientras que la resistencia de la vias aéreas es
un pardmetro que no se afecta inicialmente debido a que las vias aéreas pequeiias
suponen una gran superficie y, por lo tanto, su influencia sobre la resistencias de las
vias aéreas es relativamente baja. El indice RV/TLC se ha correlacionado con la
gravedad de la enfermedad en diversos estudios. Otra prueba que se altera muy
inicialmente en la FQ es el flujo medio entre el 25% y el 75% de la capacidad vital
forzada (MEFV o FEF25-75). Esta prueba esta alterada incluso antes de que se afecten
otras pruebas de funcién pulmonar, como el volumen espiratorio forzado al primer
segundo (FEV1). Sin embargo, la gran variabilidad interindividual de esta prueba hace
que sea poco Util en los estudios transversales.®® También hay que tener en cuenta que
el estudio de los flujos a volimenes bajos solo es util en pacientes con enfermedad
leve en ausencia de hiperinsuflacién importante, porque cuando hay obstruccidon
importante los flujos se miden a volimenes mayores y dan valores falsamente

elevados.

A pesar de los esfuerzos para encontrar técnicas de funcién pulmonar mas
sensibles para detectar enfermedad de pequeiias vias aéreas, la espirometria forzada
sigue siendo la prueba mas util de las que disponemos. La prueba considerada “patrén
oro” en la FQ es la medida del FEV1 por ser la mas util para evaluar la progresiéon de la
enfermedad. Estudios longitudinales con grandes bases de datos han mostrado que el
curso natural de la enfermedad conlleva una pérdida anual de FEV1 de alrededor del 2-
4% dependiendo de la funcidn basal, los pacientes con mejores niveles basales de
funcién pulmonar son los que sufren una pérdida mayor de FEV1.%° El FEV1 es también
el mejor predictor individual de supervivencia y se utiliza para seleccionar candidatos a

trasplante pulmonar. La pérdida de volumen pulmonar que se produce en los
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pacientes con FQ debido a la destruccién tisular junto con la hiperinsuflacion hacen
que baje la capacidad vital forzada (FVC), lo que hace que el indice FEV1/FVC no sea
una prueba util en FQ, pudiendo ser normal incluso en pacientes con enfermedad
grave.’% Existe un pequefio grupo de pacientes con FQ que desarrolla una enfermedad

pulmonar restrictiva primaria por razones no completamente entendidas.”*

En el estudio®” llevado a cabo por nuestro grupo se incluyeron un total de 74
pacientes (40 hombres y 34 mujeres) con diagndstico de FQ por la deteccion de 2
mutaciones del gen CFTR, con una edad media de 26.7 afios. Fueron agrupados en
funcion de la clase funcional de sus mutaciones en ambos cromosomas, considerando
como graves aquellos con dos mutaciones de clase | 6 Il y como leves aquellos en los
gue una de las mutaciones era de clase lll, IV 6 V. No se hallaron diferencias
significativas en los valores de FVC y FEV1 entre los pacientes con genotipos I-II/Ill, |-
lI/IV y I-1/V, pero estos valores fueron significativamente mas elevados que en los

pacientes con genotipos I-1l/I-Il (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Andlisis comparativo de los valores espirométricos medidos usando ANOVA. La media (IC 95%) de los
valores de FVCy FEV1 fueron mayores en pacientes con al menos una mutacion CFTR de clase Ill, IV 6 V

La evolucién de la enfermedad pulmonar fue significativamente diferente en
funciéon de si el genotipo era grave o leve. Los pacientes con genotipos graves tenian
valores basales de FVC y FEV1 mads bajos y presentaron un deterioro mas significativo
de su funcién pulmonar durante el tiempo de seguimiento del estudio. Estas
diferencias persistieron aun ajustando los datos por la edad de diagndstico y por

tiempo de seguimiento (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Evolucion de la enfermedad pulmonar durante el sequimiento en la unidad de FQ, ajustado por edad de
diagndstico y tiempo de evolucion, usando ANOVA. La progresion del dafio pulmonar fue significativamente mayor
en pacientes con mutaciones CFTR de clase |

Asimismo, se llevd a cabo un estudio de supervivencia y se observd que la
probabilidad de llegar a la fase terminal de la enfermedad pulmonar fue
significativamente mayor en pacientes con genotipos graves (Figura 1.6). El estudio de
correlacién revelé una relacidn significativa entre el par de mutaciones y la gravedad
de la enfermedad pulmonar, que era mayor en los pacientes con genotipos graves.

En conclusién, los resultados de este estudio muestran que el genotipo, basado
en la clase funcional de las mutaciones en los 2 cromosomas, parece ser uno de los
factores mas decisivos para el fenotipo pulmonar y para la supervivencia relacionada
con el dano pulmonar. Los pacientes con genotipos graves presentan un mas rapido
deterioro de su funcion pulmonar y peores ratios de supervivencia relacionados con la
enfermedad pulmonar que aquellos con otros genotipos, especialmente si una de las

mutaciones es de clase IV 6 V.
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1.3 CAPACIDAD DE ESFUERZO Y FIBROSIS QUISTICA

Como ya se ha comentado anteriormente, la eficacia en el tratamiento de los
pacientes con FQ, aplicando protocolos estandarizados, ha conseguido mejorar el
prondstico y las expectativas de vida de estos pacientes. Ello ha hecho posible que
muchos pacientes alcancen la adolescencia y edad adulta y puedan incorporarse al
ambito universitario y laboral. Uno de los problemas con los que deben enfrentarse los
pacientes en su quehacer diario es la disfuncién en su capacidad de esfuerzo, lo cual
condiciona su posible incorporacion o no a una vida laboral y/o universitaria y
determina en gran medida la calidad de vida de estos pacientes. Estudios previos con
pruebas de esfuerzo,”> 7> 7% 7> realizados en la mayoria de los casos en poblaciones
infantiles de pacientes con FQ, apuntan que, a excepcién de los que tienen una
afectacién funcional pulmonar grave, en los que su capacidad de esfuerzo se ve
limitada por el factor ventilatorio, en los pacientes con afectacién funcional pulmonar
leve o moderada existe una gran variabilidad en la capacidad de esfuerzo y que la
causa mas determinante de ello parece ser la alteracidn muscular periférica,

independientemente del estado nutricional y de la funcién pulmonar.”®

Estos datos contrastan en parte con los patrones observados asociados a otras
patologias pulmonares crdnicas, como los pacientes con EPOC. En estos pacientes, si
bien la limitacidn al ejercicio es compleja y multifactorial, el descenso de la capacidad
ventilatoria y, en menor medida, la disfuncién de la musculatura periférica, serian los
factores condicionantes mas importantes.’® La disfuncién de la musculatura periférica

que presentan los pacientes con EPOC se ha relacionado con’’: a) una disminucién de
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la capacidad generadora de fuerza, debida a la pérdida de proteinas secundaria a
factores tales como la hipoxemia, la hipercapnia, los corticoides y la malnutricion,
factores todos ellos que no estdn presentes en los pacientes afectos de FQ con
alteracion leve o moderada de la funciéon pulmonar; y b) una desregulacion del
metabolismo energético cuyas causas no son todavia conocidas. No obstante, se han
visto, en biopsias musculares de pacientes con EPOC, alteraciones estructurales que
también podrian estar presentes en los pacientes con FQ y que incluyen disminucion
en la proporcidn de fibras musculares tipo |, reduccion en los niveles de mioglobina y
un menor numero de capilares por unidad de superficie, todos ellos dando lugar a una
reduccidon en la entrega de oxigeno hacia los musculos esqueléticos. Todos estos
hallazgos han hecho postular a algunos autores’® que la disfuncion de la musculatura
periférica podria ser un factor determinante mds importante de lo que hasta la fecha
se ha reconocido en la limitacién de la capacidad de esfuerzo en pacientes con EPOC.
Sin embargo, estudios recientes’® sugieren que la reserva metabdlica de la

Ill

musculatura periférica es similar a la de las personas normales y que el “whole body

exercise” no esta limitado por la musculatura periférica.

Los mecanismos patogénicos por los que pacientes con FQ, con alteracidn
pulmonar leve o moderada, presentan una disfuncién de la musculatura periférica, son
desconocidos y muy probablemente diferentes, al menos en gran parte, a los que se
han podido observar en pacientes con EPOC. Si se comparan sujetos sanos con
pacientes adultos con FQ, todos ellos con un nivel de ejercicio fisico similar, se
obtienen valores de funcidn y fuerza muscular similares en ambos grupos, sin
diferencias significativas.”® Asimismo, pacientes con FQ sometidos a programas de

entrenamiento fisico mejoran considerablemente su capacidad de esfuerzo de manera
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similar a la que se podria observar en algunas miopatias como la mitocondrial.®°
Investigaciones recientes, realizadas en poblacidn infantil afecta de FQ, han observado
gue en estos pacientes parece existir una alteracidn en la actividad y la cinética de los
enzimas respiratorios y un gasto energético incrementado.?! Mds recientemente, se ha
observado que la capacidad de trabajo oxidativo del musculo esquelético estaria
reducido en los pacientes con FQ en relacién con cambios fisiopatoldgicos secundarios
a este nivel.8? Todo ello apunta a la necesidad de realizar nuevos estudios sobre la
funcién mitocondrial en el musculo de los pacientes con FQ para determinar la causa
del decremento de dicha funcién, que podria ser debida a una menor densidad

mitocondrial o a alteraciones en su metabolismo.

Por otra parte, al ser la FQ una enfermedad genética de cuyo gen se han descrito
mas de 2000 mutaciones diferentes, podrian existir determinantes genéticos que
influyeran en la capacidad de esfuerzo de estos pacientes. El Gnico estudio®? realizado
en pacientes con FQ relacionando ambos aspectos, mostré que aquellos que tenian un
genotipo formado por dos mutaciones de clase | 6 Il tenian una capacidad de esfuerzo
(medida como pico de capacidad aerdbica) menor que aquellos pacientes con un
genotipo que incluyera al menos una mutacion clase IV 6 V y que ello era
independiente de la funcién pulmonar de los pacientes. No obstante, este estudio fue
realizado en una poblacién infantil y seria conveniente corroborar estos hallazgos,
evaluando su progresidn en el tiempo, con una poblacién mas homogénea y de mayor

tiempo de evolucidn, como son los pacientes adultos con FQ.
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Bajo la hipdtesis de que en pacientes con FQ pueda existir una alteracion en la
tolerancia al ejercicio no relacionada con la afectacién pulmonar, realizamos un
estudio prospectivo, transversal, observacional y comparativo en el que incluimos a un
total de 50 pacientes adultos con FQ. Fueron clasificados en 4 grupos en funcién del
grado de obstruccién que presentaban en las pruebas de funcién pulmonar: normal
(FEV1 >80%); leve (70% < FEV1 < 80%); moderada (50% < FEV1 < 70%); grave (FEV1 <
50%). Asimismo, fueron también distribuidos en dos grupos en funcién de las clases
funcionales de las mutaciones que presentaban. En el grupo A incluimos aquellos con
clases funcionales I-Il/I-ll, que dan lugar a fenotipos mas graves, mientras que en el
grupo B incluimos aquellos con clases funcionales mas leves (I-II/I1l, I-1I/IV y I-1I/V). A
todos ellos se les realiz6 una ergometria para evaluar su capacidad de esfuerzo y

determinar, en el caso de que estuviera disminuida, su causa.

La funcidon pulmonar fue normal en 22 (44%) pacientes, 12 (24%) presentaban
una obstruccién leve, 11 (22%) una obstruccion moderada y 5 (10%) tenian una
obstruccion grave al flujo aéreo. Todos realizaron un esfuerzo maximo, presentando
un cociente respiratorio (RER) alto al final del ejercicio y niveles de lactatos altos a los 2
minutos de finalizar el mismo. El consumo de oxigeno (VO3) estaba disminuido en
todos los pacientes con obstruccién moderada o grave y sélo fue normal en 1 de los 12
(8%) pacientes con obstruccion leve y en la mitad de los que tenian unas pruebas de
funcién pulmonar normales. Ademas, el umbral anaerdbico estaba disminuido en el
78% de los pacientes, incluyendo el 58% de los que tenian una funcion pulmonar

normal.
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Los pacientes con una espirometria gravemente disminuida tenian una capacidad
de esfuerzo mas baja y su limitacion primaria fue ventilatoria en el 91% de los casos,
sin poderse descartar otras causas concomitantes. Sin embargo, el 76% de los
pacientes con funcién pulmonar normal o con una alteracién leve también tenian
disminuida su capacidad de esfuerzo y su causa primaria fue por un estado de

decondicidn y/o alteracion periférica.

No hubo diferencias significativas en los porcentajes de los valores de referencia
de FEV1 y FVC entre los pacientes del grupo B (genotipos I-II/Ill-IV-V) pero estos
valores fueron significativamente mayores que los observados en los pacientes del
grupo A (genotipos I-1l/I-Il). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en
la capacidad de esfuerzo, que estaba disminuida en aproximadamente el 80% de los

pacientes en ambos grupos.

Hay que destacar que este estudio fue realizado sobre una poblacion adulta de
pacientes con FQ, lo que conlleva un mayor tiempo de evolucién de la enfermedad y
nos permite estudiar pacientes con genotipo formado por mutaciones mas leves, que
suelen acompanfarse de un fenotipo pulmonar menos grave que retrasa el diagndstico
hasta la edad adulta. Esto hizo posible la realizacidon de un estudio de correlacién de la
capacidad de esfuerzo y la funcién pulmonar tanto en los pacientes con genotipos
graves como en aquellos con genotipos mas leves y ver las diferencias entre ellos. El
hecho de que la capacidad de esfuerzo esté disminuida en ambos grupos apoya la
hipotesis de la existencia de otro u otros factores que la condicionan, siendo en
nuestro estudio, de forma similar a lo ocurrido en otros, la alteracién muscular

periférica el mas importante tras la limitacién funcional pulmonar. El conocimiento
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exacto de la causa de esta limitacién y de los mecanismos patogénicos que llevan a la
misma conduciria al desarrollo de programas de tratamiento precoz que permitirian

ofrecerles una mayor calidad de vida.

Por todo ello, y dado que ha sido descrita en la literatura una alteraciéon
mitocondrial en cultivos de células no musculares de pacientes con FQ,%! siendo la
mitocondria fundamental para el desarrollo de la funcién muscular, nos propusimos
estudiar estas alteraciones a nivel del musculo esquelético de estos pacientes para
determinar la causa de su intolerancia al ejercicio, correlaciondndolas a su vez con el

genotipo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

1- En los pacientes con FQ no limitados por un trastorno ventilatorio grave, su
intolerancia al ejercicio estad relacionada con cambios en la estructura y/o
funcién del musculo esquelético debidos a una disfuncion mitocondrial.

2- Existen diferencias en el tipo y/o grado de alteracién del musculo esquelético

de los pacientes con FQ en funcién de su genotipo.

2.2 OBJETIVOS

1- Investigar el grado y tipos de afectacién del musculo esquelético en pacientes
con FQ.

2- Determinar la relacion existente entre el tipo y/o grado de afectacion del
musculo esquelético, a nivel histoldgico y de funcionalismo de la cadena

respiratoria mitocondrial, y el genotipo de FQ.
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3. METODOS

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo, observacional, transversal y comparativo.

3.2 PACIENTES

Se incluyeron 44 pacientes afectos de Fibrosis Quistica controlados en una

Unidad de Adultos.
Criterios de Inclusion.-

- Pacientes mayores de 16 afios con diagndstico de Fibrosis Quistica confirmado
por dos pruebas de sudor (concentracion de ion cloruro > 60 mEqg/L) y la deteccién de
dos mutaciones aceptadas como patogénicas en las librerias genéticas internacionales

del gen de la FQ.

Criterios de Exclusion.-
- Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

- Pacientes que no dieron consentimiento para la realizacion de biopsia

muscular.

- Pacientes con una contraindicacion absoluta o relativa para la realizacién de
una prueba de esfuerzo (cardiopatia no controlada, asma no controlada, insuficiencia

respiratoria, entre otras).
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44 pacientes
adultos con FQ

Genotipo PFR

Biopsia muscular

n=43 pacientes
1 perdido por deterioro de muestra

Cadena respiratoria

@

n=40 pacientes
4 perdidos por éxitus

Ergometria

-

n=31 pacientes
9 perdidos por intolerancia

Electromiografia

Figura 3.1. Pacientes incluidos en el estudio

3.3 VARIABLES DEL ESTUDIO

Se realizd una hoja de captura de datos de cada uno de los pacientes a estudiar
en la cual se incluirdn, ademas de datos demograficos, caracteristicas clinicas de su
enfermedad, tiempo de diagndstico, caracteristicas bacterioldgicas de las secreciones
respiratorias, pruebas del sudor, perfil bioquimico bdsico con parametros
nutricionales, estudio genético y estudios de funcién pulmonar (rutinarios cada 6

meses).
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A todos los sujetos del estudio se les realizé una ergometria respiratoria, un
examen neuromuscular y biopsia muscular con estudio histolégico y de la cadena
respiratoria, asi como determinacién plasmatica de enzimas musculares vy
electromiografia (EMG), con el fin de investigar el tipo y grado de afectacion del
musculo esquelético que pudieran presentar. Su nivel de actividad fisica fue evaluado
mediante la version larga en espafiol del International Physical Activity Questionnaire

(IPAQ), en formato auto administrado®*.

Los pacientes fueron clasificados en funcién del grado de obstrucciéon que
presentaban en las pruebas de funcion pulmonar: normal (FEV1 >80%); leve (70% <
FEV1 < 80%); moderada (50% < FEV1 < 70%); grave (FEV1 < 50%). Secundariamente,
fueron agrupados en 2 grupos, quedando en un grupo los que no tenian obstruccién o
ésta era leve, y en otro grupo los que tenian obstruccion moderada o grave. Asimismo,
fueron también agrupados en 2 grupos en funcion de las clases funcionales de las
mutaciones que presentaban, de acuerdo a la posicion molecular de CFTR en Ia
superficie de la célula epitelial y al tipo de disfuncidn molecular de la proteina CFTR (I-
/11, 1=/, =11, 1-1/V oy -11/1-V). En un grupo incluimos aquellos con clases
funcionales I-1l/I-Il, que dan lugar a fenotipos mas graves, mientras que en el otro
grupo incluimos aquellos con clases funcionales mas leves (I-1I/lll, I-1I/IV y I-1I/V). De
esta forma, para evaluar la relacion entre las clases de mutacion en ambos
cromosomas con la funcién pulmonar y la capacidad de esfuerzo, se compararon los
valores de FVC y FEV1 y los parametros ergométricos entre los diferentes grupos. Por
otro lado, con el objetivo de establecer una relacion entre el tipo y/o grado de

afectacién de la musculatura periférica, a nivel histologico y de funcionalismo de la

71



METODOS

cadena respiratoria mitocondrial, y el genotipo, se hizo también un estudio de

correlacion con estos datos.

3.4 ERGOMETRIA RESPIRATORIA

Se utilizé una bicicleta Ergometrics 800 (Ergoline GmbH. Germany), transductor
de flujo aéreo (Neumotac de Pitot), analizador de gases de oxigeno (0O;) y de didxido
de carbono (CO;), electrocardiégrafo de 12 derivaciones, esfingomandmetro y

pulsioximetro.

La prueba se realizd segun el siguiente protocolo: 1) minimo de 3 minutos de
reposo hasta conseguir la estabilidad de los parametros que se registran; 2) pedaleo
sin carga durante 3 minutos; 3) carga incremental a razén de 10 a 30 W por minuto,
manteniendo una velocidad de pedaleo de 60-70 revoluciones por minuto, hasta que
el paciente pare la prueba por incapacidad de mantener la carga o se finalice por

motivos médicos; y 4) recuperacion sin carga durante 3 minutos.

Valores de referencia.-

Se utilizaron los valores de las tablas de Wasserman®> para los pardmetros de
intercambio gaseoso pulmonar, que se adaptan a la poblacidn estudiada, y los de la

European Coal and Steel Community (ECSC)% para los pardmetros espirométricos.
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Variables de estudio.-

Consumo de 0O; (VO3); carga (W); relacidon entre VO y la carga (AVO,/AWR);
frecuencia cardiaca (HR); reserva de HR (HRR); tensién arterial (TA); pulso de oxigeno
(VO2/HR); frecuencia respiratoria (FR); reserva ventilatoria; Vt/IC; pendiente del
equivalente ventilatorio para el CO, (VE/VCO); ventilacibn maxima (VEmax);
equivalente ventilatorio para el O, (VE/VO;); equivalente ventilatorio para el CO;
(VE/VCO3); PCO; al final del volumen corriente (PETCO3); razén de espacio muerto
fisioldgico con el volumen corriente (VD/VT); saturacion de O; (SatO;); cociente
respiratorio (RER); niveles de lactato a los 2 minutos del inicio de la recuperacién; y

umbral anaerdbico (AT).

Los pacientes en los que se objetivé una disminucidn de su capacidad de
esfuerzo en la ergometria respiratoria fueron divididos en 2 grupos en funcién del

patrén de limitacién que presentaron:

1. Patrdén ventilatorio: agotan la reserva respiratoria y finalizan la prueba por
disnea.

2. Patrdn periférico/mixto: agotan la reserva cardiaca pero no la respiratoria;
HR con pendiente desviada a la izquierda; pulso de oxigeno disminuido o
menos frecuentemente normal con pendiente habitualmente desviada a la
derecha; RER normal con patrén irregular; AT habitualmente disminuido;

finalizan la prueba por fatiga de piernas.
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3.5 EXAMEN NEUROMUSCULAR

El estudio de la fuerza muscular se realizdé en todos los pacientes mediante las

siguientes exploraciones:

1. Balance muscular manual (MMT)® cuantificado utilizando la Escala del
Medical Research Council® de los siguientes grupos musculares: deltoides, pectorales,
biceps braquial, triceps, extensores/flexores de mufieca, extensores/flexores de los
dedos de las manos, interéseos, eminencia tenar, eminencia hipotenar, psoas,
adductores y abductores del muslo, cuddriceps, gluteos, biceps crural, tibial anterior,
triceps sural, flexor de los dedos del pie, EPDG y peroneos (derecho e izquierdo).
También se estudiaron con este método tres musculos axiales: paravertebrales,

extensores y flexores del cuello.

2. Contraccion isométrica voluntaria maxima (MVIC): se utilizé el QMA-SYSTEM
para cuantificar la fuerza en los musculos mayores, el dinamdémetro de mano Jamar
para medir la fuerza del pufio y el dinamdmetro pinch de Jamar (Lafayette, IN 47903

USA) para cuantificar la fuerza de la pinza de la mano.

3.6 BIOPSIA MUSCULAR

Se realizé mediante técnica a cielo abierto, obteniéndose 2 muestras de tejido
muscular. Una de las muestras se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almacend a —802C para estudio de la cadena respiratoria. La muestra restante se
depositd en una gasa humedecida en un recipiente hermético y se trasladd al
laboratorio (< 2 horas) en una caja de porexpan con hielo picado. En el laboratorio se
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orientd el tejido y se practicaron bloques de 8-10mm de longitud por 4mm de
diametro aproximadamente y se procedié a su congelacién sumergiendo el bloque con
el espécimen en isopentano enfriado hasta —=1602 C con nitrégeno liquido durante 5
segundos. Una parte del tejido congelado se conservé de —20 a —302C hasta la
realizacion de estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos; y otra parte se
almacend en congelador (—702C a —-90°C) para posibles estudios posteriores
bioquimicos y genéticos. Asimismo, de la muestra muscular en el momento de su
recepcion, se tomd un minimo fragmento para posible estudio posterior

ultraestructural, previa fijacion en glutaraldehido.

Técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas.-

1. Técnicas histoquimicas para el estudio rutinario de estructuras de la fibra
muscular (Hematoxilina-Eosina; Tricrémico modificado de Gomori; Acido periédico de

Schiff (PAS); Qil-red O (ORO); y Rojo de Alizerina).

2. Técnicas histoquimicas enzimaticas, con enzimas oxidativos, para el estudio de
mitocondrias (NADH; SDH (Succino deshidrogenasa); COX (Citocromo C oxidasa); y

Menadiona-alfa-Glicerofosfato-Deshidrogenasa).

3. Técnicas histoquimicas enzimaticas, con hidrolasas, para el estudio de
miofibrillas, con identificacion de tipos de fibras (ATPasa Miosinica (Adenosin

trifosfatasa) a los siguientes ph =9, 4, 4.6 y 4.3).

4. Técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos (Ubicuitina, para los

proteosomas (estructura celular); ai-Laminina, para la lamina basal (vasos);
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Mioglobina, para el citosol (estructura celular); y Desmina, para la membrana

plasmatica).

Los resultados se cuantificaron por método semicuantitativo con microscopio
Optico y se compararon con las descripciones de andlisis cuantitativo de biopsias
musculares realizadas a voluntarios sanos por Sandstedt y colaboradores®. Se tuvieron

en cuenta los siguientes hallazgos:

e Ndcleos internos: se consideré como fuera del rango normal la presencia de
mas de 3 por campo.

e Fibras atroficas: se consider6 como anormal la presencia de mas de 4 por
campo.

e Fibras hipertréficas: se consideré como anormal la presencia de mas de 4 por
campo.

e Tipo de fibras: se consideré como anormal la presencia de una area de fibras
tipo Il tres veces superior a la del drea de fibras tipo I.

e Agrupacion de fibras: su presencia se considerd patoldgica.

e Fibras en anillo: su presencia se consideré patoldgica.

e Irregularidad en el patron de enzimas oxidativos: su presencia se considerd
patoldgica.

e Infiltracién adiposa: su presencia se consideré patoldgica.

e Ragged Red Fibers (RRF): su presencia se considerd patoldgica, siendo esto
sugestivo de patologia mitocondrial en individuos menores de 65 afios.

e Infiltrado inflamatorio: su presencia se consideré patoldgica.
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3.7 ESTUDIO DE LA CADENA RESPIRATORIA. SISTEMA DE
FOSFORILACION OXIDATIVA (OXPHOS)

La cadena respiratoria (Figura 3.2) estd constituida por cinco complejos
enzimdaticos multiheteroméricos, localizados en la membrana interna mitocondrial, y
dos moléculas que actian como nexos de unién (la coenzima Qy el citocromo C). Los
tres primeros complejos (complejo |, 1l, 1ll) actian como transportadores electrénicos.
El complejo IV utiliza los electrones que recibe para reducir el O, a agua (H;0). El
complejo V es la ATP sintasa, encargada de la sintesis de ATP. Ademas, para el perfecto
funcionamiento del sistema son necesarios tres enzimas mas: la dihidroorotato CoQ
oxidorreductasa (DHO-CoQO), la flavoproteina transportadora de electrones CoQ
oxidorreductasa (ETF-CoQQO) y el translocador de nucleétidos de adenina (ANT),
encargado de exportar al exterior el ATP sintetizado, a la vez que introduce en la

matriz el ADP y el Pi.

La actividad de los enzimas mitocondriales se determinaron en homogenados de
las muestras musculares en tampdén de homogeneizacién segin métodos
espectrofotométricos previamente descritos®® 21 92 93,94 (3ctividad Complejos | +III (EC
1.6.2.1); actividad Complejos Il +llI; actividad Complejo Il (SQ y SP); actividad Complejo
lll (Citocromo C- coenzima Q oxidoreductasa); actividad Complejo IV (Citocromo C

oxidasa (EC 1.9.3.1)); actividad Citrato sintasa (EC 4.1.3.7).

77



METODOS

SISTEMA OXPHOS

Fumarate

Succinate

NADH +H* NAD+2H"

Figura 3.2. Representacion esquemdtica del sistema OXPHOS
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3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se llevd a cabo un anadlisis descriptivo de las caracteristicas demograficas y
clinicas, de la serie de pacientes con FQ. Asi mismo, se describieron las caracteristicas
fisioldgicas de la prueba de esfuerzo cardiopulmonar, la electromiografia, la biopsia
muscular, datos de cadena respiratoria y actividad fisica. De este modo, para las
variables cualitativas se calcularon las frecuencias absolutas y sus correspondientes
porcentajes. Las variables cuantitativas que seguian una distribucién normal fueron
descritas mediante medias y desviaciones estandar; mientras que aquellas variables
cuantitativas que no siguieran una distribucién normal fueron descritas mediante la
mediana y los percentiles 25-75. Se estratificaron los datos segln gravedad del
genotipo, grado de limitacién al flujo aéreo y patréon de limitacion en la prueba de
esfuerzo. Se compararon los resultados de la prueba de esfuerzo, la electromiografia,
la biopsia muscular, cadena respiratoria y actividad fisica segun estos estratos. Para
ello se aplicéd el test de la t de Student para grupos independientes (U de Mann-
Whitney, en caso de que las variables no siguieran una distribucién normal) cuando la
variable resultado era cuantitativa. Cuando la variable resultado era cualitativa se
utilizé la prueba de Chi-cuadrado (X?) o el test exacto de Fisher cuando alguno de los
efectivos esperados era menor de 5. Asi mismo, se llevaron a cabo estudios de
correlacién entre las variables continuas del test de capacidad de ejercicio y el grado
de limitacién al flujo aéreo utilizando la prueba de correlacion de Spearman. Los
resultados se consideraron estadisticamente significativos si p<0.05. Los analisis se
realizaron con el paquete estadistico STATA 12.1 (Stata Comp, College station, TX,

USA).
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4. RESULTADOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron un total de 44 pacientes adultos con FQ (31 (70.5%) hombres y 13

(29.5%) mujeres), con una mediana de edad de 28.5 afios (p25-75=24-36.5). La edad

de diagnodstico de la enfermedad fue de 5 afios (p25-75=1-22), con unos valores en la

prueba del sudor de 100 mEqg/L de ion ClI" (p25-75=85-110). La mitad de los pacientes

tenian un genotipo leve (n=22) y la otra mitad un genotipo grave (n=22). La tabla 4.1

muestra sus caracteristicas basales, en la totalidad de los pacientes y en funcion del

genotipo.

Tabla 4.1. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio

Variable Total* Genotipo leve Genotipo grave p
(n=44) (n=22) (n=22)

Edad (afios) 28.5 (24-36.5) 36 (27-42) 25.5 (24-31) 0.005
Sexo (% hombres) 31 (70.5) 15 (68.2) 16 (72.7) 0.741
Talla (cm) 170.5 (160-177.5) 172 (160-180) 168.5 (160-177)  0.366
Peso (kg) 67 (56-73) 71.5 (66-78) 61.5 (51-68) 0.003
IMC (kg/m?) 22.4(20.3-25.2) 23.9 (21.6-27.4) 21.6 (19.5-22.8) 0.008
Edad de diagnéstico (afos) 5(1-22) 22 (12-32) 1(1-5) <0.001
Prueba del sudor (mEq/L ion CI) 100 (85-110) 93.5 (74-100) 109 (100-118) 0.002
Insuficiencia pancreatica (%) 28 (63.6) 6(27.3) 22 (100) <0.001
Bronquiectasias (%) 41 (93.2) 19 (86.4) 22 (100) 0.073
Colonizacion (%) 39 (88.6) 18 (81.8) 21 (95.5) 0.345
FVC (% predicho) 76 (65.5-91) 84.5 (70-99) 69.5 (64-78) 0.019
FEV1 (% predicho) 63 (48.5-90) 88 (49-99) 56.5 (46-66) 0.013
Nivel de actividad fisica alto (%) 26 (68.4) 13 (68.4) 13 (68.4) 0.999
Nivel de actividad fisica moderado (%) 12 (31.6) 6 (31.6) 6 (31.6) 0.999

Los datos se presentan como n (%) o mediana (p25-p75).
*Algunas variables tienen valores perdidos: 6 en nivel de actividad fisica.
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No habian diferencias estadisticamente significativas en relacién al sexo
(p=0.741) y la talla (p=0.366), pero si en cuanto al peso (p=0.003) y el indice de masa
corporal (IMC) (p=0.008), con valores normales pero menores en los pacientes con
genotipo grave. Los pacientes con genotipos graves eran significativamente mas
jévenes que los que tenian genotipos leves (p=0.005), con una edad de diagndstico
significativamente menor (p<0.001) y valores mayores en la prueba del sudor
(p=0.002). Asimismo, todos estos pacientes tenian insuficiencia pancreatica, mientras
que en los que tenian genotipo leve ésta sélo estaba presente en el 27.3% de los casos
(p<0.001). Respecto a la presencia de bronquiectasias y/o colonizacidon microbioldgica
de la via aérea, no habian diferencias significativas (p=0.073 y p=0.345
respectivamente). Los pacientes con genotipo grave tenian valores significativamente
menores de FVC (p=0.019) y FEV1 (p=0.013) que los pacientes con genotipo leve
(figura 4.1). Por ultimo, todos los pacientes, independientemente de su genotipo,

tenian un nivel de actividad fisica moderado o alto.
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Figura 4.1. FVCy FEV1 (% del tedrico) de los pacientes en funcion de su genotipo
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4.2 ERGOMETRIA RESPIRATORIA

La ergometria respiratoria pudo realizarse a 40 (90.9%) de los pacientes incluidos
en el estudio. Todos realizaron un esfuerzo maximo, presentando un RER alto al final
del ejercicio (p25-75=1.2-1.3) y niveles de lactatos altos a los 2 minutos de finalizar el
mismo (p25-75=6-9.2). La tabla 4.2 muestra los valores de los principales pardmetros
obtenidos, agrupando a los pacientes en funcidn del grado de obstruccién en las PFR.
La capacidad funcional de ejercicio estaba disminuida en 21 (87.5%) pacientes con
obstruccién moderada o grave, con una mediana de 67% (p25-75=56.5-76.5), y en 8
(50%) pacientes sin obstruccidon u obstruccion leve, con una mediana de 85.5% (p25-
75=73.5-92), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.005) (figura

4.2).

120
|

p=0.005

. -
S i
-
Qo
@
o
O
Q A °

Normal/Obstruccion Leve Obstruccion Moderada/Grave

Figura 4.2. Capacidad funcional de los pacientes en funcion del grado de obstruccion en las PFR
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Tabla 4.2. Valores ergométricos en funcion del grado de obstruccion en las PFR

Obstruccion

Total Sin obstruccién o leve
Variable moderada/grave p
(n=40) (n=16)
(n=24)
VO, (mL/min) 1684 (1276.5-2303.5) 2229 (1704.5-2561.5) 1509.5 (1181.5-1946) 0.009
VO, (mL/Kg/min) 26.4 (22.1-33.2) 30.4 (23.1-36.3) 25.15 (21.4-30.8) 0.199
AT (mL/min) 1017 (780-1234) 1119 (918.5-1380) 875 (710-1050) 0.027
Watts (W) 136.0 (111.5-203) 190 (142-236) 119.5 (97.5-148.5) 0.001
AVO,/AWR 8.9 (7.7-9.6) 8.6 (8-9.4) 8.9 (7.7-9.6) 0.676
HR en VO,max (lpm) 162.5 (157-171.5) 168 (155.5-175) 161 (157.5-166) 0.307
Reserva cardiaca (%) 14.5 (10-18) 11 (7-14) 16 (12.5-20) 0.014
VO:/HR (%) 85 (72-96.5) 92.5 (85-103.5) 78.5 (69.5-92.5) 0.028
Reserva respiratoria (%) 29 (12.5-45) 16 (3.5-32) 45 (29.5-51) <0.001
Vt/IC (%) 61.5 (53-70) 65.5 (60.5-75.5) 57.5 (51.5-66) 0.103
VE/VCO:; (Slope) 28.2 (24-31) 29 (23-31.8) 26.6 (24-31) 0.952
VEmax 68 (48-85) 84 (75-93) 55 (45-69) 0.010
VE/VO; en VO2max 37 (33-40.5) 36 (33.5-40) 38 (33-41.5) 0.406
VE/VO; en AT 30 (28-34) 28 (26.5-29) 33 (30-36) <0.001
VE/VCO; en VO,max 31 (28-35) 30 (28-33.5) 32.5(27.5-35) 0.250
VE/VCO, en AT 30(27-35) 28.5(25.5-31) 33 (29-37) 0.002
PETCO, 41.5 (38-44.5) 41 (37-44) 42.5 (38-44.5) 0.515
RER VO,max 1.2 (1.2-1.3) 1.3 (1.2-1.4) 1.2 (1.2-1.3) 0.103
RER recuperacion 1.7 (1.5-1.8) 1.7 (1.6-1.9) 1.6 (1.5-1.7) 0.028
Lactatos (mmol/L) 7.2 (6-9.2) 7.9 (6-10.9) 6.8 (5.9-9) 0.502
Capacidad funcional (%) 75.5 (62.9-86.4) 85.5 (73.5-92) 67 (56.5-76.5) 0.005
Umbral anaerdbico (%) 41 (33-50) 43.5 (40-48.5) 38 (31.5-50) 0.092

Los datos se presentan como mediana (p25-p75).

Encontramos diferencias significativas en el VO, (p=0.009) que desaparecian al
ajustarlo por el peso del paciente (p=0.199), con un umbral anaerébico disminuido de
forma similar en ambos grupos (p=0.092). La mayoria de los parametros ventilatorios

(VO2/HR, reserva respiratoria, VEmax, VE/VO, y VE/VCO; en AT y RER recuperacion)
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estaban significativamente mas afectados en el grupo de pacientes con obstruccién
moderada/grave. Sin embargo, la principal causa de la disminucién de la capacidad de
esfuerzo no fue ventilatoria en el 43.8% de los pacientes sin obstruccion o con
obstruccion leve y en el 25% de los pacientes con obstruccién moderada o grave. El
patron que presentaron estos pacientes fue compatible con una miopatia leve,

caracterizado por:

e Reserva cardiaca agotada
e Reserva respiratoria no agotada
e Pulso de oxigeno (VO2/HR) disminuido o en algunos casos normal, con la

pendiente habitualmente desviada a la derecha (figura 4.3)

02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
V02

Figura 4.3. Pendiente del pulso de oxigeno desviada a la derecha

e Pendiente de la frecuencia cardiaca (HR) desviada a la izquierda (figura 4.4)
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Figura 4.4. Pendiente de la frecuencia cardiaca desviada a la izquierda
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e Umbral anaerdbico disminuido

e RER normal con patrén irregular (figura 4.5)

i AT
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (Mitadde 5en 7)

Figura 4.5. RER con patron irregular

La tabla 4.3 muestra los valores de los principales pardmetros obtenidos
agrupando los pacientes en funcién del genotipo. Objetivamos que la capacidad
funcional de ejercicio estaba disminuida en 16 (72.73%) pacientes del grupo con
genotipo leve, con una mediana de 76.5% (p25-75=67-86), y en 13 pacientes del grupo
con genotipo grave (72.22%), con una mediana de 67% (p25-75=58-87), en esta ocasion
sin diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0.277). Hubo
diferencias significativas en la reserva cardiaca (p<0.001) y en la reserva respiratoria
(p=0.022), en consonancia con la diferente afectacién funcional respiratoria que
encontramos en funcién de la gravedad del genotipo. La principal causa de la
disminucion de la capacidad de esfuerzo fue nuevamente la disfuncién muscular
periférica en el 40.9% de los pacientes con genotipo leve y en el 22.2% de los pacientes

con genotipo grave.
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Tabla 4.3. Valores ergométricos de los pacientes en funcion de la gravedad del genotipo

Variable Total (n=40) Genotipo leve (n=22) Genotipo grave (n=18) P
VO, (mL/min) 1684 (1276.5-2303.5) 1946 (1314-2233) 1577 (1158-2374) 0.384
VO, (mL/Kg/min) 26.4 (22.1-33.2) 26.4 (20.3-32.5) 26.7 (23.2-37.5) 0.550
AT (mL/min) 1017 (780-1234) 1042 (794-1234) 910 (710-1120) 0.314
Watts (W) 136 (111.5-203) 150 (124-197) 120 (99-205) 0.216
AVO,/AWR 8.9 (7.7-9.6) 8.56 (8-9.8) 8.9 (7.7-9.2) 0.695
HR en VO,max (lpm) 162.5 (157-171.5) 167 (157-176) 161 (157-164) 0.174
Reserva cardiaca (%) 14.5 (10-18) 11 (8-15) 17.5 (15-20) <0.001
VO,/HR (%) 85 (72-96.5) 86 (74-96) 79.5 (70-100) 0.913
Reserva respiratoria (%) 29 (12.5-45) 41 (19-49) 19 (4-30) 0.022
Vt/IC (%) 61.5 (53-70) 64 (57-74) 58.5 (52-66) 0.289
VE/VCO, (Slope) 28.2 (24-31) 25 (23-29) 31 (25-33) 0.008
VEmax 68 (48-85) 75.6 (45.5-89) 62 (48-84) 0.553
VE/VO, en VO2max 37 (33-40.5) 36 (32-40) 38.5 (35-43) 0.120
VE/VO; en AT 30 (28-34) 29 (27-31) 32 (29-35) 0.105
VE/VCO; en VO,max 31 (28-35) 30(27-32) 34 (30-36) 0.016
VE/VCO; en AT 30 (27-35) 29 (26-32) 31 (29-37) 0.051
PETCO; 41.5 (38-44.5) 43 (41-47) 40 (37-43) 0.083
RER VO,max 1.2 (1.2-1.3) 1.3 (1.2-1.3) 1.2 (1.2-1.3) 0.142
RER recuperacion 1.7(1.5-1.8) 1.7 (1.5-1.9) 1.6 (1.5-1.7) 0.089
Lactatos (mmol/L) 7.2 (6-9.2) 7.3(6.1-9.4) 7.2 (5.3-9) 0.429
Capacidad funcional (%) 75.5 (62.9-86.4) 76.5 (67-86) 67 (58-87) 0.277
Umbral anaerdbico (%) 41 (33-50) 42.5 (36-50) 38 (32-47) 0.301

Los datos se presentan como mediana (p25-p75).
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4.3 ELECTROMIOGRAFIA

La electromiografia pudo realizarse a 31 (70.5%) de los pacientes incluidos en el
estudio. Todos los valores obtenidos estuvieron dentro de los rangos de referencia.
Agrupando a los pacientes en funcién de sus PFR, la desviacidn del valor medio de la
duracién de las unidades motoras analizadas, en porcentaje, fue de 2 (p25-75=-8-8) en
el grupo sin obstruccidon o leve, y de -4 (p25-75=-9-3) en el grupo con obstrucciéon
moderada o grave, sin que hubiera diferencias estadisticamente significativas
(p=0.371). Haciendo la agrupacion por genotipo, este valor fue de 2 (p25-75=-7-8) en el
grupo con genotipos leves, y de -4 (p25-75=-14-3) en el grupo con genotipos graves,

igualmente sin que hubiera diferencias estadisticamente significativas (p=0.114).

4.4 EXAMEN NEUROMUSCULAR

El examen neuromuscular se realizé a los 44 (100%) pacientes incluidos en el
estudio. Mostré que el tono, el volumen y la fuerza muscular en los musculos
examinados estaban dentro de la normalidad en todos ellos. En tres de los pacientes,
observamos un musculo con fuerza muscular 4 (normal 5 en la escala MRC). En la
dinamometria el valor medio de la fuerza de la flexion de la mano era de 28.3 kg (SD
5.1, rango 22-38), valores cuantitativos similares a los observados en la poblacién
control sana ajustada por edad y sexo. No observamos atrofia muscular,
fasciculaciones, miotonia, mioquimias o contracturas. No observamos alteraciones en
la diferentes modalidades de las sensibilidad (sensibilidad tactil, vibratoria, de presién,
posicion articular, térmica y dolorosa) ni tampoco de los reflejos musculares

profundos.
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4.5 BIOPSIA MUSCULAR

Se realizd biopsia muscular a los 44 (100%) pacientes incluidos en el estudio,
obteniéndose el porcentaje de pacientes con hallazgos patolégicos en los diferentes

aspectos anatomopatoldgicos analizados:

e Nducleos internos: se obtuvo un resultado anormal en 9 (20.5%) pacientes

(figura 4.6).

Figura 4.6. Biopsia muscular con presencia de ntcleos internos (tincion Hematoxilina-Eosina, x20 aumentos)

e Fibras atrdficas: se obtuvo un resultado anormal en 4 (9.1%) pacientes.
e Fibras hipertroficas: se obtuvo un resultado anormal en 15 (34.1%) pacientes

(figura 4.7).

Figura 4.7. Biopsia muscular con fibras hipertrdficas (tincion Hematoxilina-Eosina, x40 aumentos)
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e Tipo de fibras: se obtuvo un resultado anormal en 14 (31.8%) pacientes.
e Agrupacion de fibras: se observé en 9 (20.5%) pacientes.

e Fibras en anillo: fueron observadas en 1 (2.3%) paciente (figura 4.8).

Figura 4.8. Biopsia muscular con fibras en anillo (tincion con Hematoxilina-Eosina, x40 aumentos)

e Irregularidad en el patron de enzimas oxidativos: se observé en 25 (56.8%)

pacientes (figura 4.9).

Figura 4.9. Biopsia muscular con fibras hipertrdficas con baja actividad oxidativa y
patron interno irregular (tincion con NADH, x20 aumentos)

e Infiltracién adiposa: se observé en 4 (9.1%) pacientes.

e Ragged Red Fibers (RRF): no se observaron en ningun paciente.
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e Infiltrado inflamatorio: se observé en 1 (2.3%) paciente (figura 4.10).

Figura 4.10. Biopsia muscular con infiltrado inflamatorio (tincion con Hematoxilina-Eosina, x40 aumentos)

Las tablas 4.4 y 4.5 muestran estos valores agrupando los pacientes en funcidon
del grado de obstruccién en las PFR y en funcién del genotipo, respectivamente. El
Unico resultado estadisticamente significativo fue en relacién al nimero de nucleos
internos en funcién del genotipo, teniendo un genotipo leve todos los pacientes con

un resultado anormal en esta variable (p=0.001).
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Tabla 4.4. Valores del estudio anatomopatoldgico de las biopsias musculares de los pacientes
en funcidn del grado de obstruccion en las PFR

Sin obstruccion Obstruccion
Total
Variable o leve moderada/grave p
(n=44)
(n=18) (n=26)
Nucleos internos (% anormales) 9 (20.5) 5(27.8) 4 (15.4) 0.451
Fibras atroficas (% anormales) 4(9.1) 2 (11.1) 2(7.7) 0.999
Fibras hipertroéficas (% anormales) 15 (34.1) 7 (38.9) 8 (30.8) 0.576
Tipo de fibras (% anormales) 14 (31.8) 6 (33.3) 8(30.8) 0.858
Agrupacion de fibras (% anormales) 9 (20.5) 5(27.8) 4 (15.4) 0.316
Fibras en anillo (% anormales) 1(2.3) 1(5.6 0(0.0) 0.409
Irreg. en el patron de enz. oxid (% anormales) 25 (56.8) 10 (55.6) 15 (57.7) 0.888
Infiltracion adiposa (% anormales) 4(9.1) 3(16.7) 1(3.9) 0.289
RRF (% anormales) - - - -
Infiltrado inflamatorio (% anormales) 1(2.3) 1(5.6) 0(0.0) 0.409

Los datos se presentan como n (%).

Tabla 4.5. Valores del estudio anatomopatoldgico de las biopsias musculares de los pacientes
en funcion del genotipo

Total Genotipo leve  Genotipo grave
Variable p

(n=44) (n=22) (n=22)
Nucleos internos (% anormales) 9 (20.5) 9 (40.9) 0(0.0) 0.001
Fibras atroficas (% anormales) 4(9.1) 4 (18.2) 0(0.0) 0.108
Fibras hipertréficas (% anormales) 15 (34.1) 7 (31.8) 8 (36.4) 0.750
Tipo de fibras (% anormales) 14 (31.8) 6 (27.3) 8(36.4) 0.517
Agrupacion de fibras (% anormales) 9 (20.5) 5(22.7) 4 (18.2) 0.721
Fibras en anillo (% anormales) 1(2.3) 1(4.6) 0(0.0) 0.185
Irreg. en el patrdn de enz. oxid (% anormales) 25 (56.8) 15 (68.2) 10 (45.5) 0.128
Infiltracion adiposa (% anormales) 4(9.1) 3(13.6) 1(4.6) 0.607
RRF (% anormales) - - - -
Infiltrado inflamatorio (% anormales) 1(2.3) 1(4.6) 0(0.0) 0.999

Los datos se presentan como n (%).
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4.6 ESTUDIO DE LA CADENA RESPIRATORIA

El estudio de la cadena respiratoria pudo realizarse a 43 (97.7%) de los pacientes

incluidos en el estudio. Las tablas 4.6 y 4.7 muestran los valores obtenidos agrupados

en funcién del grado de obstruccion al flujo aéreo y en funcién del genotipo,

respectivamente.

Tabla 4.6. Valores de la cadena respiratoria en funcion del grado de obstruccion en las PFR

Sin obstruccion o leve

Obstruccion

Variable Total (n=43) moderada/grave p
(n=22)
(n=21)
CI+l1l / mg prot 23.3(18.9-29.2) 22.3(18.8-23.7) 25.3 (20.5-29.9) 0.121
SQ / mg prot 5.9 (4.6-6.9) 5.9 (4.4-6.8) 5.9 (4.6-6.9) 0.926
SP / mg prot 11.1(8.4-17.2) 10.2 (7.9-13.5) 15.5 (8.9-19.3) 0.150
ClI+1Il / mg prot 14.9 (9-17.2) 13.5 (9-16.9) 15.5 (7.9-17.8) 0.491
COX / mg prot 135.8 (115.4-170.8) 134 (97.6-165.3) 135.8 (124.1-175.9)  0.260
CS / mg prot 156.6 (115.9-200.9) 151.3 (115.9-200) 156.6 (116.2-200.9) 0.902
Cl+lll / CS 152.6 (100.8-248.2) 143.3 (98-227.2) 175.9 (113.8-268.3) 0.290
sQ/cs 30.4 (23.8-38.2) 33.9(26.7-41.5) 29.3(23-36.2) 0.364
SP/CS 83.3(39.6-126.7) 69.9 (39.8-126.8) 95.2 (37.6-126.6) 0.922
Cli+lll / CS 82.2 (58.2-96.3) 77.1(61.4-92.7) 88.2 (53.6-98) 0.491
COX/ CS 750.2 (548.4-1115.6) 771.6 (552.2-1090.5) 750.2 (548.4-1115.6)  0.980

CI+lll: actividad complejos I+1ll; SQ y SP: actividad complejo Il; ClI+lll: actividad complejos [I+lll;
COX: actividad complejo IV (citocromo c oxidasa); CS: citrato sintasa.
Los datos se presentan como mediana (p25-p75).
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Tabla 4.7. Valores de la cadena respiratoria en funcion de la gravedad del genotipo

Genotipo leve (n=22)

Genotipo grave (n=21)

Variable Todos P
(media * DE) (media * DE)
CI+l1l / mg prot 23.3(18.9-29.2) 23.4 (19.7-29.9) 22.1(18.9-28.1) 0.544
sQ / mg prot 5.9 (4.6-6.9) 5.8 (5.2-6.6) 6.1(3.7-6.9) 0.836
SP / mg prot 11.1(8.4-17.2) 11.4 (9.1-16.3) 10.7 (8.1-17.8) 0.908
ClI+IIl / mg prot 14.9 (9.0-17.2) 14.2 (5.0-15.8) 15.4 (11.1-18.2) 0.184
COX / mg prot 135.8 (115.4-170.8)  146.5 (107.7-174.1) 130.7 (116.6-164.8)  0.667
CS / mg prot 156.6 (115.9-200.9) 157.1 (92.9-190.5) 141.8 (116.2-210.5)  0.343
Cl+lll / CS 152.6 (100.8-248.2) 189.6 (117.4-268.3) 142.3 (97.5-197.9) 0.138
sQ/cs 30.4 (23.8-38.2) 32.6 (26.7-37.1) 28.9(21.4-39.3) 0.438
SP/CS 83.3(39.6-126.7) 81.6 (39.8-126.8) 83.8(39.4-117.8) 0.962
Cli+lil / €S 82.2(58.2-96.3) 76.4 (52.9-94.4) 88.6 (68.9-96.3) 0.285
COX /cs 750.2 (548.4-1115.6) 786.4 (552.2-1090.8)  750.2 (548.4-1253.4)  0.941

Cl+lll: actividad complejos I+lll; SQ y SP: actividad complejo II; Cll+lll: actividad complejos IlI+ll;
COX: actividad complejo IV (citocromo c oxidasa); CS: citrato sintasa.
Los datos se presentan como mediana (p25-p75).

No hubo diferencias estadisticamente significativas de estos valores, tanto en

funcién del grado de obstruccién en las PFR como del genotipo.
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4.7 OTROS RESULTADOS

Para completar el estudio estadistico, decidimos cruzar los datos de las
diferentes exploraciones realizadas a los pacientes. La tabla 4.8 muestra los valores
obtenidos agrupando los pacientes en funcion del patrén de limitacidon que tenian en
la prueba de esfuerzo, compardndolos ademas con los que tenian un resultado normal
en esta prueba. Objetivamos, como era presumible, diferencias significativas en los
valores de las PFR cuando comparamos el grupo en los que este patrén era ventilatorio
tanto con el grupo con patrén periférico/mixto como con el grupo con ergometria
normal. Encontramos también diferencias significativas en los valores de SQ/CS
cuando comparamos el grupo con patrén de limitacion periférico/mixto tanto con el
grupo con patréon de limitacién ventilatorio (p=0.038) como con el grupo con prueba
de esfuerzo normal (p=0.021). Se hallaron también diferencias significativas en cuanto
al porcentaje de pacientes con un resultado anormal en relacién a la presencia de
fibras hipertréficas en la anatomia patolégica de la biopsia muscular, entre el grupo
con prueba de esfuerzo normal y el grupo con patrén de limitacion periférico/mixto
(p=0.033), sin que hubiera diferencias significativas en el nivel de actividad fisica
(p=0.173), hecho que podria haber explicado este resultado. Para profundizar mas en
este resultado, se compararon igualmente los valores de PFR, genotipo, prueba de
esfuerzo, anatomia patoldgica y cadena respiratoria en funcion del nivel de actividad

fisica, sin que se encontrara ninguna diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 4.8. Valores de PFR, genotipo, anatomia patoldgica, cadena respiratoria y actividad fisica
en funcidn del patron de limitacion en la prueba de esfuerzo

NORMAL VENTILATORIO PERIFERICO/MIXTO
Variable Total (n=40) pl p2 p3
(n=11) (n=16) (n=13)
FVC (% predicho) 73.5 (64.5-91) 91 (80-105) 63.5 (55-68) 82 (70-99) <0.001 0.077  <0.001
FEV1 (% predicho) 63 (47.5-90.5) 90 (70-104) 45 (33-55) 74 (56-96) <0.001  0.192  <0.001
Genotipo (% graves) 18 (45.0) 4 (36.4) 10 (62.5) 4 (30.8) 0.182  0.999 0.089
Nucleos internos (% anormales) 9(22.5) 3(27.7) 3(18.8) 3(23.1) 0.662 0.999 0.999
Fibras atréficas (% anormales) 4 (10.0) 0(0.0) 2 (12.5) 2 (15.4) 0499  0.482 0.999
Fibras hipertréficas (% anormales) 12 (30.0) 5 (45.5) 6(37.5) 1(7.7) 0.710 0.033 0.093
Tipo de fibras (% anormales) 12 (30.0) 5 (45.5) 5(21.3) 2 (15.4) 0.687 0.182 0.410
Agrupacién de fibras (% anormales) 9(22.5) 3(27.3) 3(18.8) 3(23.1) 0.662  0.999 0.999
Fibras en anillo (% anormales) 9 (22.5) 5 (45.5) 2 (12.5) 2 (15.4) 0.084 0.182 0.999
Irregularidad en el patrén de enz oxid
23 (57.5) 8(72.7) 10 (62.5) 5(38.5) 0.692 0.093 0.198
(% anormales)
Infiltracion adiposa (% anormales) 4 (10.0) 1(9.1) 1(6.3) 2 (15.4) 0.999 0.999 0.573
RRF (% anormales) - - - - - - -
Infiltrado inflamatorio (% anormales) 1(2.5) 0(0.0) 0(0.0) 1(7.7) - 0.999 0.448
234 221 24.5 24.6
CI+lll / mg prot 0.126 0.110 0.999
(19.7-29.4) (15.5-23.7) (21-31.7) (20.7-30.3)
5.9 4.7 6.5 5.8
SQ / mg prot 0.278 0.448 0.879
(4.8-6.8) (2.2-6.6) (4.3-6.9) (5-6.8)
12.3 9.5 17.2 9.9
SP / mg prot 0.104 0.750 0.070
(8.6-17.8) (7.5-11.4) (13.2-19.4) (8.1-16)
14.9 11.8 15.4 15.1
Cli+lll / mg prot 0.542 0.553 0.922
(9-17.2) (3.2-17.2) (5.9-18.2) (11.2-16.6)
133.2 139 133 130.7
COX / mg prot 0.670 0.621 0.854
(116-171.5) (85.1-172.3) (123.6-167.7) (110.4-175.9)
157.6 164.3 161.2 148
CS / mg prot 0.622 0.951 0.816
(115.9-200.9) (85.5-242.7) (116.5-205.1) (121.9-195.2)
175 139.3 175.4 197.9
Cl+lll / CS 0.657 0.424 0.486
(100.8-254.5) (95.7-282.6) (100.8-247.7) (118-258.2)
30.7 26.8 26.8 36.2
sQ/cs 0.891 0.021 0.038
(24.5-37.1) (18.6-32.2) (21.4-35.7) (30.7-43.7)
90.5 70.3 95.2 90.5
SP/CS 0.950 0.741 0.827
(41.8-126.8) (39.4-137) (51.2-117.8) (41.8-138)
81.1 63.1 86.5 84.5
Cli+lll / CS 0.542 0.147 0.407
(58.2-96.3) (42.1-102.1) (43.2-94.8) (73.4-115.2)
750.2 600.7 730.7 1103.1
COX /s 0.882 0.157 0.078
(548.4-1115.6)  (477.7-887.3)  (511.2-1047.2) (560.6-1370.8)
3840 6132 2837.3 2917.5
Actividad fisica total (METS) 0.295 0.173 0.703
(2260.5-7066) (3900-7266) (1932.5-8693.5) (2373-5785)
Nivel de actividad fisica moderado (%) 12 (33.3) 1(9.1) 5(41.7) 6 (46.1) 0.155 0.078 0.999
Nivel de actividad fisica alto (%) 24 (66.7) 10 (90.9) 7 (58.3) 7 (53.9) 0.155 0.078 0.999

pl: Normal vs Ventilatorio; p2= Normal vs Periférico/Mixto; p3=Ventilatorio vs Periférico/Mixto
Los datos se presentan como n (%) o mediana (p25-p75)
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Por otra parte, analizamos especificamente los datos de las diferentes pruebas
realizadas agrupando a los pacientes en funcidn de si los hallazgos anatomopatolégicos
gue se obtuvieron en la biopsia muscular eran normales o no, con los siguientes

resultados a destacar:

e Nducleos internos (n= 35 normal; 9 no normal): en los pacientes con resultado
no normal observamos valores de SQ/mg proteina significativamente mayores

(p=0.026).

p=0.026
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e Fibras atroficas (n= 40 normal; 4 no normal): en los pacientes con resultado no
normal observamos valores de Cll+lll/mg proteina y  ClI+II/CS

significativamente menores (p=0.028 y p=0.035 respectivamente).
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Fibras hipertréficas (n= 29 normal; 15 no normal): en los pacientes con
resultado no normal observamos valores significativamente menores de
CI+I11/CS (p=0.028), SP/CS (p=0.008), ClI+IIl/CS (p=0.042) y COX/CS (p=0.008),
con una actividad fisica total significativamente mayor que el grupo con

resultado normal (p=0.033).
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e Tipo de fibras (n= 30 normal; 14 no normal): en los pacientes con resultado no

normal observamos valores significativamente menores de SP/CS (p=0.022),

ClI+11/CS (p=0.014) y COX/CS (p=0.007).
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e Agrupacién de fibras (n= 35 normal; 9 no normal): en los pacientes con

resultado no normal observamos valores significativamente menores de

COX/mg proteina (p=0.029), ClI+11/CS (p=0.038) y COX/CS (p=0.008).
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e Irregularidad en el patron de enzimas oxidativos (n= 19 normal; 25 no normal):

en los pacientes

con resultado no normal observamos valores

significativamente menores de COX/CS (p=0.021).
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Finalmente se hizo un estudio de correlacidon entre todas las variables

cuantitativas, destacando, entre las estadisticamente significativas, las halladas entre

VO2 vy los valores de SP/mg proteina (r=-0.458; p=0.019) y entre capacidad funcional y

los valores de SP/mg proteina (r=-0.423; p=0.032).

Capacidad funcional (%)

VO2 (mLKg/min)
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5. DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio confirman que en la mayoria de los pacientes
(72.5%), la tolerancia al ejercicio evaluada con las pruebas ergométricas estaba
reducida. El grado de disminucidn de la capacidad de esfuerzo fue independiente del
genotipo y directamente proporcional al grado de obstruccion en el flujo aéreo. En el
40.9% de los pacientes con genotipo leve, la principal causa de la intolerancia al
ejercicio no era ventilatoria, proporcién que en el subgrupo con genotipo grave
alcanzaba el 22.2%. El patron ergométrico que se observd en estos pacientes es
compatible con un patrén miopatico leve. El diagndstico diferencial en estos casos
debe hacerse con el decondicionamiento, el desentreno y la insuficiencia cardiaca leve.
Teniendo en cuenta que los pacientes no tenian clinica compatible con insuficiencia
cardiaca y que el estado de decondicidn o desentreno quedd descartado por el alto
nivel de actividad fisica que presentaban, estos datos apoyan la hipdtesis de que existe
una alteracién a nivel muscular en los pacientes con FQ. Hay que destacar ademas que
no puede descartarse por funcionalismo que pueda existir una miopatia subyacente en
los pacientes con afectacidn ventilatoria mds o menos grave, ya que las alteraciones de
los parametros que la sugieren no llegan a producirse porque el paciente acaba la

prueba antes por causa ventilatoria.

Todos los pacientes tenian un estado nutricional aceptable, con un examen
neuromuscular y EMG normales, y los valores del estudio de la cadena respiratoria
estaban dentro del rango de referencia obtenido previamente en poblacion sana. En el
estudio histolégico de las biopsias musculares se objetivaron algunos hallazgos

patoldgicos, sin relacion significativa con el genotipo o la funcidn pulmonar en ninguno
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de ellos, lo que hace pensar que no son debidos propiamente a la enfermedad. Cuando
se compararon los pacientes que tenian estos hallazgos con los que no los
presentaban, se observaron diferencias estadisticamente significativas en algunos
valores de la cadena respiratoria (sistema OXPHOS), que se correlacionaban con las
minimas alteraciones histoldgicas detectadas y sin evidencias de dafio mitocondrial. En
este sentido, son ejemplos los valores menores encontrados en los 4 pacientes (9%)
que tenian un porcentaje no normal de fibras atréficas y en los 14 pacientes (31.8%)
con una alteracion en el patrén normal de distribucién de los distintos tipos de fibras;
ya que tienen mayor cantidad de fibras tipo 2, que son menos oxidativas. Sin embargo,
son especialmente llamativas las diferencias halladas en los 15 pacientes (34%) que
tenian una cantidad anormal de fibras hipertréficas, con valores significativamente
menores en casi todos los complejos de la cadena respiratoria, cuando fueron
analizados en funcién de la cantidad de citrato sintasa (CS). Esto significa que, a pesar
de que globalmente es eficiente, su sistema OXPHOS es deficitario comparativamente
por unidad mitocondrial. Teniendo en cuenta que tenian una actividad fisica
significativamente mayor, sin diferencias en los resultados de la ergometria, sugiere
gue estos pacientes han requerido de un mecanismo hipertrofico compensador

inducido por el ejercicio fisico para mantener su capacidad funcional.

Otros dos aspectos a destacar son los hallazgos, en 9 pacientes (20.5%), de
agrupacion de fibras, con valores significativamente menores de Cll+l11/CS y COX/CS; v,
en 25 pacientes (56.8%), de irregularidad en el patrén de enzimas oxidativos, también
con valores significativamente menores de COX/CS. Si bien el primero sugiere una base

patoldgica neuropatica, los resultados normales en el examen neuromuscular y la EMG
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nos hacen descartar esta posibilidad. En cuanto al segundo, su significado es incierto
dado que los valores de la cadena respiratoria estdn todos dentro de los valores de

referencia en poblacién normal.

Los hallazgos clinicos y neurofisiolégicos descartan razonablemente miopatia
metabdlica, canalopatia muscular, enfermedad de la unién neuromuscular, de la
motoneurona o de nervio periférico. Algunos pacientes con sindrome de fatiga crénica
presentan hallazgos similares a los objetivados en nuestro estudio: clinica de fatiga
precoz con falta de resistencia al ejercicio, normalidad en las enzimas musculares, en el
balance muscular, en la EMG y en la biopsia muscular. Son necesarios mas estudios

para discernir si en FQ la causa de su fatiga es mixta, es decir, central y muscular.

Son varios los estudios que han sido realizados intentando dilucidar la causa de
la disminucion en la capacidad de esfuerzo de los pacientes con fibrosis quistica. En
una reciente publicacion®®, se hace una revision por bloques de los diferentes
mecanismos que han sido implicados, tanto mediante estudios in vitro como in vivo,
concluyendo que todos estos datos aportan evidencia suficiente que apoya la
existencia de una disfuncion mitocondrial, una alteracion en el metabolismo
mitocondrial y una alteracion en la capacidad oxidativa del musculo esquelético en los

pacientes con FQ.

Hay un primer grupo de estudios’? 7% 8296, 97,98 que demuestran la existencia de
limitaciones intrinsecas en el musculo esquelético, independientemente de la masa
muscular, la funcién pulmonar o el nivel de actividad fisica. De hecho, pacientes con
FQ que son atletas de competicion muestran una reduccion en la fuerza y potencia

muscular cuando son comparados con atletas aparentemente sanos®. La
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manifestacion de estas alteraciones se han relacionado estrechamente con la funcién
anormal del gen CFTR en el tejido muscular®® 1%, conduciendo a la existencia de un
canal CFTR disfuncional que produce una andmala respuesta a la polarizacién de la
membrana celular. En definitiva, la disfuncion del canal CFTR contribuye a un
transporte idnico alterado, lo que resulta en una reducciéon en la magnitud del

potencial de accion y una discapacidad en la funcién del misculo esquelético.

Algunos estudios®? 101 102, 103 han confirmado la existencia de una disfuncidn
mitocondrial en las células de los pacientes con FQ, tanto en su morfologia como en su
metabolismo energético. Junto a otros trabajos'® 19> 106 que describen la existencia de
otros contribuyentes, como alteraciones en la homeostasis del calcio y en la cadena
respiratoria, aportan fuertes evidencias de la existencia de una alteracion en el

metabolismo bioenergético en estos pacientes.

Por otra parte, en la literatura encontramos fuertes evidencias de una
disminucion de la capacidad oxidativa del musculo esquelético a nivel celular en los
pacientes con FQ. En este sentido, algunos grupos®® 1% han descrito menores
concentraciones de ATP en reposo, relacionando esto con una disfuncién de Ia
proteina CFTRY?. La importante reduccidon en la produccién de ATP durante el
ejercicio®? conduciria a un compromiso de la funcién muscular y contribuiria a la
intolerancia al ejercicio. La deplecién del ATP puede también afectar al ciclo apertura-
cierre y la estabilidad del canal CFTR1%% 199 Ademds, el complejo mitocondrial I, una
proteina clave de la cadena respiratoria involucrada en la sintesis del ATP, esta

regulada positivamente por la proteina CFTR y su expresién esta reducida en los
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pacientes con FQ03 104,110,111 pqor (jltimo, ha sido descrita una regulacion negativa de

la proteina mitocondrial CISD1, moduladora de la capacidad oxidativa de la célula'*?.

Se han utilizado diferentes métodos para evaluar la funcionalidad del
metabolismo mitocondrial in vivo. Uno de ellos es |la espectroscopia por resonancia
magnética con 3P (3!P-MRS por sus siglas en inglés), ampliamente utilizada en
diferentes poblaciones para estudiar la capacidad oxidativa del musculo esquelético
mediante la monitorizacion de la tasa de recuperacion tras el ejercicio de fosfocreatina
(PCr). En pacientes con FQ se han documentado alteraciones de esta tasa cuando han
sido comparados con controles®? 1%, Otro método que ha sido utilizado con el mismo
fin es la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS por sus siglas en inglés), con una
metodologia similar y con fuertes correlaciones con la 3!P-MRS'!3, permitiendo una
evaluacion amplia de la capacidad mitocondrial (una combinacién de funcién
mitocondrial y nimero de mitocondrias). En un estudio!* realizado con este método
se observo que los pacientes con FQ presentaban una reduccién del 15% en el
metabolismo oxidativo de su musculo esquelético en comparacion con controles
aparentemente sanos, sin que se pudiese diferenciar si era debida a una reduccién en
el nimero de mitocondrias y/o a una disfunciéon mitocondrial. Hay que tener en cuenta
que el aporte de oxigeno hacia la musculatura esquelética implicada en el ejercicio
podria verse alterado por problemas vasculares!®®, incluido a nivel microvascular!e,
pero se ha podido objetivar que la respuesta en reposo utilizando NIRS es similar, lo

que significa que las vasculopatias no afectan a este método de estudio®.

Sin embargo, también encontramos en la literatura estudios que afirman que la

capacidad oxidativa del musculo esquelético de los pacientes con FQ no esta alterada.
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En este sentido, algunos estudios!'” 118 119 realizados en poblacidn infantil y adulta con
enfermedad pulmonar leve o moderada, concluyen que estos pacientes tienen similar
funcién muscular que los controles sanos, tanto en metabolismo como en resistencia y
fatigabilidad. Por otra parte, hay estudios®? °% 1% en los que se ha podido observar que
la causa subyacente del menor rendimiento muscular es una masa muscular reducida,
mas que una disfuncién metabdlica. En estos casos, la menor contractilidad muscular
no persiste cuando se normaliza por el drea de la seccién transversal del musculo!”

120 En base a estos estudios, hay autores?!

que sugieren que son los pequefos déficits
cuantitativos (masa muscular), mas que los cualitativos (anormalidades intrinsecas del

musculo esquelético), los que producen una disminucién global de la capacidad de

esfuerzo en los pacientes con FQ.

Nuestro trabajo es el Unico centrado en el estudio anatomopatoldgico y de la
cadena respiratoria mediante la realizacidon de biopsias musculares, contribuyendo de
esta manera a ampliar el conocimiento de las posibles causas de la disminucién de la
capacidad de esfuerzo de los pacientes con FQ. Ademas, el estudio se ha realizado en
una poblacién adulta, con tiempos mayores de evolucion de la enfermedad e
incluyendo no solo pacientes con genotipos graves sino también aquellos formados
por mutaciones mas leves, que suelen acompafarse de un fenotipo pulmonar menos
grave y por ello son diagnosticados en la edad adulta. Considerar el impacto que tiene
la edad sobre la capacidad de esfuerzo de estos pacientes es importante, ya que los

114

resultados obtenidos en un estudio!!* orientan a una significativa relacién inversa

entre la edad y el metabolismo oxidativo del musculo esquelético en los pacientes con
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FQ, de manera que el metabolismo energético muscular se reduce en

aproximadamente un 2.5% por afio.

Hemos verificado nuevamente que estos pacientes tienen una disminucion de su
capacidad de esfuerzo y hemos objetivado algunos cambios en la histologia de su
musculo esquelético. Sin embargo, no hemos hallado datos que apoyen la existencia
de una disminucién de la capacidad oxidativa del musculo esquelético, secundaria a
una disfuncion mitocondrial, asi como tampoco hemos encontrado diferencias

histoldgicas y/o de la cadena respiratoria en funcién del genotipo.

Una posible limitacion de nuestro estudio es el tamafio de la muestra. A pesar de
contar con una unidad de referencia en FQ, en la que se controlan mds de 150 adultos,
la necesidad de realizar una biopsia muscular, y en menor medida una EMG,
condiciond considerablemente el reclutamiento de pacientes. Por otra parte, las
agudizaciones frecuentes propias de esta enfermedad, que a menudo desemboca en el
trasplante pulmonar, limitaron también la realizacién de las otras pruebas, sobre todo
la ergometria respiratoria. Otra limitacién es que no se recogié la medicacidén que
recibieron los pacientes los meses previos a la practica de la biopsia muscular,
teniendo en cuenta que hay tratamientos, como los corticoides, que pueden tener
efectos sobre el musculo. En el estudio se utilizd un cuestionario reconocido, validado
y auto administrable para conocer la actividad fisica que realizaban los pacientes pero
hay que contar con la posible limitacion de que la informacion que nos facilitaron
pudiera no ser del todo precisa. Otra posible limitacion podria ser la variabilidad
interobservador del estudio anatomopatolégico entre las dos patélogas que

participaron, si bien se llevaron a cabo las tinciones y técnicas histoquimicas e
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inmunohistoquimicas que fueron necesarias para tener un resultado lo mas objetivo

posible. Por ultimo, hay que tener en cuenta que con el estudio del sistema OXPHQOS,

se llevd a cabo una importante valoracién funcional mitocondrial pero esta, por si sola,

no pu

ede descartar la existencia de una disfuncién a ese nivel, y serian necesarios mas

estudios para descartarla completamente.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Como conclusiones:

Nuestro estudio confirma la existencia de una disminucién de la capacidad de
esfuerzo en pruebas de ergometria (capacidad funcional del 75.5%, p25-75=
62.9-86.4) en la mayoria (72.5%) de los pacientes adultos con FQ.

No hay correlacién entre la intolerancia al ejercicio y genotipo.

Ausencia de correlacién entre la intolerancia al ejercicio y fuerza
musculoesquelética medida con la escala del Medical Research Council.

El analisis cuantitativo e histoquimico de las biopsias musculares mostré
hallazgos que no se pueden atribuir como causa de la intolerancia al ejercicio
que presentan estos pacientes.

Las alteraciones en los estudios enzimaticos de la cadena respiratoria
mitocondrial son inespecificos y descartan la hipdtesis de disfuncion
mitocondrial sugerida en la década de los 90.

Son necesarios mas estudios a nivel celular para descartar la existencia de una
disfuncion mitocondrial en los pacientes con FQ y formular nuevas hipétesis,
como ha ocurrido en otras enfermedades que cursan con intolerancia al
ejercicio.
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