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RESUMEN

Antecedentes: La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es una
enfermedad rara con una prevalencia estimada de 1:20.000
nacidos vivos. Se caracteriza por una alteracién en el patrén de
motilidad de los cilios y flagelos que al provocar un déficit en el
aclaramiento mucociliar, causa infecciones e inflamacion cronica
de las vias aéreas. Un proceso inflamatorio ineficiente aumenta
la produccion de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (ERO
y ERN), lo que incrementa el riesgo de padecer distintas
enfermedades. En la DCP se ha demostrado que el estrés
oxidativo estd aumentado en el condensado de aire exhalado de
pacientes pedidtricos pero, hasta el momento, nunca se habia
determinado en el tejido afectado. Nuestra hipdtesis de partida
fue que los pacientes con DCP tienen un estado pro-oxidativo en

las células del epitelio respiratorio.

Objetivos: Estudiar el estado oxidativo de las células del epitelio
nasal de pacientes con DCP, compararlo con el de voluntarios
sanos, y determinar el papel que juega en la fisiopatologia de la

enfermedad.

Métodos: Se midieron los niveles de ERO, RNS, glutatién
reducido (GSH), calcio intracelular (Ca?'), potencial de
membrana plasmatico, y dafo oxidativo en lipidos y proteinas.

Ademas, se analizo la funcidon mitocondrial y la apoptosis de las



células del epitelio nasal de los sujetos de estudio mediante
citometria de flujo. En el estudio participaron 2 grupos: 35

voluntarios sanos y 35 pacientes diagnosticados de DCP.

Resultados: Los pacientes con DCP tienen niveles de apoptosis,
NO, ONOO', Oy total, H0; mitocondrial y O;” mitocondrial, en
las células del epitelio nasal, inferiores a los de los individuos
sanos. No existen diferencias en el resto de parametros medidos,
entre pacientes y controles. En el grupo de pacientes tampoco
se aprecian diferencias en ninguno de los parametros
comparados ni entre adultos y nifios, ni en funcién del patrdn de
movilidad ciliar; las mujeres con DCP tienen menores niveles de
H.0, y O, mitocondriales que los varones con la enfermedad; los
pacientes con atelectasias o con situs inversus, tienen niveles
perdxidos intracelulares superiores a los de los pacientes que no
presentan estas anomalias; y aquellos con rinosinusitis cronica
tienen niveles mas bajos de ONOO™ que los que no la tienen. No
se han encontrado diferencias en los demas sintomas. Se ha
disefiado también un arbol de clasificacion de los individuos
como “paciente” o “control sano” en funcién de los niveles de
ciertos parametros del perfil oxidativo medidos en sus células del

epitelio nasal.



ABSTRACT

Background: Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare disease
with an estimated prevalence of 1:20.000 births. It is
characterized by an alteration of the mobility pattern of cilia and
flagella, causing lack of mucociliary clearance and subsequent
infection and chronic inflammation of the airways. An inefficient
inflammatory process increases the production of reactive
oxygen and nitrogen species (ROS and RNS), which derives in a
higher risk of diseases. In PCD, a study demonstrated that
oxidative stress is increased in exhaled breath condensate from
paediatric patients. Although oxidative stress had not been
determined in the affected tissue yet, we hypothesized that
patients with PCD have a pro-oxidative status in respiratory

epithelial cells.

Aims: To study the oxidative status of nasal epithelial cells from
patients with PCD, compare it with healthy controls, and

determine their role on the disease pathophysiology.

Methods: Levels of ROS, RNS, glutathione (GSH), intracellular
Ca?*, plasma membrane potential, and oxidative damage in lipids
and proteins were measured. In addition, apoptosis and the
mitochondrial function were analysed by flow cytometry in nasal
epithelial cells. Two groups took part in the study: 35 healthy

subjects and 35 patients diagnosed of PCD.



Results: Patients with PCD have levels of apoptosis, NO, ONOO",
total Oz, mitochondrial H,0; and mitochondrial O, in their nasal
epithelial cells lower than those of healthy individuals. There are
no differences between the groups of patients and controls in
the rest of the parameters measured. When comparing within
the group of patients, there are no differences between adults
and children in any compared parameter, nor is there any
difference depending on the different ciliary mobility pattern;
women with PCD have lower levels of mitochondrial H,0; and
Oy than men with the disease; patients with atelectasis, and
those with situs inversus have higher intracellular peroxides
levels than those who do not; patients with chronic rhinosinusitis
have lower levels of ONOO™ than those who do not, and no
differences have been found depending on the other symptoms.
A tree has been designed to classify individuals as patient or
healthy control based on the levels of certain parameters of the

oxidative profile measured in their nasal epithelial cells.



ABREVIATURAS
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FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
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FSC Forward scatter
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MitoSOX MitoSOXTM Red
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NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
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SSC Side scatter
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1.1. Estructuray funcion ciliar

Los cilios son orgdnulos celulares que se han conservado
evolutivamente y estdn presentes en muchos organismos
unicelulares y en algunas células de organismos pluricelulares.
Se clasifican en cilios primarios o sensoriales y cilios motores. Los
primeros, inmoéviles, son sensores de informacién y se
encuentran en los érganos de la vista, oido, olfato; en las células
epiteliales tubulares renales y en la mayoria de las células del
cuerpo, en algun momento de su evolucién. Los segundos, se
localizan en la superficie epitelial del tracto respiratorio, en el
epéndimo (el delgado revestimiento neuroepitelial del sistema
ventricular del cerebro y el canal central de la médula espinal), y
en los érganos reproductores masculino y femenino (conductos
eferentes testiculares y Trompas de Falopio)®. Asimismo, la cola
del espermatozoide tiene una estructura ciliar modificada a

flagelo.

Se presentan como proyecciones de la célula rodeados por la
membrana celular y tienen una funcién motora dirigida a la
propulsién de particulas a través de un fluido, o liquido, sobre
una superficie celular. La estructura fundamental es el axonema,
que en los cilios moviles presenta la organizacion “9+2”

caracteristica: un par central de microtubulos internos, rodeados
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por 9 dobletes de microtubulos periféricos (llustracién 1). Estos
ultimos estan unidos entre si mediante puentes de nexina y al
par central por brazos radiales. Asociados a los microtubulos
periféricos se encuentran los complejos de dineina, que se ven

como brazos externos e internos de los dobletes?.

Brazos externos de
dineina

Doblete de
microtubulos

Brazos internos de
Complejo dineina
regulador

nexina-dineina Par central de

microtubulos
Brazos
radiales

llustracion 1. Representacion esquematica de la seccidn transversal de un
cilio mavil (Modificado de Lucas JS et al. Eur Resp J. 2017; 49: 1601090).

Los brazos de dineina estan conectados con las ATPasas, que
actian como generadoras de movimiento mediante la hidrélisis
de ATP. Asi, la dineina esta directamente relacionada con la
funcién motora del cilio y son las espinas radiales las que

determinan la direccién del movimiento3.
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1.2. Historia de la enfermedad

En 1901, Siewert comunicd por primera vez la asociacion entre
situs inversus y bronquiectasias*. En 1933, Kartagener describio
un grupo de pacientes que tenian bronquiectasias, situs inversus
y sinusitis®. Desde aquel momento, esta triada pasé a conocerse

como “Sindrome de Kartagener”.

En 1975, Afzelius identificdé anomalias ultraestructurales en los
espermatozoides de un grupo de hombres que presentaban
infertilidad, junto a bronquitis crénica y bronquiectasias®.
Estudios posteriores detectaron alteraciones similares en los
cilios de su tracto respiratorio’. Dos afios después, Elliasson et al.
publicaron varios casos clinicamente compatibles con un
sindrome de Kartagener, con las anomalias ultraestructurales
descritas pero sin la presencia de situs inversus®. Por ello, en
1980, para referirse a estos casos se propone el término
“sindrome de los cilios inmdéviles”, ya que el situs inversus sélo
esta presente en cerca del 50% de los pacientes con esta
enfermedad 2%, dejando la denominaciéon “sindrome de
Kartagener” para aquellos pacientes que presenten la triada

completa (sinusitis, bronquiectasias y situs inversus).
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En 1988, Rossman y Newhouse demostraron que las
manifestaciones clinicas podrian deberse al movimiento
discinético o ineficiente de los cilios y no sélo a la existencia de
cilios totalmente inmdviles. De ésta forma surgié el término
“Discinesia Ciliar Primaria” (DCP), que pasd a utilizarse en

sustitucidn del de “Sindrome de los cilios inmdviles”1.

Ya a finales de los afios 80, se demostré que el transporte
mucociliar podia estar alterado, no sélo como consecuencia de
defectos ultraestructurales en los cilios, sino de infecciones
bacterianas o virales recurrentes, o por inhalacién de
substancias o farmacos que, al alterar la funcién ciliar, provocan
estasis de las secreciones, reproduciendo asi un cuadro clinico
similar al de la DCP'2. A su vez, las infecciones recurrentes,
podrian dar lugar a un proceso inflamatorio crdnico en la via
aérea que afectaria la ultraestructura ciliar'®. De este modo
surgid el término “Discinesia Ciliar Secundaria” (DCS), que se
utiliza para referirse a alteraciones transitorias en el transporte
mucociliar debidas a causas secundarias, mientras que el
término DCP se refiere a una condicién permanente y

hereditarial®.
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1.3. Sindrome de DCP en el
contexto de enfermedades
raras

Las enfermedades raras (ER) son aquellas que afectan a un
numero pequefio de personas dentro de la poblacién general. En
Europa se considera que una enfermedad es rara cuando afecta
a 1 individuo de cada 2.000%. Segun la Organizaciéon Mundial de
la Salud existen alrededor de 8.000 enfermedades raras, y
aunque cada una de ellas afecta a un ndmero reducido de
personas, el total de pacientes con enfermedades minoritarias
es el 7% de la poblacion mundial (mas de 400 millones), de los
que 3 millones son espafioles®. La DCP (cddigo de orphanet:
ORPHA244), es la segunda afeccidon congénita mas comun de las
vias respiratorias tras la fibrosis quistica (FQ), con una
prevalencia estimada de 1/20.000, con lo que puede

considerarse una enfermedad rara®.

Se trata de una enfermedad infradiagnosticada y con un
evidente retraso diagnodstico, a pesar de que los sintomas
aparecen en edades muy tempranas. En Europa, la edad media
al diagndstico es de 5,3 afios, y se reduce a los 3,5 afios en los

pacientes que asocian un situs inversus'’. Khueni et al., en 2010,
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aprecian que existe correlacion entre la precocidad diagndstica
y una mayor inversion gubernamental en salud, de modo que
mientras la edad media diagndstica en las Islas Britanicas es de
4,8 afos, en el Oeste y Norte de Europa y en el Este y Sur de

Europa, esde 5y 5,5y de 6,8 y 6,5 afios respectivamente?®,

Este estudio, realizado por la European Respiratory Society Task
Force, en el que participaron un total de 223 centros de 26 paises
europeos y se recogieron mas de 1.000 pacientes diagnosticados
de DCP antes de los 20 afios de edad, concluye que la prevalencia
de la enfermedad es muy variable entre los distintos paises. Asi,
en Chipre se daba la frecuencia mas alta (111 casos por millédn
de habitantes entre los 5-14 afios, lo que equivale a 1/10.000);
Dinamarca o Suiza tenian una prevalencia de 1/20.000, y Espafia
de 20,5 casos por millén de habitantes (1/30.000 nifios)*®. Estos
datos, aunque extraidos de diagndsticos no corroborados de
forma homogénea, sugieren la existencia de diagndsticos

inadecuados o/y de un infradiagndstico en nuestro pais.
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1.4. Manifestaciones clinicas
de la DCP

La DCP es una enfermedad genética que se caracteriza por un
movimiento andmalo de los cilios mdviles y de los flagelos. Como
consecuencia, se produce un deterioro en el aclaramiento de las
secreciones y detritus en las vias aéreas superiores e inferiores.
La estasis de las secreciones mucosas favorece el desarrollo de
infecciones respiratorias crénicas y condiciona los sintomas
propios de la enfermedad que, aunque son evidentes desde el
nacimiento, al tratarse de manifestaciones clinicas bastante
comunes en la infancia (rinitis, otitis media secretora, tos, y
bronquitis recurrentes...), no suelen ser atribuidos por el
pediatra a una determinada enfermedad subyacente, lo que
justifica el retraso diagndstico®9, Sin embargo, lo caracteristico
en la DCP, es que esta sintomatologia es reiterada o crénica y
tiene una expresién multisistémica, puesto que afecta a todos

los érganos en los que los cilios ejercen su funcién (Tabla 1).

Globalmente, la expresioén clinica de la DCP se asemeja a otras
enfermedades, como la FQ, inmunodeficiencias, infecciones
causadas por Aspergillus o M. tuberculosis, reflujo gastro-
esofdgico créonico con aspiraciones o déficit de alfa-1

antitripsina, pudiéndose confundir con ellas?. Por ello, dado que
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muchas disponen de test diagndsticos asequibles vy
concluyentes, podrian realizarse antes de plantear las pruebas
especificas de la DCP, mucho mas complicadas y no siempre

disponibles.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas DCP en los distintos 6rganos (Adaptada
de Reula et al. Expert Opinion on Orphan Drugs, 2017; 5:537-548)

Organo afectado Sintomas

Pulmén Distrés respiratorio neonatal
Infecciones recurrentes
Bronquiectasias

Oido Otitis media secretora
Otitis media crénica
Hipoacusia de transmision

Senos paranasales Sinusitis crénica
Hipoplasia de senos, especialmente
del frontal

Tracto genito-urinario Infertilidad en varones

Fertilidad reducida en mujeres

Lateralidad Situs inversus
Situs ambiguous (Heterotaxia)

Otros (muy infrecuentes) Hidrocefalia
Retinosis pigmentaria
Rifidn poliquistico

Los sintomas pueden estar presentes desde el periodo neonatal
ya que, entre el 75-85% de los pacientes con DCP debuta con un

distrés respiratorio de causa no filiada?l. Otra de las
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manifestaciones precoces de la enfermedad , que podria ya
detectarse en una ecografia gestacional, es la ventriculomegalia
cerebral fetal leve, que puede ser debida a una disfuncion en los
cilios ependimarios®?.Posteriormente, a lo largo de la vida, esta
alteracién ciliar podria dar lugar en algunos pacientes, a una

hidrocefalia, aunque son casos muy raros.

Durante la infancia y adolescencia, las manifestaciones
habituales son la tos crénica productiva, la rinorrea persistente
y las otitis serosas que, aungque pueden mejorar con tratamiento
antibiético o con el cambio estacional, nunca llegan a
desaparecer?®?*, Ademas, con la edad, como consecuencia de las
infecciones crénicas y recurrentes, se produce un lento deterioro
de la funcién pulmonar de grado variable, desde leve a grave®?®
y un dafo estructural irreversible, con bronquiectasias que,
aunque pueden estar presentes ya en la infancia van a afectar a

la mayor parte de los pacientes en la etapa adulta?’.

En lo referente a los problemas auditivos, generalmente
mejoran con la edad, aunque algunos pacientes con DCP pueden
presentar hipoacusia de transmision permanente. Ademas, es
bastante frecuente la hipoplasia de los senos paranasales, y

especialmente, la aplasia de los senos frontales?®.
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La discinesia de los cilios nodales embrionarios puede provocar
también una distribucién al azar de los érganos corporales y da
lugar, en el 40-55% de los casos, a un situs inversus o en el 6-
12%, a un situs ambiguous (heterotaxia) que puede ir asociado a

defectos cardiacos?>3031,

Puesto que la DCP también afecta a los espermatozoides y a los
cilios méviles de las trompas de Falopio, los pacientes con esta
enfermedad presentan problemas de fertilidad. Algunos varones
tienen espermatozoides vivos pero inméviles. En el caso de las
mujeres, la afectacién de los cilios de las células de las trompas
de Falopio provoca retraso en el transporte de los évulos v,
consecuentemente, reduccion de la fertilidad. También se han
reportado casos de embarazos ectépicos, pero no estd claro si
son mas comunes que en la poblacién general®?33, Sin embargo,
no todos los pacientes con DCP son infértiles, necesitando contar
con mas estudios para conocer la prevalencia real de estos

problemas 343>,

1.5. Métodos diagndsticos

Hasta la fecha, no existe una técnica Gold Standard para el
diagndstico de la DCP. Por ello, en la mayor parte de los casos es

necesaria la combinacién de distintos tests para llegar a un
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diagnéstico definitivo. Recientemente, la European Respiratory
Society Task Force publicé una guia en la que se establecen los
pasos a dar para diagnosticar o excluir definitivamente a un

paciente3® (llustracién 2).

El primer paso para iniciar un proceso diagndstico es identificar
a los pacientes con una historia clinica compatible con Ia
enfermedad. Hay dos estudios que proponen la aplicacion de
puntuaciones clinicas para establecer la  sospecha
diagndstica3”38. El primero, “score PICADAR”, se desarrolld
usando los datos clinicos de mas de 600 pacientes referidos a
centros diagndsticos de DCP. Utiliza un modelo de regresion para
identificar 7 sintomas, suficientemente predictivos como para

ser utilizados como herramienta clinica3.

El segundo utiliza un score predictivo basado en 4 sintomas®’. En
base a unos puntos de corte estadisticamente determinados se
establece qué paciente es susceptible de padecer DCP, debiendo
remitirlo en ese caso, a un centro especializado para el
diagnéstico, en donde se podrian utilizar pruebas de screening
(orientadoras, pero no definitivas) o/y  pruebas

especificas/corroboradoras de la enfermedad.
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1.5.1. Oxido nitrico nasal

La medida del 6xido nitrico nasal (hnNO) se recomienda como test
inicial en pacientes con sospecha clinica de DCP 3%%, ya que
valores bajos de nNO son altamente sugestivos de este
diagnéstico y obligarian a remitir de inmediato al paciente para
realizar pruebas diagndsticas mas concluyentes. Sin embargo, a
pesar de su buena sensibilidad, existen casos de DCP con valores
normales de nNO, por lo que aungue el nNO sea normal -si la
clinica es consistente- no se deberia descartar la enfermedad.
Por otra parte, algunas patologias, como la FQ, podrian reducir
sus valores. Por ello, el nNO no puede usarse como test
diagndstico concluyente debido a la presencia de falsos positivos
y falsos negtivos3®. Ademas, esta prueba no estd bien tipificada
en los nifios menores de 6 afos, en los que es mas dificil de
realizar, dando con resultados muy variables, por lo que no

serviria como test discriminatorio precoz, que es lo que interesa.

1.5.2. Estudio del patrony
frecuencia del batido ciliar

El estudio de la movilidad ciliar mediante video-microscopia de
alta velocidad tiene buena sensibilidad y especificidad®®4°. Sin

embargo, es una prueba de interpretacion dificil, que requiere

32



Introducciéon | Discinesia
Ciliar
Primaria

un equipo sofisticado y debe ser llevada a cabo por personal con
experiencia. Mediante esta técnica puede ser muy complicado
en algunos casos, diferenciar una DCP de una DCS; en ellos,
repetir la prueba tras cultivar las células de los pacientes en una

interfaz aire-liquido puede ayudar a diferenciarlas3®4*.

1.5.3. Microscopia electronica de
transmision

La microscopia electronica de transmision (MET) permite el
estudio del axonema ciliar y la deteccién de las alteraciones
estructurales que condicionarian los déficits de funcién. Los
defectos ultraestructurales mas frecuentes que causan

anomalias en el movimiento de los cilios son:

e Defecto en los brazos externos de dineina (BED) (25-50%
casos)

e Combinaciéon de defectos en los BED y en los brazos
internos de dineina (BID) (25-50% casos)

e Defectos en los BID asociados a desorganizacion de los
microtubulos (15% casos)

e Defectos en el par central de microtubulos (5-15%

ca SOS) 36,42,43,44
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No obstante, alrededor del 15-20% de los pacientes con DCP
presentan una ultraestructura normal detectada por MET, por lo
gue -aunque esta técnica es concluyente a la hora de confirmar
la DCP-, una ultraestructura normal no permite descartar la

enfermedad.

1.5.4. Genética

Hasta la fecha, se han descrito mutaciones en 39 genes
implicados en la DCP*. No obstante, éstas sélo explican
alrededor del 65% de los casos. En la actualidad, las guias
recomiendan utilizar los test genéticos para estudiar las
mutaciones en casos de DCP confirmada por otras pruebas
diagnésticas, o en casos de clinica muy robusta, pero de dificil
diagndstico mediante las otras pruebas. No obstante, a medida
gue se vaya teniendo mds conocimiento de las mutaciones
implicadas, el genotipado ird adquiriendo importancia sobre

otras pruebas diagndsticas.
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1.5.5. Cultivo de células en interfaz
aire-liquido

Los agentes bioldgicos o quimicos (como virus o bacterias)
pueden alterar la actividad ciliar y, en consecuencia, el
aclaramiento mucociliar, desencadenando un dafio pulmonar.
Dado que las infecciones respiratorias son comunes, sobre todo
en los nifos, y que la propia infeccién podria dafiar el cilio, en
algunos casos resulta complicado discriminar entre una DCP vy
una DCS mediante los distintos test expuestos hasta ahora. Para
ello, resulta de gran utilidad el cultivo de células del epitelio
nasal ciliado, la repeticién de los videos de alta velocidad y el
analisis mediante MET tras el cultivo ya que, con éste ultimo, se
eliminaria la noxa externa como posible factor desencadenante
de la alteracion de la actividad ciliar. No obstante, ésta técnica,
en la actualidad, soélo esta disponible en pocos centros

diagnésticos.

1.5.6. Inmunofluorescencia

El marcaje inmunofluorescente de proteinas especificas de la
estructura ciliar se estd convirtiendo en una herramienta

potencial para el diagndstico de la DCP. A pesar de ello, todavia
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no existen estudios concluyentes que determinen su papel como

test diagndstico®®.

1.6. Genética en la DCP

La DCP es un trastorno genéticamente heterogéneo, con una
herencia mendeliana autosdmica recesiva (con la excepcién de
dos genes con herencia ligada al cromosoma X que causan DCP
sindromica: RPGC (MIM 312610) y OFD1 (MIM 300170), que
combinan respectivamente, la DCP con la retinitis pigmentosa y
el sindrome oro-facial-digital; y el gen PIH1D3 (MIM 300933),
que produce una DCP no sindromica). En todos los casos con
herencia autosémica recesiva, para que la mutacién sea
patogénica, ha de estar presente en homocigosis. No hay ningun
caso descrito de dos mutaciones en heterocigosis en dos genes

distintos implicados en DCP que causen la enfermedad®>.

En la actualidad hay descritos 39 genes asociados a la DCP (tabla
2). Estas mutaciones explican alrededor del 65% de los casos de
pacientes con esta enfermedad. De éstos 39 genes, 10 codifican
para proteinas de los BED o de un complejo proteico asociado a
los BED: DNAH5 [MIM 603335; prevalencia 15-21%], DNAH11
[MIM603339; prevalencia 6%], CCDC114 [MIM 615038], TTC25
[MIM617095], DNAL1 [MIM 610062], DNAI1 [MIM 604366],
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DNAI2[MIM 605483], NME8 [MIM 607421], ARMC4 [MIM
615408] y CDC151 [MIM 615956]. Las mutaciones en los genes
qgue controlan el complejo de los BED suelen asociarse con
fenotipos de cilio inmévil, ya que los BED controlan el

movimiento efectivo de los cilios.

Hay 11 genes que codifican proteinas plasmdticas implicadas en
el transporte y ensamblaje de los brazos de dineina en los
axonemas: SPAG1l [MIM 603395], DNAAF1 [MIM 613190],
DNAAF2 [MIM 612517], DNAAF3 [MIM 614566], HEATR2 [MIM
614864], DYX1C1 [MIM 608706], ZMYND10 [MIM 607070],
DNAH1 [MIM 603332], LRRC6 [MIM 614930], CCDC103 [MIM
614677] y C21orf59 [MIM 615494], mutaciones que combinan

defectos en los BED y en los BID.

Hay 13 genes con mutaciones puntuales que causan DCP. Se
asocian a factores del complejo regulador Nexina-Dineina que
incluyen el par central, los brazos radiales, y los microtubulos del
par central: CCDC39 [MIM 613798], CCDC40 [MIM 613799],
CCDC65 [MIM 611088], CCDC164 [MIM 615288]) y GASS8
[616726]; RSPH1 [MIM 609314], RSPH4A [MIM 612647], RSPH3
[MIN 616481], DNAJB13 [MIM 610263] y RSPH9 [MIM 612648]
HYDIN [MIM610812]; o regulan la ciliogénesis: CCNO [MIM
615872] y MCIDAS [MIM 614086], dando lugar a una reduccién
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en el numero de cilios. Mds recientemente se han afadido
mutaciones en genes que afectan a proteinas reguladoras de la

energia, como la adenilato kinasa 7 (AK7).

Tabla 2. Genes responsables de la DCP: +, mutaciones genéticas responsables de <1%
de casos de DCP; ++, mutaciones genéticas responsables del 1-4% de casos de DCP;
+++, mutaciones genéticas responsables del 4-10% de casos de DCP; ++++,
mutaciones genéticas responsables de >15% de casos de DCP; BED, brazos externos
de dineina; BID, brazos internos de dineina (Adaptada de Reula et al. Expert Opinion
on Orphan Drugs, 2017; 5:537-548)

. Defecto .
Genes  Prevalencia Fenotipo Ref.
ultraestructural

DNAH5 ++++ Defecto BED Cilios inmoviles Sl
DNAI1 +++ Defecto BED Cilios inmoviles 50-54
DNAI2 ++ Defecto BED Cilios inmoviles 35
DNAL1 + Defecto BED Movilidad ciliar 56
reducida
CCDC114 ++ Defecto BED Cilios inmoviles St
TTC25 + Defecto BED Cilios inmoéviles >9
CCDC151 ++ Defecto BED Cilios inmoviles A0l
ARMC4 ++ Defecto BED Cilios inméviles = 623
CCDC103 ++ Defecto BED Cilios inmoviles 64
Defecto parcial
NMES + Cilios inméviles &5
(TXNDC3) BED
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DNAAF1
(LRRC50)

DNAAF2
(KTU)
DNAAF3
LRRC6
HEATR2
DYX1C1
(DNAAF4)
C210rf59
ZMYND10

SPAG1

DNAH1

RPGR

OFD1

PIHID3

DNAH11

HYDIN

39

++

++

++

++

++

+

+++

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BED y BID

Defecto BID

Normal

Normal

Defecto BED y BID

Normal

Normal

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Cilios inmoviles

Movilidad ciliar
reducida

DCP sindrémica,
con retinitis
pigmentosa

DCP sindrémica,

con sindrome de

orofacia digital
Cilios
mayoritariamente
inmoviles
Cilios
hiperfrecuentes,
con amplitud de
batido ciliar
reducida
Amplitud de
batido reducida,
descoordinacion

66,67

68

69

70,71

72

73

74

75,76

77

78

79,80

81

82

83,84
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Mayoritariamente
normal, con .
CCDC164 + defectos en el Am[?lltU(:J .de 8
. batido ciliar
(DRC1) complejo .
reducida
regulador de
dineina
Movilidad
CCDC65 + Mayoritariamente 74
(DRC2) normal reducida
o Amplitud d
GAS8 + Mayoritariamente mp ! u. . e 87
normal batido ciliar
reducida
CCDC39 it Defecto e.n BI.D, y . Cilios 88,89
desorganizacion hiperfrecuentes y
de microtubulos rigidos
ccDCao st Defecto e.n BI.I:? y . Cilios 89,90
desorganizacion hiperfrecuentes y
de microtubulos rigidos
D izaci6 . -
esorganllzacuon Batido ciliar
de microtubulos 91-93
RSPH9 +
(defecto en el par .
circular
central y los
brazos radiales)
Desorganizacion
i ibul . . -
RSPH4A ++ de microtubulos Batido circular o 91-93
(defecto en el par I
cilios rigidos
central y los
brazos radiales)
Desorganizacion
RSPH1 ++ (:: fr:clf;o::zlljlojr Patrones variados = 92949
P de batido ciliar
central y los
brazos radiales)
Desorganizacion
RSPH3 + de microtdbulos Amplitud de %
(defecto en el par . .
batido reducida
central y los
brazos radiales)
DNAJB13 + Porcentaje Cilios inmoviles 2

anormal de cilios
sin el par central
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CCNO Muy bajo nimero Reduccion del %8
de cilios numero de cilios
MCIDAS Muy bajo niumero Reduccion del 9
de cilios numero de cilios
DNAHS8 + 100
AK7 + Normal Frecyenc!af de 101
batido ciliar
reducida

1.7. Tratamiento de la DCP

En la actualidad, no existe un tratamiento especifico para la DCP.
Las personas afectas se tratan siguiendo las pautas establecidas

para otras enfermedades similares, como la FQy la rinosinusitis.

Existen numerosas opciones terapéuticas que contribuyen a la
mejora de la calidad de vida de éstos pacientes y que incluyen la
monitorizacién regular de la funcién auditiva y respiratoria,
fisioterapia para facilitar el aclaramiento de las secreciones de

las vias aéreas*®10?y |a practica regular de ejercicio fisico'®.

Es importante adaptar los tratamientos con antibiéticos a los
resultados de los cultivos de esputo, que se llevan a cabo
cadencialmente y en las reagudizaciones, para identificar los

patégenos implicados.?’”. Ademads, en todos los pacientes con
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DCP, es muy recomendable la prevencién de las infecciones

mediante la utilizacion de vacunas93-105,

En casos de afectacion pulmonar grave, cuando ya no hay otras
opciones, se puede realizar un trasplante de pulmdn?. Ademas,
puesto que los defectos cardiacos son 200 veces mas frecuentes
en estos enfermos que en la poblacién general'®, antes de una
intevencidn quirdrgica en cualquier paciente con DCP, se debe
plantear un plan preoperatorio con un equipo multidisciplinar de

cardidlogos, neumoélogos e intensivistas.

Por ultimo, al tratarse de una enfermedad hereditaria, en los
pacientes que quieren tener hijos, es muy importante el consejo
genético. Las inyecciones intracitopldsmicas de espermatozoides
pueden facilitar la concepcidn en el caso de varones con
espermatozoides inmdviles>. Ademas, la fecundacién in vitro y
la implantacion intra-uterina del dvulo fecundado, pueden ser

de ayuda para mujeres con DCP con fertilidad reducida®®,
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1.8. Prondstico y evolucion de
la DCP

Los pacientes con DCP tienen una esperanza de vida normal y la
tasa de deterioro de la funcién pulmonar es mas lenta que en
otras enfermedades de caracteristicas similares, como la FQ. Por
ello, llevando un estilo de vida saludable, evitando el tabaco,
realizando ejercicio fisico y fisioterapia respiratoria diarios y
tratando precozmente las infecciones respiratorias con
antibidticos, el prondstico de la enfermedad puede no ser
desfavorable. No obstante, hay pacientes que tienen una peor

evoluciénl®?

Un estudio retrospectivo reciente sobre una poblacion adulta de
pacientes con DCP, encuentra que existe una correlacién
negativa entre la edad en el momento del diagndstico y el
Volumen Espiratorio Forzado en el primer segundo (FEV1); es
decir, los casos diagnosticados en edades mas tardias presentan
menores niveles de FEV; (con una pérdida estimada del 0,49% de
la funcién pulmonar por ano). También se comprueba que la
edad al diagndstico se correlaciona positivamente con la
infeccidn bronquial por Pseudomonas aeruginosa. En el mismo
estudio observan que puede existir relacidon entre el tipo de

alteracion de la ultraestructura ciliar y la pérdida de funciéon
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pulmonar, siendo los pacientes con defectos en los microtibulos
los mas afectados. Ademds observan que la presencia de
bronquiectasias y el grado de dilatacidon de la pared bronquial

influyen en la pérdida de FEV; con la edad!t11,

El seguimiento de estos pacientes ha de llevarlo a cabo un
equipo multidisciplinar que incluya, como minimo un
otorrinolaringélogo, un neumélogo, un enfermero especialista y
un fisioterapeuta respiratorio, ademas de otras especialidades

en casos concretos!®.
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2.1. Produccion de especies
reactivas del oxigeno y del
nitrogeno

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero solo
95% del consumido sigue la ruta fisioldgica. EI 5% restante sufre
sucesivas reducciones en las que se generan moléculas
altamente tdéxicas, denominadas especies reactivas de oxigeno

(ERO)

Las ERO se producen como consecuencia, tanto del propio
metabolismo aerobio celular, como de Ila exposicion a
determinados agentes externos (radiaciones ionizantes, luz
ultravioleta, contaminacién ambiental, algunos medicamentos
como los corticoides, y xenobidticos como pesticidas, herbicidas

o fungicidas, y humo del tabaco)''%113,

Las ERO son compuestos derivados de la molécula de oxigeno
(02) por reduccion quimica parcial, que incluyen tanto a los
radicales libres- moléculas reactivas caracterizadas por tener un
electrén desapareado en su capa mds externa-, como a especies

no radicales derivadas de estos ultimos.

La primera especie reactiva de oxigeno generada en los sistemas

biolégicos es el aniéon superdxido (-0z7), que debe su
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inestabilidad a la reaccién de dismutacién del -0, a peréxido de
hidrégeno (H,0;), altamente favorable. El H,0; a diferencia del
anterior, no es un radical libre y por ello es mas estable. Sin
embargo, en presencia de metales de transicién puede dar lugar
al radical hidroxilo (OH"), molécula extremadamente reactiva y
téxica que puede reaccionar con acidos grasos poliinsaturados
produciendo los radicales alkoxil (RO") y peroxil (ROO7)*4. A su
vez, la interaccion de diversos ERO con derivados del nitrégeno
puede resultar en la generacidn de especies reactivas de
nitréogeno (ERN), entre las que se encuentra el éxido nitrico (NO),

el diéxido de nitrégeno (NO2') y el peroxinitrito (ONOO")1>,

En los organismos superiores, la produccién de ERO y ERN puede
tener origen en cualquier compartimento celular (llustracién 3),
si bien, la fuente endégena de especies reactivas mads
importante es la mitocondria. Este organulo es el principal
responsable del aporte energético a la célula a través de la
fosforilacién oxidativa. En este proceso, la energia de oxidacion
derivada durante la reduccion del O; en la cadena de transporte
de electrones, genera un gradiente electroquimico de protones
a través de la membrana mitocondrial interna (AWm: potencial
de membrana mitocondrial) que permite la sintesis de ATP. Sin
embargo, cuando este potencial es elevado, se produce un

enlentecimiento del flujo electrénico a través de la cadena
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respiratoria, favoreciendo la reduccién parcial del oxigeno con la

consiguiente formacién de ERO®,

Asimismo, cualquier sistema enzimatico con capacidad oxidativa
puede generar ERO como subproductos de la reaccidon de
transferencia electrénica. Este es el caso del citocromo p450 (en
el reticulo endoplasmico), la xantina oxidasa (en los
peroxisomas), o la NADPH oxidasa (en las membranas

plasmaticas de los leucocitos), entre otras!!*.

Mieloperoxidasa
Oxidacién microsomal, (fagocitos) Metales de
flavoproteiinas, enzimas CYP

transicion

Xantina Oxidasa, NOS

Citoplasma Reticulo

endoplasmatico

Peroxisomas

Cadena de transporte de

Membrana
a electrones

plasmati

Oxidasas, flavoproteinas

Lipoxigenasas,
prostaglandin-sintasa,
NADPH oxidasa

llustracidn 3. Fuentes de produccion de ERO y ERN en la célula (Adaptada de Figueira
et al. Antioxidants & redox signaling, 2013; 18: 2029-2074).
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2.2. Sistema de defensa
antioxidante

Las ERO desempeiian un papel fisiolégicamente importante en
el organismo, pues son necesarias para la produccién de energia,
la sintesis de compuestos bioldégicamente esenciales y la
fagocitosis. Ademas, juegan un papel vital en las rutas de
transduccion de sefiales, de gran importancia para Ia
comunicacion y funcién de las células (llustracion 4). No
obstante, una produccidon incontrolada de ERO puede
convertirse en fuente de enfermedad, dado que para
estabilizarse estas especies danan las estructuras de las
macromoléculas (lipidos, proteinas y dacidos nucleicos),
causando alteraciones en los procesos celulares que regulan su

fisiologia y metabolismo®'’.
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| OXIGENO | | NITROGENO |
4 \ 4
$ \ 2
CITOCROMO P450
*  Superoxido . N
Ozono . N!trat]o
+  Perdxido de hidrégeno !tom.o. PEROXISOMAS
R . . *  Nitrositiol
* Radical hidroxilo S
) L. *  Peroxinitrina
Radical peréxido . dini iol
Acido hipoclorito Fe-dinitroxotrio
*  Oxigeno singlete
‘ ‘ * Normalidad del potencial redox y

volumen celular
Proteccién del nicleo
Modulacion de la actividad enziméatica

* Mensajeros de informacion al nacleo

Mensajeros de metabolismo ~

Mediador de sefializacion intra e
intercelular

Induccién de secreciones
Mantenimiento del tono vascular
Transporte de iones intracelular

= s s s

llustracién 4. Esquema de produccion de ERO y ERN, que incluye los tipos de especies
reactivas, los organulos en los que se producen, y la funcion a nivel celular que
desempeiian (Adaptada de Rahman et al. Advances in Bioscience and
Biotechnology, 2012; 3:997-1019).

Con objeto de prevenir los efectos lesivos de la produccién in
vivo de ERO y ERN, la evolucién ha dotado a los organismos
eucariotas de un sistema de defensa antioxidante complejo y
eficaz. Este sistema estd constituido por un grupo de sustancias
que, al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al
sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente su
oxidacion, actuando asi como eliminadoras (scavengers) y

reparadoras del dafio producido®*®.
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Entre los sistemas de defensa antioxidantes se incluyen los
enzimaticos, que son capaces de metabolizar los ERO (llustraciéon
5), como la superéxido dismutasa (SOD) que cataliza la
disimulaciéon de -O2" a Hy0,, la catalasa (CAT) y el glutation
peroxidasa (GPx) que catalizan el metabolismo de H,0, a H,0 +

0..

De ellos, el sistema del glutatiéon constituye uno de los
mecanismos de defensa antioxidante intracelular mas
importante. En el proceso de detoxificacién del H,0,, la GPx
consume por oxidacion el glutatién reducido (GSH), principal
molécula antioxidante soluble y éste queda en su forma oxidada
(GSSG)**°. Asi, es la glutatién reductasa (GRx) la encargada de
regenerar el tripéptido en su forma reducida, empleando el
coenzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH) como dador de electrones!??:121,122,123 Fste NADPH es
suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa que media
la oxidacién de la glucosa-6-fosfato y del 6-fosfogluconato. Esta
es una via principal del metabolismo de H,0, en muchas células,
por lo que es importante en la proteccién de los lipidos de

membrana contra la oxidacion.
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GRd

GSH

GSSG
\. Catalasa

llustracion 5. Metabolismo del estrés oxidativo. Esquema de los mecanismos de
defensa enzimaticos antioxidantes en células eucariotas

60

/n

A su vez, un extenso conjunto de sustancias quimicas producidas
de forma enddgena conforman la defensa antioxidante de bajo
peso molecular no enzimatica, constituida por moléculas como
el GSH y la coenzima Q10; por proteinas como la transferrina y
la ceruloplasmina, y por moléculas exdgenas, suministradas en
la dieta, como la vitamina E, vitamina C, cofactores (Se, Zn, Mn)

y compuestos naturales como carotenoides y flavonoides!?4123,

La vitamina C, o acido ascorbico, es uno de los antioxidantes mas
poderosos y menos téxicos. Participa en varios procesos
biolégicos como la hidroxilacién del colesterol en el higado.
Ademas, debido a sus propiedades reductoras, mejora la

estabilidad y utilizacion del acido félico y vitamina E y, entre
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otras funciones, también interrumpe la cadena de peroxidacién

lipidica®?®.

La vitamina E o tocoferol, por su parte, es capaz de captar
radicales del oxigeno, dando lugar al radical tocoferoxi, que
puede ser regenerado por el ubiquinol, GSH y probablemente

por la vitamina C*?6,

Ademas, se ha estudiado que las enzimas antioxidantes SOD,
CAT, GPx, GRd requieren oligoelementos (Cu, Zn, Mn, Fe, Se)
para su biosintesis. Por ello, la disponibilidad de estos elementos
traza es una forma de regulacién de las enzimas antioxidantes en

respuesta al estrés oxidativo'?’.

2.3. Desequilibrio del sistema
oxidante-antioxidante

En el cuerpo humano es necesario preservar un balance
constante entre la produccidon de factores pro-oxidantes y los
sistemas de defensa antioxidantes (llustracidén 6). No obstante,
cuando se produce una ruptura del equilibrio a favor de los
primeros, bien debido a un incremento de los niveles de
radicales y especies reactivas o, por el contrario, a un déficit de
las defensas antioxidantes, se produce un estado de estrés

oxidativo (EO)%>1%3,
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ANTIOXIDANTES PRO-OXIDANTES

Complejos enzimaticos
(SOD, GRd, GPx, Catalasa)

No enzimaticos, ERN (NO,
produccién endogena ONOO-, NO,)

(GSH, coenzima Q10,
transferrina, y
ceruloplasmina

No enzimaticos,
administracion ex_ogena
(vitamina g, vitamina C,
cofactores (Se, Zn, M!'\)
carotenoides Y flavonoides

llustracién 6. Balance entre agentes pro-oxidantes y antioxidantes

Este EO puede interrumpir el papel fisiolégico de los oxidantes
en la proliferacion celular y defensa del huésped, a la vez que
induce en la célula efectos tdxicos sobre las macromoléculas?’.
Ademas de estos efectos, un aumento en los niveles de ERO
también puede constituir una sefal de estrés que activa las vias
especificas de senalizacion redox. Estas vias de sefializacion
pueden tener funciones tanto dafiinas, como potencialmente

protectoras.

El dafo oxidativo (DO) es el dafio celular producido por el estrés

oxidativo sobre distintas biomoléculas: lipidos, proteinas, y ADN.
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Por un lado, la peroxidacién lipidica por los radicales libres
provoca una reaccién en cadena, en la que la oxidaciéon de un
acido graso desencadena una serie de reacciones oxidativas que
traen consigo un dafio a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturadosy, con ello, a la alteracion de la permeabilidad de
la membrana celular. La peroxidacidn lipidica se considera un
factor muy importante en el envejecimiento de las células
aerdbicas!?®. Se trata de un proceso continuo y fisioldgico que
actia como renovador de las membranas bioldgicas en
condiciones normales, pero su excesiva activacion ha sido
implicada en el desarrollo de varias condiciones patoldgicas. El
principal biomarcador de DO en los lipidos producido por la

peroxidacidn lipidica es el isoprostano.

Por otro lado, las proteinas expuestas a los ERO pueden sufrir
dos tipos de modificaciones quimicas. Las primeras son, en su
mayoria, irreversibles y se asocian a una pérdida permanente de
la funcién, como la carbonilacién (formacién de aldehidos y
cetonas), la nitracién, la formacion de enlaces proteina-proteina
o la ruptura de enlaces peptidicos. Las segundas son reversibles,
se producen sobre las cisteinas, activando la funcién proteica o
protegiendo el residuo de la oxidaciéon'?®. El envejecimiento
conlleva la acumulacién de proteinas dafiadas debido a que, con

la edad, aumenta la velocidad de oxidacion de las mismas,
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disminuye la capacidad de su degradacidn, o ambas a la vez'3°,
El principal biomarcador de DO en las proteinas son las proteinas

carboniladas.

De manera similar, los radicales libres pueden interaccionar con
todos los componentes del ADN, dando lugar a un gran nimero
de productos. Como consecuencia, se producen fendmenos de
mutagénesis que comprometen su estructura. El ADN dafiado es
reparado por enzimas que cortan la parte afectada, pero como
las enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones,
éstas se acumulan, con lo que el nidmero de mutaciones
aumenta con la edad®3. El principal biomarcador de DO en el

ADN es la base modificada 8-hidroxideoxiguanosina (80HdG).

Todo ello provoca una alteracidon de la homeostasis que ha de
ser restaurada. La degradacién de los lipidos y las proteinas
oxidadas se produce mediante los mecanismos de recambio
celular normales y, de igual forma, el ADN dafiado ha de ser
reparado. Asi, la célula actia restaurando dichas lesiones,
activando diversos puntos de control del ciclo celulary, en dltima
instancia, induciendo mecanismos de muerte celular, como la

necrosis y la apoptosis!32.
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llustracion 7. Efecto del estrés oxidativo y el sistema de defensa antioxidante
(Adaptada de Rahman et al. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2012; 3:997-
1019)

En el proceso de necrosis, hay un desencadenante téxico o
patologico que afecta a la viabilidad de numerosas células
vecinas. Ademads, se produce la rotura de la membrana
plasmdtica, con la consiguiente liberacién de material
citoplasmatico y escape al exterior de elementos toxicos que
contribuyen a la aparicidon de procesos inflamatorios. Por su
parte, el mecanismo apoptético es programado y Unicamente

afecta a determinadas células. Conlleva compactacién de la
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cromatina, fragmentacién del ADN y formacion de cuerpos
apoptoticos por condensacion del citoplasma. Sin embargo, en
este caso, no hay pérdida de integridad de la membrana, salvo
un cambio en la simetria, que lleva a las células a exponer en la
superficie algunos fosfolipidos como la fosfatidil-serina que
favorecen la digestion de los cuerpos apoptéticos por

fagocitosis, sin desencadenar una respuesta inflamatoria'33.

2.4. Relacion entre estrés
oxidativo y enfermedad

Ademas de haberse demostrado el papel del estrés oxidativo
(EO) en el envejecimiento y muerte celular, en la actualidad, hay
muchos estudios que lo relacionan con patologias de otra
naturaleza. En referencia a las enfermedades cardiovasculares,
se ha visto que el EO tiene relacidon con la hipertension, la
dislipemia, aterosclerosis, infarto de miocardio, angina de pecho

y fallo cardiaco®?3.
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llustracion 8. Efecto del estrés oxidativo en el cuerpo humano (Adaptada de Rahman
et al. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2012; 3:997-1019)

Asimismo,

neurodegenerativas, como

se ha estudiado su papel

en enfermedades

la enfermedad de Alzheimer,

Parkinson, autismo, esquizofrenia, edema, o infarto cerebral®?3,

También se le ha relacionado con enfermedades renales,

diabetes, o enfermedades hepaticas, asi como con patologias
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oculares y cutaneas. Hay estudios que sugieren su papel en
problemas de fertilidad, y en enfermedades como la fibromialgia
y artritis reumatoide. En cuanto a las enfermedades del sistema
circulatorio, el EO influye en la talasemia, hemocromatosis,
hiperhomocistinemia, leucemia linfoblastica aguda y en la

hipertensién®?3,

Respecto a las patologias respiratorias, hay muchas
observaciones que sugieren que el EO juega un papel importante
en la patogenia del asma®**!3>136 Se ha observado que su
incremento en pacientes asmaticos se asocia con una funcién
pulmonar disminuida y algunos estudios han sugerido que el
desequilibrio oxidante-antioxidante en las vias respiratorias
juega un papel critico en la patogenia de la fibrosis pulmonar

idiopaticat3” 138,

Por otra parte, se ha sugerido que las ERO pueden estimular
oncogenes tardios como los Jun y Fos. La sobreexpresion del
primero se asocia directamente con el cancer de pulmont39140,
Ademas, en los canceres de pulmén, el gen p53 que se asocia
con la produccién de ERO, se ha visto que presenta

mutaciones*!.

En el dmbito de las enfermedades raras respiratorias, nuestro

grupo ha demostrado que los pacientes con Déficit de Alfa-1
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Antitripsina presentan un desequilibrio entre las sustancias
oxidantes-antioxidantes, demostrandose que existe una menor

actividad catalasa y unos niveles bajos de GSH*#2,
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3.1. Justificacion del estudio

La inflamacién es una respuesta del organismo ante la
exposicién a agentes infecciosos o estimulos antigénicos. En el
proceso inflamatorio, las células fagociticas como los neutrofilos
y los macréfagos, y las no fagociticas como los linfocitos,
producen grandes cantidades de ERO y ERN para sefnalizar y
eliminar dichos agentes'®*. No obstante, si el proceso
inflamatorio es ineficiente y se hace crénico, se transforma en
un proceso fisiopatolégico que conlleva la produccién
desproporcionada de especies reactivas y, por consiguiente, un
estrés oxidativo, que puede derivar en un incremento del riesgo
a desarrollar enfermedades cronicas. De hecho, el EO induce la
activacion de factores de transcripcion que producen
mediadores de la inflamacién, lo que supone un agravamiento

de la respuesta inflamatoria’*4.

En estudios previos, se ha revelado la estrecha relacién de
ambos procesos fisiopatoldgicos por presentarse de manera
conjunta en multiples patologias (aterosclerosis, enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes, cdncer vy
envejecimiento)!’3. Esto pone de manifiesto la necesidad de
describir las caracteristicas fisioldgicas celulares que puedan

incidir en la expresidn clinica de estos procesos.
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El estudio de la inflamacidn e infeccidn de las vias respiratorias
en pacientes con DCP ha permitido determinar mecanismos de
dano tisular, midiendo neutrofilos, leucotrienos (LT) B4 e
interleucina (IL) -8, asi como el marcador de EO, 8-isoprostano,
demostrandose que el estrés oxidativo se encuentra aumentado

en el condensado de aire exhalado de niflos con DCP%.

Por todo ello, se plantea la necesidad de evaluar el perfil
oxidativo de las células que componen el epitelio respiratorio, a
fin de descifrar su papel en el proceso inflamatorio caracteristico
de la enfermedad. Si a esto se afade la dificultad en el
diagnéstico de la enfermedad, determinante para muchos
pacientes que permanecen sin diagnosticar, se hace necesario
plantear si el estrés oxidativo podria constituir una herramienta

en la deteccién de este proceso.

Para ello es preciso determinar las especies reactivas que se
generan en las células ciliadas, asi como evaluar en ellas la
funcién mitocondrial como posible fuente de produccion.
Debido a la elevada reactividad y relativa inestabilidad de los
ERO y ERN, su deteccidon en los sistemas biolégicos resulta
costosal’3. Por ello, la determinacion de estas moléculas se
realiza a menudo de forma indirecta, valorando la generacion de
productos finales de la reaccion de los ERO/ERN con

componentes celulares, que servirdn como marcadores del
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grado de oxidacién. Entre estos se encuentran los productos de
la peroxidaciodn lipidica y los grupos carbonilo de la oxidacion de

las proteinas.

3.2. Hipodtesis

No existen actualmente en la literatura resultados definitivos de
los perfiles de estrés oxidativo en el epitelio respiratorio de
pacientes afectos de DCP. En el presente trabajo planteamos la
hipotesis de que los pacientes con DCP presentan unos niveles
de estrés oxidativo en el epitelio nasal respiratorio compatibles

con la prooxidacion.

3.3. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es determinar los niveles de
estrés oxidativo en las células del epitelio nasal humano de

pacientes con DCP, y compararlos con los de voluntarios sanos.

Para ello, los objetivos secundarios planteados son los

siguientes:

e Determinar, mediante citometria de flujo, los
marcadores de EO en células del epitelio nasal de
pacientes con DCP: niveles de apoptosis y muerte celular

total; dafio oxidativo sobre proteinas y lipidos; niveles de
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ERN y ERO totales y especificos de la mitocondria; de
glutatién reducido (GSH); Ca®* intracelular y potencial de
membrana plasmatico y mitocondrial;, y masa
mitocondrial.

Comparar los parametros de EO entre pacientes con DCP
y controles.

Valorar la asociacion entre los parametros de EO vy las

distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad.
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4.1. Pacientes

4.1.1. Aspectos éticos

Este proyecto de investigacion se ha efectuado en la Unidad
Central de Investigacién Médica de la Fundacién para la
Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia-
INCLIVA. El reclutamiento de pacientes y controles se ha llevado
acabo en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital General
Universitario de Valencia (HGUV) y en la Unidad de Neumologia
Pediatrica del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV).
El proyecto cuanta con la aprobacién de los Comités de Etica e
Investigacion del HCUV y el HGUV (Anexos 1y 2), y se ajusta a la
legalidad vigente en cuanto a la confidencialidad de las muestras
y al uso de las bases de datos. Los participantes han sido
informados sobre el proyecto, y sélo se han incluido sujetos que,
tras esa informacion, han firmado el consentimiento (Anexo 3);
en el caso de menores, la firma la han efectuado sus
representantes legales. Asimismo, todo el trabajo se ha regido
por los Principios Eticos para las Investigaciones Médicas en
Seres Humanos de la Declaracién de Helsinki de la Asociacidén

Médica Mundial de 197546,
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4.1.2. Anamnesis y evaluacion
general

Toda la informacién de los sujetos de estudio se ha introducido
en una hoja de recogida de datos (Anexo 4), donde se han
registrado los siguientes parametros: fecha de nacimiento, edad
en el momento de la toma de muestra, edad de comienzo de la
clinica (afos), sexo, peso, talla, indice de masa corporal (IMC),
problemas de fertilidad, hdabito tabdquico, antecedentes

familiares de DCP o rinosinusitis cronica.

En referencia a la situacidn clinico-patoldgica de los pacientes, se
ha valorado si presentan situs inversus, tos productiva crdnica,
rinorrea mucopurulenta, neumonias, bronquiectasias,
atelectasias, asma, otitis, rinosinusitis, alergias o

inmunodeficiencias.

En relacion al diagndstico de DCP, en todos los pacientes se ha
estudiado el patron y frecuencia de batido ciliar a través de
video-microscopia de alta velocidad y en aquellos en los que se
ha podido se han medido los niveles de nNO y estudiado la
ultraestructura ciliar a través de microscopia electrénica (Anexo

5).
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4.1.3. Poblacion de estudio

El estudio se ha realizado en pacientes y controles del HCUV y el
HGUV, ajustados por edad y sexo, distribuidos segln los criterios

de inclusién que se describen a continuacion:

e Controles: Voluntarios sanos, no fumadores. Sin clinica
respiratoria bronquial, enfermedad local o sistémica,
alergias, o rinosinusitis.

e Pacientes con DCP: Con signos y sintomas propios de la
enfermedad (Anexo 4), confirmada con tests
diagndsticos especificos (Anexo 5). Aunque la mayoria
tenian estudio de la ultraestructura ciliar y niveles de
nNO, se ha considerado condicidn indispensable para ser

diagnosticado de DCP la alteracion funcional del cilio.

Los criterios de exclusidn se extienden a los dos grupos de
estudio mencionados e incluyen: presentar o haber presentado
en los 3 meses previos artritis reumatoide, lupus eritematoso,
enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes mellitus vy
neoplasias, o cualquier tipo de cirugia; haber realizado ejercicio
fisico intenso en los 4 dias anteriores a la toma de muestra, o
haber consumido terapias antioxidantes en los 3 meses previos
a dicha toma, ya que como se ha descrito anteriormente, todos

estos antecedentes influyen en el estado redox.
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4.1.4. Calculo del tamaiio muestral

El tamafio muestral se calculd en base a la poblacion espafiola 'y
a la prevalencia de la DCP en Espana. Se ha descrito que en
Espafia hay una prevalencia de DCP de 20,5 casos por millén de
habitantes (1/30.000 nifios)*8. Siendo que la poblacién espafiola
en 2015, segun el dato oficial del Instituto Nacional de
Estadistica, fue de 46.624.382 habitantes, se considerd un
tamafio poblacional de 955.800. Se establecié un margen de
error de +16,60% (inferior al 20%) y un error o de 0,05.
Utilizando dichos parametros, se determiné que el nimero de

pacientes a estudiar era de 35.

4.2. Determinacion del perfil
oxidativo mediante
citometria de flujo

4.2.1. Principios de la citometria de
flujo
La citometria de flujo es un método de analisis celular

multiparamétrico que permite la medicién de ciertas

caracteristicas fisicas y quimicas de las células o particulas
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suspendidas en un fluido, que producen una sefial de forma
individual al interferir con un rayo de luz. El impacto de cada
célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a
diversos parametros de la célula y que son recogidos por

distintos detectores.

El principio de esta tecnologia conocida como Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS), se basa en el paso de las células en
suspension, de manera alineada e individualizada, por un haz
luminoso que provoca que cada célula, a la vez que dispersa la
luz, emita fluorescencia como resultado de la excitacion con
laser a la que es sometida. Asi, la informacién puede agruparse

en:

e fForward scatter (FSC), sefial resultante de la dispersién
frontal de la luz, cuya magnitud es aproximadamente
proporcional al tamafio celular.

e Side scatter (SSC), sefial procedente de la dispersidon
lateral que es proporcional a la cantidad de estructuras
granulares o a la complejidad de la célula

e Intensidad de fluorescencia, resultante del marcaje
especifico de las células con fluorocromos que son
excitados hasta emitir a una longitud de onda mayor que
la de la fuente de luz. Los citometros de flujo pueden

medir distintas sefales de fluorescencia de una misma
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célula a la vez, lo que le confiere la capacidad de medir
una gran cantidad de parametros con una muestra

relativamente pequena.

Los aspectos de una célula que se miden por citometria de flujo
se llaman pardmetros. Algunos pardmetros como el tamafio
celular (forward scatter) o la complejidad interna celular (side
scatter), son intrinsecos de la célula y no requieren ningun
reactivo especifico para su medida. Sin embargo, los pardmetros
extrinsecos si que requieren la adicién de moléculas o sondas

fluorescentes para su medida*®’.

Cada citémetro de flujo esta conformado por tres sistemas
(Hustracion 9):

e El sistema de fluidos, que se encarga de facilitar el
transporte de particulas al punto de andlisis. Estd basado
en la presidon y se encarga del transporte de las particulas
hacia el sistema 6ptico, y del enfoque de éstas para el
analisis de células individuales.

e El sistema dptico, que esta conformado por la dptica de
iluminacidn y de coleccién. La primera estd formada por
laseres, espejos y lentes que enfocan los laseres a las
particulas. La dptica de coleccidn consiste en espejos y

filtros dpticos que dirigen la luz a los detectores, que la
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recogen de las longitudes de onda que emiten los
fluorocromos.

e El sistema electrénico, que transforma la sefial dptica en
electrénica, y se encarga de procesar esta Ultima hacia

datos comprensibles e interpretables.

Sistema informéatico

Fluidica

Detectores

llustracién 9. Representacion esquematica de los elementos que componen un
citometro de flujo (Fuente:
www.biotechspain.com/es/tecnica.cfm?iid=1104a_tecnica_citometra; visto el 4 de
abril de 2018).

4.2.2. Toma de muestras

Las células del epitelio nasal de los pacientes con DCP se
obtuvieron mediante cepillado nasal. Un cepillo de citologia
(Covaca SA CE2005, Madrid, Espafia) se introdujo en la nariz del

paciente, frotando suavemente el cornete nasal medio, que es
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el area con mayor densidad de células ciliadas. Se trata de una
técnica minimamente invasiva, indolora, rdpida y exenta de
riesgos. Las muestras se transportaban en Medio 199 (1X) con
sales de Hanks, L-Glutamina y 500m!| de HEPES 25mM (Gibco
(Invitrogen 22350-029)), suplementado 1% con
Penicilina/Estreptomicina [Gibco (Invitrogen 15070-063)]. Antes
de cualquier marcaje para citometria, las muestras se filtraban
con un filtro CellTrics® de 50um (25004-0042-2317 Sysmex), y se

contaban con el citdmetro de flujo FACSVerse (BD Biosciences).

4.2.3. Reactivos

Las sondas fluorescentes Bis-(Acido Dibutilbarbittrico) Trimetin
Oxonol (DIBAC), FLUO-4, 5-clorometil fluorescein diacetato
(CMFDA), 4-Amino-5-Metilamino-2’7’-Difluorescein Diacetato
(DAF-FM DA), 2’7’-diclorodihidrofluoresceina (DCF), MitoSOX™
Red (MitoSOX), Mitotracker, BODIPY 665/676 C 11 (B665),
Tetrametilrodamina (TMRM) vy dihidrorodamina 1,2,3
(DHR1,2,3), eran de Molecular Probes (Eugene, OR). La
Dihidroetidina (HE), loduro de Propidio (Pl), fluorescein 5-
tiosemicarbacida (FTC), 4, 6’-Diamidino-2-fenilindol
dihidroclorido (DAPI), y Mitocondria Peroxy Yellow 1 (MitoPY 1)
eran de Sigma. La Anexina V era de Inmunostep (Salamanca,

Espafia).
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El DIBAC es una sonda fluorescente sensible al potencial, que es
capaz de entrar en células despolarizadas y unirse a proteinas o
membranas intracelulares. Un incremento en la despolarizacién
da lugar a un flujo incrementado de la sonda anidnica, y a un
consiguiente aumento de la fluorescencia. Al contrario, la
hiperpolarizacién provoca un descenso de los niveles de
fluorescencia. Las sondas DIBAC se excluyen de la mitocondria
debido a su carga negativa, lo que las hace ideales para medir
potenciales de membrana plasmaticos!*®. El FLUO-4 es una
sonda fluorescente especifica para detectar niveles de Ca®
intracelular'®. EIl CMFDA es un indicador del nivel de tioles
reducidos intracelulares, que incluye el glutatién reducido,

principal antioxidante celular®®°,

El DAF-FM DA no es fluorescente hasta que reacciona con el NO,
formando un benzotriazol fluorescente, lo que confiere a esta
sonda especificidad para detectar los niveles de NO*!. EI DCF es
una sonda fluorescente que se usa comunmente como indicador
del estado REDOX celular para detectar niveles de peréxidos
intracelulares. Esta sonda es un indicador de los niveles de
perdxidos intracelulares, y no se oxida por O2, NO y ClIO>2, El
MitoSOX es un indicador que puede entrar en las células vivas, y
especificamente en las mitocondrias, donde es rapidamente
oxidado por el O, siendo especifico para detectar Oy

mitocondrial'®3. El MitoTracker Green es una sonda fluorescente
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gue se localiza en la mitocondria, independientemente del
potencial de membrana mitocondrial, por lo que es un buen
indicador de la masa mitocondrial*>*. Para medir la peroxidacion
lipidica se utiliza la sonda lipofilica BODIPY 665/676, que muestra
un cambio en la emision fluorescente tras la interaccién con
radicales peroxilo®®>. El W, se analiza con TMRM, una sonda
fluorescente que se acumula dentro de la mitocondria en
proporcién directa al potencial de membrana mitocondrial®°®. La
DHR 123 es un indicador de ERO sin carga y sin fluorescencia,
que puede difundir pasivamente a través de las membranas,
dénde se oxide a rodamina 123 catidnica, emitiendo
fluorescencia en verde. Se activa por varias ERO, que incluyen el

0,y el ONOO™7.

El O, se detecta especificamente con HE, una sonda
fluorescente que se oxida e hidroxila selectivamente por el Oy a
2-OH-etidio, emitiendo fluorescencia cuando se une al ADN®2,
Los niveles de oxidacion proteica se miden mediante el FTC, una
molécula que emite fluorescencia verde cuando interacciona
con los grupos carbonilo de las proteinas'>®1€, E| MitoPY es una
sonda fluorescente permeable a las células que se dirige
selectivamente a las mitocondrias de las células vivas. Es

especifica para detectar H,0, mitocondrial®®’.
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Las células muertas pueden comprometer el andlisis de datos
por citometria de flujo, especialmente cuando se estdn
estudiando condiciones fisioldgicas como es el caso del estrés
oxidativo. Puesto que la viabilidad celular suele determinarse
midiendo la capacidad de las células para excluir las sondas
vitales, nosotros hemos descartado las células muertas de todos
nuestros analisis mediante la adicidon de una sonda de unién al

DNA (DAPI o PI, dependiendo del disefio particular)®2.

Ademas, el Pl se usa -en combinacidon con la Anexina V- para
determinar si las células son viables, apoptdticas o necrdticas
mediante diferencias en la integridad y permeabilidad de la
membrana plasmatica. Por un lado, el Pl no marca células vivas
0 en apoptosis temprana, puesto que éstas mantienen la
integridad de la membrana. En células en apoptosis tardia o
necrdticas, la integridad de las membranas plasmatica y nuclear
decrece, permitiendo al Pl entrar, unirse a los acidos nucleicos, y
emitir fluorescencia roja. Por otro lado, la Anexina V es una
proteina de unidn a fosfolipidos dependiente del Ca?* de 35-36
kDa con gran afinidad por la fosfatidilserina, que se une a la
fosfatidilserina expuesta en la superficie de las células

apoptoticast®s.

Los fluorocromos se almacenaban a -20°C, a las siguientes

concentraciones (diluidas en DMSO): FLUO-4 (50uM), DIBAC
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(100M), CMFDA(101M), DAF-FM DAF(1,25mM), DCF(1mg/ml),
MitoSOX(0,5mM), Mitotracker(10uM), B665(1mM),
TMRM(240uM), DHR1,2,3 (5mM), HE(1mg/ml), FTC(1ImM),
MitoPY (1mM), DAPI (1mg/ml). La Anexina V y el PI(1Img/ml) se

guardaban a 4°C.

Las concentraciones finales de trabajo eran: FLUO-4 (0,5uM),
DIBAC (1,2uM), CMFDA (25nM), DAF-FM DAF(1pM), DCF
(2,5ug/ml), MitoSOX (640nM), Mitotracker (78nM), B665
(800nM), TMRM (600nM), DHR1,2,3 (100 pM), HE (2,5ug/ml),
FTC (800nM), MitoPY (4uM), PI (8pg/ml), DAPI (800ng/ml).

Ademas, se usaron distintos reactivos como controles de las
medidas. El NOR-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) se
usé como dador de NO'®4, La Plumbagina para aumentar los
niveles de Oy 165, La carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) como desacoplador, para
reducir el potencial de membrana®®®. El hidroperdxido Tert-butil
(t-BHP), un oxidante quimico, se utiliz6 como control de varios
experimentos!®’. El ionéforo lonomicina, altamente selectivo de
Ca?*, para estimular el influjo de Ca?. La menadiona para
aumentar los niveles de carbonilacion proteica'®®. El dietil
maleato (DEM) produce deplecién de GSH cuando se conjuga
con éste bajo la accién de la glutation-S-transferasa®®. El NOR-1

procedia de Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas. La
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Plumbagina, FCCP, t-BHP, DEM, menadiona e lonomicina, eran

de Sigma, St. Louis, MO.

El NOR-1, Plumbagina, FCCP e lonomicina se almacenaron a -
20°C, a las siguientes concentraciones (diluidas en DMSO): NOR-
1 (1mg/ml), Plumbagina (2,8mg/ml), FCCP (10mM), lonomicina
(1,338mM), DEM, menadiona (10mg/ml). El t-BHP, diluido en

PBS, se guardd a 4°C a una concentracion stock de 7,7mM.

Las concentraciones de trabajo finales fueron: NOR-1(16ug/ml),
Plumbagina (2,24pg/ml), FCCP (52uM), lonomicina (50uM), DEM
(20mM), menadiona (1ImM) y t-BHP (100uM).

4.2.4. Marcaje fluorescente

Las dos tablas que se muestran a continuacién son un resumen
de las concentraciones stock y de trabajo de los reactivos, asi
como de la temperatura de almacenaje, de los protocolos de
incubacidén en los tubos basales y en los controles positivos, y de
los citémetros, laseres y detectores especificos utilizados en

cada medida.
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Tabla 3. Tabla resumen de los protocolos de citometria basales.

Citometro Laser de N2 de Vol. Tiempo

Reactivo Medida almacenamiento [1final de flujo excitacion | Detector | células | total incubacién incubacién

Potencial membrana Azul 527/32

DIBAC plasmatico 100puM -20°C 1,2uM FACS Verse (488nm) 507LP 8000 250yl 20 min 37°C
LSR Fortessa Azul 530/30

FLUO-4 Ca* intracelular 50uM -20°C 0,5uM X-20 (488nm) 505LP 8000 250yl 20 min 37°C
Tioles reducidos Azul 527/32

CMFDA (GSH) 10puM -20°C 25nM FACS Verse (488nm) 507LP 8000 250l 20 min 37°C
LSR Fortessa Azul 530/30

DAF-FM DA NO 1,25mM -20°C 1uMm X-20 (488nm) 505LP 8000 250pl 20 min 37°C
Perdxidos 2,5ug/m Azul 527/32

DCF intracelulares 1mg/mL -20°C L FACS Verse (488nm) 507LP 8000 250pl 20 min 37°C
Azul 700/54

MitoSOX 02- mitocondrial 0,5mM -20°C 640nM  FACS Verse (488nm) 665LP 8000 250pl 20 min 37°C
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Citémetro Laser de N2 de Vol. Tiempo

Reactivo Medida almacenamiento [1final de flujo excitacion | Detector | células | total incubacion incubacién

Mitotracker Azul 527/32
green Masa mitocondrial 10uM -20°C 78nM FACS Verse (488nm) 507LP 8000 250pl 20 min 37°C
Azul 586/42

(488nm) y 556LPy

BODIPY Ratio lipidos Rojo 780/60

665/676 oxidados/reducidos 1mM -20°C 800nM  FACS Arialll  (635nm) 735LP 12000  250ul 30 min 37°C
Azul 586/42

TMRM Wr, mitocondrial  240um -20°C 600nM  FACS Verse  (488nm) 560LP 8000 250! 20 min 37°C
LSR Fortessa Azul 530/30

DHR 123 ONOO- 5mM -20°C 100uM X-20 (488nm) 505LP 12000 250pl 20 min 37°C
2,5ug/m Azul 700/54

HE 02 1mg/mL -20°C L FACS Verse (488nm) 665LP 8000 250yl 20 min 37°C
Carbonilacién de Azul 527/32

FTC proteinas 1imM -20°C 800nM  FACS Verse (488nm) 507LP 8000 250pl 20 min 37°C
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Reactivo

MitoPY

DAPI

PI

Anexina V

85

Medida

H202 mitocondrial

Muerte celular

Muerte celular

Apoptosis

1imM

1mg/mL

1mg/mL

almacenamiento

-20°C

-20°C

4°C

[1final

4uM

800ng/

mL

8pg/mL

Citometro

de flujo

FACS Verse

FACS Verse

FACS Verse

FACS Verse

Laser de

excitacion

Azul
(488nm)

Violeta

(405nm)

Azul
(488nm)

Azul
(488nm)

N2 de Vol.

Detector | células | total

527/32

507LP 8000 250ul
448/45 8000 250pl
586/42

560LP 12000 100l
527/32

507LP 12000 100l

Tiempo

incubacion

20 min

20 min

15 min

15 min

incubacién

37°C

37°C

RT

RT
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Tabla 4. Tabla resumen de los protocolos de citometria para los controles positivos de cada marcaje.

Control Tiempo Tiempo

positivo [] Stock almacenamiento incubacién T2 incubacién incubacién T2 con

Reactivo Medida (inductor) inductor [1 final inductor inductor inductor inductor fluorocromos fluorocromos

Potencial membrana
DIBAC plasmatico t-BHP 7,7mM 100uM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C

FLUO-4 Ca* intracelular lonomicina 1,338mM 50uM -20°C Cinética Cinética

Tioles reducidos

CMFDA (GSH) DEM - 20mM -20°C 90 min 37°C 30 min 37°C
DAF-FM

DA NO NOR-1 1mg/mL 16pg/mL -20°C Cinética Cinética

Perdxidos

DCF intracelulares t-BHP 7,7mM 100[1M 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C
MitoSOX 02- mitocondrial PB 2,8mg/mL 2,24ug/mL -20°C 15 min 37°C 30 min 37°C
BODIPY Ratio lipidos
665/676  oxidados/reducidos t-BHP 7,7mM 100uM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C
TMRM W, mitocondrial FCCP 10mM 52uM -20°C 15 min 37°C 30 min 37°C
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Reactivo

DHR 123

HE

FTC

MitoPY

87

Medida

ONOO-

02

Carbonilacién de

proteinas

H202 mitocondrial

Control
positivo []1 Stock almacenamiento
(inductor) inductor [1 final inductor inductor
1mg/mLy 16pug/mLy
NOR-1y PB 2,8mg/mL 2,24pg/mL -20°C
PB 2,8mg/mL 2,24pg/mL -20°C
Menadiona 10mg/mL 1imM -20°C
t-BHP 7,7mM 100uM 4°C

Tiempo
incubacion

inductor

Cinética

15 min

60 min

15 min

Tiempo

incubacion

T2 incubacion

inductor fluorocromos

Cinética
37°C 30 min
37°C 30 min
37°C 30 min

T2 con

fluorocromos

37°C

37°C

37°C
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4.2.4.1. Incubaciones basales

Cada tubo individual se preparaba con 8000 células, diluidas en
PBS hasta un volumen total de 250pl. Se incubaron en oscuridad
durante 20min a 37°C con una de las sondas fluorescentes
indicadas (TMRM, DCF, HE, CMFDA, MitoSOX, Mitotracker, FTC,
DIBAC, o MitoPY) y DAPI o PI, para excluir las células muertas.
Ademads, se preparaba un tubo individual con 12000 células,
diluidas en PBS hasta un volumen total de 250ul, e incubado
durante 30 min a 37°C con B665. Las muestras fueron analizadas

mediante citometria de flujo con los parametros adecuados.
4.2.4.2. Incubaciones controles positivos

Ademds de los tubos basales, se incluyeron los controles
positivos de todas las medidas. Para ello, los mismos
fluorocromos se afiadieron a los tubos previamente incubados
con los respectivos inductores. El t-BHP se uso para la induccién
en los tubos de B665, DCF, MitoPY y DIBAC; la PB se utilizé para
los tubos de HE y MitoSOX; el DEM como control del CMFDA,; la
menadiona como control del FTC; y el FCCP como control del
TMRM. Cada tubo se incubd en oscuridad durante 15 min
(excepto la menadiona que se incubd durante una hora, y el DEM
durante 90min), a 37°C, con sus respectivos inductores.
Después, cada tubo individual se incubd en oscuridad durante

30min a 37°C, con los respectivos fluorocromos y DAPI o Pl para

88



Material y métodos

excluir las células muertas. Las muestras fueron analizadas
posteriormente con el citometro de flujo ajustado con los

pardmetros adecuados.
4.2.4.3. Cinética de la generacion de NO

Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en
PBS hasta un volumen total de 250ul, se incubaron en oscuridad
durante 20 min a 37°C con DAF-FM DA y DAPI para excluir células
muertas. Las muestras fueron analizadas a posteriori con el
citometro de flujo ajustado con los pardmetros adecuados,
obteniendo asi la fluorescencia basal. A continuacién, la
adquisicion se pard 2 veces para anadir dos dosis del dador de

NO, NOR-1, y se continud la adquisicion hasta los 300s.

4.2.4.4. Cinética de la generacion de ONOO-

Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en
PBS hasta un volumen total de 250ul, y se incubaron en
oscuridad durante 20 min, a 37°C, con DHR1,2,3 y DAPI para
excluir las células muertas. Las muestras fueron analizadas a
posteriori con el citdmetro de flujo ajustado con los parametros
adecuados, obteniendo asi la fluorescencia basal. A
continuacion, la adquisicion se paré dos veces: para afiadir PB, el

dador de Oy y NOR-1, el dador de NO (puesto que el ONOO' se
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genera a partir de O,y NO) y se continué la adquisicidn hasta los

200s.
4.2.4.5. Cinética de la generacion de Ca2*

Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en
PBS hasta un volumen total de 250ul. Se incubaron en oscuridad
durante 20 min, a 37°C, con FLUO-4 y DAPI para excluir las células
muertas. Las muestras fueron analizadas a posteriori con el
citometro de flujo ajustado con los parametros adecuados,
obteniendo asi la fluorescencia basal. A continuacion, la
adquisicidon se pard para anadir el iondforo lonomicina, y se

continué la adquisicidn hasta los 300s.
4.2.4.6. Ensayo de apoptosis

Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en
PBS hasta un volumen total de 100pl. Se incubaron en oscuridad,
durante 15 min a temperatura ambiente, con Anexina V, Pl y
100ul de Annexin V binding buffer (previamente diluido 1/10 en
PBS). Tras la incubacién, se afiadieron 300ul de la dilucién 1/10
de Annexin V binding buffer. Las muestras fueron analizadas a
posteriori con el citdmetro de flujo ajustado con los parametros

adecuados.
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4.2.5. Configuracion de los
citometros y analisis de datos

Todos los ensayos por citometria de flujo se realizaron usando el
citdmetro FACSVerse (BD Biosciences), excepto la ratio entre
lipidos oxidados y reducidos- que se llevd a cabo usando el
citometro FACSAria Ill (BD Biosciences)- y las cinéticas del NO,
ONOO" y Ca?, - que se realizaron con el LSR Fortessa X-20 (BD

Biosciences).

Se usaron los laseres Azul (488nm), Violeta (405nm), y Rojo
(635nm). La fluorescencia del DCF, CMFDA, FTC, Mitotracker,
Anexina V, DIBAC y MitoPY se recogio en un filtro 527/32 507LP.
La fluorescencia del MitoSOX y HE en un filtro 700/54 665LP, y la
del TMRM vy PI con un filtro 586/42 560LP. La fluorescencia del
DAPI en un filtro 448/45. La del B665 en unos filtros 586/42
556LPy 780/60 735LP. La del DAF, DHR1,2,3 y FLUO-4 en un filtro
530/30 505LP.

El software BD FACSSuite se usé para la adquisicion de datos en
el citémetro FACSVerse, y el software FACSDiva 4.0 para los
citémetros FACSArialll y LSR Fortessa X-20. El andlisis off-line de

los datos se hizo con el software FLOWJO V.10.1.
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4.3. Puesta a punto del
analisis del perfil
oxidativo mediante
citometria de flujo

Puesto que no existia experiencia previa en la determinacién de
los parametros de estrés oxidativo en las células del epitelio
nasal humano por citometria de flujo, y que se iban a determinar
una gran variedad de ellos, previamente a la recogida de datos
de los pacientes y controles hubo una compleja “puesta a punto”
de la técnica. Ademas del ajuste de la cantidad de células,
concentracion de los reactivos y voltajes empleados, se
utilizaron controles positivos para asegurar que cada uno de los
pardmetros a evaluar se determinaba correctamente. Los
resultados de esa “puesta a punto” se exponen a continuacion,

en los distintos subapartados de esta seccidn.

La figura 1 recoge la estrategia para el gating de poblaciones
utilizada para todos los pardametros. Las células del epitelio nasal
se seleccionaban inicialmente por morfologia, mediante medida
en el canal del Forward Scatter (FSC), que es un indicador del
tamafio celular, y en el Side Scatter (SSC), que informa de la
complejidad interna de las células (1A). Después se

seleccionaban las células individuales del total de la poblacién de
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células del epitelio nasal, descartando los dobletes, mediante la
confrontaciéon de la altura (High-FSC) frente al area (Area-FSC)
del FSC (1B). De éstas células individuales, se excluian las células

muertas utilizando DAPI o Pl como discriminadores (1C).

Células epiteliales o indivi . -
. p eli Células individuales Vivas Muertas

¥

&
8
ge

Figura 1. Estrategia de gating utilizada para seleccionar la poblacién de interés en el
citometro FACS Verse.

4.3.1. Funcion mitocondrial

La siguiente tabla muestra los resultados de la deteccidn de los
niveles de potencial de membrana mitocondrial, masa
mitocondrial y H,0,y O, mitocondriales tras haber incubado las
células del epitelio nasal con los respectivos fluorocromos e
inductores (en el caso de los controles positivos). La estrategia
de gating utilizada ha sido la mencionada en el punto 4.3, y para
discriminar las células muertas se ha utilizado DAPI en todos los

tubos.
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Tabla 5. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para cada parametro mitocondrial medido. Se muestran el nimero de
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de
fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, reactivos utilizados, y el parametro que

miden.
% células Media FITC- Media PE-
Muestra Eventos vivas A (uaf) A (uaf) Reactivos Parametro
1184  42,16% 2763  TMRM Potencial de
. membrana
984 42,48% 540 FCCP + TMRM mitocondrial
Mi k M
1215 46,83% 2534 Itotracker vesa
Green mitocondrial
996 49,73% 473 MitoPY
t-BHP 0,
9 ) + mitocondrial
984 48,40% 652 MitoPY
1198 46,60% 750 Mitosox 0y
1086 45,81% 1108 PB + Mitosox = mitocondrial

4.3.2. Generacion de ERO y ERN

La siguiente tabla muestra los resultados de la deteccidn de los

niveles de perdxidos intracelulares y Oy intracelular total tras

haber incubado las células del epitelio nasal con los respectivos

fluorocromos e inductores (en el caso de los controles positivos).

La estrategia de gating utilizada ha sido la mencionada en el

punto 4.3 y para discriminar las células muertas se ha utilizado

DAPI en todos los tubos.
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Tabla 6. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para los peroxidos intracelulares y el O, total. Se muestran el nimero de
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de
fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, reactivos utilizados, y el parametro que
miden.

% células Media DCF-

Muestra Eventos vivas FITC (uaf) Reactivos Parametro
1 1037 47,16% 573 DCF Nivel
intracelular
2 925 52,05% 1010 t-BHP + DCF peroxido
3 1044 42,35% 694  HE Nivel
intracelular
4 968 40,46% 1101 PB + HE de Oy

Para el seguimiento en tiempo real de la generacion de NO, se
disend una cinética. Como se ha descrito en la seccidon de
Material y métodos, las células se incubaron previamente con
DAF y DAPIL. Las células del epitelio nasal humano se
seleccionaron en base a su morfologia. De ésta poblacion se
escogieron las células individuales, eliminando los dobletes y se
descartaron las células muertas en base al marcaje con DAPI. Se
empezdé la adquisicion de la muestra para obtener la
fluorescencia basal. Tras ello, la adquisicién se pard dos veces,
para anadir dos dosis de NOR-1, el dador de NO, continuando
después la adquisicion hasta los 300s. La cinética de generacién
de NO se muestra en la ilustracién 10A, y los porcentajes de

gating y los valores de fluorescencia para el DAF, en la 10B.
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Specimen_001-DA 06 DA DAPISMNOHR 5HOR

P17

1

FITC-A Time
Population fiEvents %Parent Mean Mean
B Al Events 29,381 Hs 20 14.105
Bra 4,082 139 g 2911
B es 3,245 11.0 13 6.628
Wer7 4,182 143 15 9,199
B re 4,162 14.2 18 12,303
H re 3,769 128 19 15,345
BEri0 3.122 106 23 17.845
P4 3.827 13.0 29 20475
B P15 3,766 12.8 34 23552
B ris 2.807 96 37 26,0985
aei7 2.407 8.2 38 27.964

llustracion 10. 10A) Cinética de generacion de NO, en la que se ven los dos puntos
en los que se ha parado la adquisicién para anadir las dos dosis de NOR-1,
inductor de NO. 10B) Tabla en la que se muestran los porcentajes de gating y los
niveles de fluorescencia para el DAF (indicadores de los niveles de H,0,), que
aumentan con el paso del tiempo.

De forma similar, para el seguimiento en tiempo real de la
generacion de ONOO" intracelular, se disefié una cinética. Como

se ha descrito en la seccién de material y métodos, las células se
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incubaron previamente con DHR1,2,3 y DAPI. Las células del
epitelio nasal humano se seleccionaron en base a su morfologia.
De ésta poblacion, se escogieron las células individuales,
eliminando los dobletes, y se descartaron las células muertas en
base al marcaje con DAPI. Se empezd la adquisicion de la
muestra para obtener la fluorescencia basal. Tras ello, la
adquisicion se pard para anadir PB, el dador de Oy,
continuandose después. Se volvié a parar para afadir NOR-1, el
dador de NO y se continué hasta los 200s. La cinética de
generacion de ONOO™ a partir de Oy y NO se muestra en la
ilustracién 11A, y los porcentajes de gating y los valores de

fluorescencia para la DHR1,2,3, en la 11B.
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n_001-088 DHRE DAPIPB NOR
: | R

ATCA

» S WL
Time (% 1,000

FITC-4 Tim=
Populzhon tEvents % Parent Mean Mean
W &l Events 100000 HREF 569 10,105
WP 20842 208 457 2062
WFrs 18238 182 465 4,261
W F? 20,956 21.0 503 2,170
B Pa 15128 15.2 533 0,722
W Fz 15,074 18.1 566 12,802
| Rl 201711 201 531 15,247
RE 14,683 14.7 503 17912
Blris 2,850 30 S2E 15,578

llustracién 11. 11A) Cinética de generacion de ONOO', en la que se ven los dos
puntos en los que se ha parado la adquisicion para afadir la PB, dador de O;, y el
NOR-1, inductor de NO. 11B) Tabla en la que se muestran los porcentajes de
gating, y los niveles de fluorescencia para la DHR123 (indicadores de niveles de
ONOO’), que aumentan con el paso del tiempo

4.3.3. Deteccion de GSH

La siguiente tabla muestra los resultados de la deteccion de los
niveles de GSH total tras haber incubado las células del epitelio

nasal con CMF y DEM (en el caso de los controles positivos). La
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estrategia de gating utilizada ha sido la mencionada en el punto

4.3, y para discriminar las células muertas se ha utilizado DAPI.

Tabla 7. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para los niveles de GSH (en este caso se ha utilizado DEM, un deplecionador
de GSH). Se muestran el numero de eventos, el porcentaje de células vivas tras la
estrategia de gating, los valores de fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, los
reactivos utilizados, y el parametro que miden.

Media GSH-FITC

Muestra Eventos % células vivas (uaf) Reactivos Parametro
1 2952 51,16% 1216 CMF GSH
2 2848 41,26% 261 DEM + CMF

4.3.4. Deteccion del potencial de
membrana plasmatico y los niveles
de Ca2*intracelular

Para el seguimiento, en tiempo real, de la generacién de Ca?*
intracelular, se disefié una cinética. Como se ha descrito en la
seccion de material y métodos, las células se incubaron
previamente con FLUO-4 y DAPI. Las procedentes del epitelio
nasal humano se seleccionaron en base a su morfologia. De ésta
poblacidn, se separaron las células individuales, eliminando los
dobletes, y se descartaron las células muertas en base al marcaje
con DAPI. Se empezd la adquisicion de la muestra, para obtener
la fluorescencia basal. Tras ello se pard para anadir el iondforo
lonomicina, altamente selectivo para el Ca?* intracelular,

continuando después la adquisicién hasta los 600s. Los
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porcentajes de gating y los valores de fluorescencia para el

FLUO-4 se muestran en la ilustracion 12.

FITC-A Time
Population Fevents “aParent Mean_ Mean
M 21 Events 23,369 HERE 223 41,268
B P4 1,133 4.8 163 2,755
& 1.356 58 258 6,207
HF7 1.142 45 274 9,212
B P8 1.065 4.6 268| 12297
HFo 1.111 438 245 15,352
LAl 806 34 285  17.963
P14 1.108 4.7 234 20431
B P15 1.117 48 240 23576
P16 859 a7 272 26,128

llustracién 12. Tabla en la que se muestran los porcentajes de gating, y los niveles
de fluorescencia para el Ca?* intracelular, que aumentan con el paso del tiempo
por la accion del ionéforo.

La siguiente tabla muestra los resultados de la deteccion de los
niveles potencial de membrana plasmatico tras haber incubado
las células del epitelio nasal con DIBAC y t-BHP (en el caso de los
controles positivos). La estrategia de gating utilizada ha sido la
mencionada en el punto 4.3, y para discriminar las células

muertas se ha utilizado PI.
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Tabla 8. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para los niveles de potencial de membrana plasmatico (PMP). Se muestran
el numero de eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating,
valores de fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, reactivos utilizados, y el
parametro que miden.

Media
DIBAC-FITC
Muestra Eventos % células vivas (uaf) Reactivos Parametro
1 1857 40,81% 740 DIBAC PMP
2 1769 40,93% 115 t-BHP + DIBAC

4.3.5. Analisis del dafo oxidativo
sobre proteinas y lipidos

La siguiente tabla muestra los resultados de la deteccion de los
niveles de proteinas carboniladas tras haber incubado las células
del epitelio nasal con FTC y menadiona (en el caso de los
controles positivos). La estrategia de gating utilizada ha sido la
mencionada en el punto 4.3, y para discriminar las células

muertas se ha utilizado DAPI.

Tabla 9. . Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para los niveles de proteinas carboniladas. Se muestran el nimero de
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de
fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, reactivos utilizados, y el parametro que
miden.

% células Media FTC-FITC

Muestra Eventos vivas (uaf) Reactivos Parametro
1 984  43,36% 7806 FTC Proteinas
2 1151  46,04% 15045 Menadiona + FTC _ carboniladas
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La figura 2 muestra la estrategia para la deteccion, gating y
medida de los valores de fluorescencia correspondientes a los
niveles de peroxidacién lipidica en las células del epitelio nasal
humano, tras su incubacion con B665. Las células del epitelio
nasal se seleccionaron por morfologia, después se eliminaron los
dobletes, y se determinaron los niveles de fluorescencia para el
B665. La tabla 10 recoge los resultados de una muestra, que se

incubd previamente con t-BHP, y después con B665.

FSC-A (x 1.000)
0
FSC-A  (x1.000)

100 150

SSC-A  (x 1.000)

[ERRBERRRERRERZsRRaERssERE
% 100 15 200 250 0 5 100 150 200 250 0 50
FSC-A 1000 Rafio: PE-ARPC-A (X 1.000)

180
Ratio: PE-AJAPC-A(x 1.000)

200 260

Figura 2. Estrategia de gating utilizada para seleccionar la poblacion de interés en el
citometro FACS Aria.

Tabla 10. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles
positivos para los niveles de peroxidacion lipidica. Se muestran el nimero de
eventos, el porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, los valores de
fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, los reactivos utilizados, y el parametro
que miden.

Ratio
% células B665-
Muestra Eventos vivas PE/APC Reactivos Parametro
1 4957  52,15% 7806 B665 e
2 4314  54,98% 15045 t-BHP + B665 lipidica
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4.3.6. Deteccion de los niveles de
apoptosis y muerte celular

La ilustracion 13 recoge los niveles de muerte celular en las
células del epitelio nasal humano tras marcar las muestras con
AnexinaV y Pl, como se describe en la seccién de Material y
Métodos. Las células del epitelio nasal se seleccionaron por
morfologia. Después, se escogieron las células individuales,
descartando dobletes. El gating para las poblaciones de Anexina
V-/PI- (vivas), Anexina V+/PI- (apoptosis temprana), Anexina V-
/Pl+ (apoptosis tardia), Anexina V+/PI+ (necrosis) se muestra en

la ilustracidn 13.

10°

Necrosis Apoptosis tardia

Apoptosis temprana

10° 10* 10°
FITC-A

llustracién 13. Gating para las poblaciones de Anexina V-/PI- (vivas), Anexina
V+/Pl- (apoptosis temprana), Anexina V-/Pl+ (necrosis), Anexina V+/Pl+
(apoptosis tardia).
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4.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se ha llevado a cabo con los softwares
GraphPad Prism version 6.0 para Windows (La Jolla, California,
Estados Unidos) y R para Windows (Boston, Massachusetts,

Estados Unidos)*®°.

En todos los test se ha establecido un nivel de significacion
estadistica, que representa la probabilidad de rechazar la

hipdtesis nula cuando es verdadera, del 5% (a=0,05).

4.4.1. Comparacion de variables
categoricas.

Para el analisis de una variable categorica, con dos categorias
entre dos grupos, se han usado tablas de contingencia, una
tabla de frecuencias absolutas que recoge cuantos datos se han
observado en cada categoriay en cada uno de los grupos. En este
trabajo se han utilizado dichas tablas para el andlisis del sexo en
los grupos de pacientes y de controles. Para analizar las tablas
de contingencia, se han utilizado test de homogeneidad
aplicando el test Chi-cuadrado (xz). En este test, la Ho indica
igualdad de proporciones en los dos grupos, y la Ha que las

proporciones no son iguales en ambos grupos. Si en el test
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aplicado se obtenia un p-valor < a, se consideraba que habia

evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Ho.

4.4.2. Comparacion de las medias de
dos poblaciones.

Se han realizado test estadisticos para comparar una variable
cuantitativa entre dos grupos, como los formados por pacientes
con DCP frente a los controles, y dentro del grupo de pacientes:
nifos frente a adultos, hombres frente a mujeres, y presencia o
ausencia de un sintoma determinado. En este test, la Ho indica
gue no hay diferencias entre medias, y la Haque las medias de la
variable estudiada son distintas entre los dos grupos. Si en el test
aplicado se obtenia un p-valor <o, se consideraba que habia

evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Ho.

Previa a la eleccion del test adecuado, se ha comprobado que se
cumple la aleatoriedad de los datos mediante el test de rachas.
En este test, la Hoindica que la muestra es aleatoria, es decir que
las observaciones son independientes; mientras que la Ha

indicaria que no son independientes.

Con la finalidad de elegir el test estadistico adecuado para la
realizacion del contraste de hipotesis, previamente se ha

comprobado si habia normalidad bien en ambos grupos o bien
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en la distribucidon en el muestreo de la media. Para establecer

comparaciones entre el grupo de pacientes y el de controles,

puesto que ambas muestras tenian un tamafio suficientemente

grande (n>30) para aplicar el Teorema Central del Limite, se ha

asumido normalidad en la distribucion en el muestreo de la

media. En casos particulares en los que la muestra era de menor

tamafio, la normalidad de los grupos se ha estudiado mediante

el test de Shapiro-Wilk:
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En los casos en los que no se cumplia el supuesto de
normalidad, el contraste de hipdtesis se ha realizado con
el test no paramétrico de Mann-Whitney para comparar
medianas entre dos muestras.

En los casos en los que se cumplia el supuesto de
normalidad, se ha contrastado si habia
homocedasticidad o igualdad de varianzas mediante el
test de Levene:

o Si se cumplia la hipdtesis nula (igualdad de
varianzas), se ha aplicado el test t-Student para
dos muestras independientes.

o Si, por el contrario, habia evidencias estadisticas
suficientes para rechazar la hipdtesis nula, es
decir, no habia igualdad de varianzas, se ha
aplicado el test t-Student para varianzas

distintas.
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4.4.3. Comparacion de mas de dos
medias: comparaciones multiples.

Para las comparaciones de una variable cuantitativa entre mas
de dos grupos se han realizado contrastes estadisticos para
verificar si se cumplia la hipdtesis nula (Ho=no hay diferencias
entre los grupos con respecto a la variable estudiada) a partir de
nuestros datos, o si habia evidencias estadisticas de lo contrario.
Con un p-valor < o se ha considerado que habia evidencias
estadisticas suficientes para rechazar la Ho. Dichos test se han
aplicado para estudiar las diferencias en las variables de interés,

entre los pacientes con distintos patrones de movilidad ciliar.

Al igual que con las comparaciones entre dos grupos, para la
eleccion del test estadistico adecuado para la realizacion del
contraste de hipdtesis, previamente se ha comprobado que
habia independencia entre las observaciones, es decir, que
habia aleatoriedad en nuestras muestras mediante el test de
rachas. Ademas, se ha contrastado si habia normalidad
mediante el test de Shapiro-Wilk, ya que en este caso el nimero

de pacientes era menor que 30:

e En los casos en los que no se cumplia el supuesto de
normalidad, el contraste de hipdtesis se ha realizado con
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar

medianas de mas de dos poblaciones.
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e En los casos en los que si se cumplia el supuesto de
normalidad, se ha contrastado si habia
homocedasticidad o igualdad de varianzas mediante el
test de Levene:

o Sise cumplia la Ho (igualdad de varianzas), se ha
aplicado el test ANOVA para comparar medias de
mas de dos poblaciones.

o Si por el contrario habia evidencias estadisticas
suficientes para rechazar la hipdtesis nula, es
decir, no habia igualdad de varianzas, se ha
aplicado el test de Welch, o ANOVA para
comparar medias de mds de dos poblaciones con

varianzas distintas.

4.4.4. Correlacion entre dos
variables continuas.

El coeficiente de correlacion se ha utilizado para la busqueda de
posibles relaciones o asociaciones entre variables cuantitativas
continuas medidas en individuos de un mismo grupo (en nuestro

caso, el grupo de pacientes con DCP).

Para el estudio de la posible relacién entre las dos variables
numéricas de interés, los datos se han representado en

diagramas de dispersion. Y para analizar el grado de relacién
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lineal entre dichas variables, se ha utilizado el coeficiente de
correlacion lineal o de Pearson (p), una medida relativa que no
depende de las unidades en las que estdn medidas las variables,
y que toma valores entre -1 y 1. El signo sélo es indicativo del
tipo de relacion: toma valores positivos cuando la relacion es
directa, y negativos cuando la relacidn es inversa, mientras que
una correlacién de 0 significa que hay ausencia total de relacién
lineal. En los andlisis de correlacidn, la Hp significa que no hay
relacion lineal entre las dos variables. Un p-valor <o indica que
hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la hipdtesis
nula, y que, por tanto, existe relacion lineal entre las dos

variables.

4.4.5. Arboles de clasificacién o
decision

Con el fin de clasificar a los individuos del estudio (pacientes o
controles) basandonos en los valores de determinadas variables
medidas en dichos individuos (parametros del perfil oxidativo),
se han estudiado distintos Modelos de Clasificacion

Multivariada®’®.

En este caso concreto, la variable dependiente a predecir es
cualitativa (grupo de pacientes y controles), y el objetivo del

modelo es predecir la clasificacion que le corresponderia a un
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individuo nuevo con cierto perfil de valores en las variables

explicativas (cuantitativas continuas).

El Analisis Discriminante es una de las técnicas mas utilizadas en
estos tipos de clasificaciones, ya que permite analizar las
diferencias entre grupos de individuos previamente definidos
mediante una funcién lineal o cuadratica de las variables. Este
analisis posibilita emplear luego esa funciéon para predecir la
pertenencia de una nueva observacién a uno de los dos grupos.
No obstante, el Andlisis Discriminante sélo debe aplicarse
cuando las variables independientes siguen una distribucién
normal multivariante y se cumple la igualdad de la matriz de

varianzas covarianzas en los grupos (homocedasticidad)’*.

Una vez comprobado que las muestras incluidas en este estudio
no cumplian dichas condiciones de aplicabilidad, se ha utilizado
el arbol de decisidon o clasificacion, que es un método no
paramétrico alternativo de clasificacion'’?. Los arboles de
clasificacién y regresién (CART) son técnicas exploratorias de
datos cuyo objetivo fundamental es encontrar reglas

clasificatorias y predictivas?’3.
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1

.38 .36 .26
100%

—yes }-proline >= 755-{no }——

EEN
WK =

2
.03 .57 .41
61%

color_intensity < 4

3

.05 .13 .82
30%

flavanoids >= 1.4

llustracién 14. Ejemplo de arbol de decision (Fuente:
https://medium.com/@jboscomendoza/arboles-de-decisién-con-r-clasificacion-
c6c583b16125; visto el 28 de mayo de 2018).

Los arboles de decision tipo CART (llustracion 14) estan basados
en reglas de decisién que van desplegdandose en forma de arbol
binario. En cada nodo se plantea, para una variable, dos
alternativas posibles que se van sucediendo hasta que se llega a
la construccidn final del arbol. Asi, en cada nodo de decision se

comprueba si el valor de dicha variable es mayor o menor que

cierto valor especifico. Si la premisa no se cumple, se sigue la

111



Material y métodos

rama de la derecha y si se cumple, la de la izquierda. De este
modo, cada nodo divide los datos en dos grupos mutuamente
excluyentes. Para la selecciéon del arbol 6ptimo, el programa

realiza 3 pasos:

1. Construccion del arbol maximal.

2. Poda del arbol, en la que se eliminan las particiones que
menos aportan para explicar la respuesta.

3. Seleccidn del arbol 6ptimo mediante un procedimiento

de validacion.

Para analizar la capacidad de prediccién del arbol de decision

elegido, se ha dividido la muestra en dos grupos al azar:

e Muestra de entrenamiento (70% de los individuos): Es
aquella en la que se apoya el programa para construir el
arbol 6ptimo, conociendo a priori a qué grupo pertenece
cada individuo.

e Muestra de prueba (30% de los individuos): Se utiliza a
posteriori para la validacion del modelo, sin saber a qué

grupo pertenece cada individuo.

Tras la construccién del arbol éptimo con la “muestra de
entrenamiento”, se ha empleado la “muestra de prueba” para la
validacion del modelo. Para ello, se ha llevado a cabo el analisis

estadistico curva ROC que permite determinar la exactitud
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diagndstica de un test. A partir del arbol éptimo seleccionado, la
curva ROC proporciona los valores de sensibilidad (probabilidad
de clasificar como paciente un individuo que padece la
enfermedad) y especificidad (probabilidad de dar negativo en un
individuo que no padece la enfermedad), asi como su capacidad
discriminativa. La capacidad discriminativa del test se determina
mediante el area bajo la curva (AUC), que es un indicador de la
probabilidad de que ante un par de individuos, uno enfermo y

otro sano, la prueba los clasifique correctamente!’4,
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5.1. Pacientes

En el estudio han participado 35 pacientes y 35 controles, cuyas

caracteristicas demograficas se incluyen en la tabla 11.

Tabla 11. Datos demograficos de los grupos de pacientes y controles. El sexo se
expresa como valores absolutos y como porcentajes de mujeres y hombres. La edad
se expresa como media y desviacidn tipica de los aiios. La ultima columna muestra
el p-valor de los contrastes de hipétesis (Chi-cuadrado para el sexo y t-student para
la edad).

CONTROLES PACIENTES p-valor
Numero de sujetos 35 35 -
Género (n2 hombres / n2mujeres) 17/18 20/15
( %hombres / % mujeres) 48,57/51,43% 57,14/42,86% 0,6324
Edad (afios) 26,73+9,51 27,09 + 20,12 0,2258

Vemos que, de los 35 controles incluidos en el estudio, 17 son
hombres (48,57%) y 18 son mujeres (51,43%), mientras que en
el grupo de pacientes 20 son hombres (57,14%) y 15 mujeres
(42,86%) (figura 3a). La media de edad en el grupo de pacientes
es de 27,09 afios (rango de 0 a 63), mientras que en el grupo
control es de 26,73 aios (rango de 15 a 60) (figura 3b). Los p-
valores de los contrastes de hipdtesis, Chi-cuadrado para
variables categodricas en el caso del sexo y t-student para
comparacion de medias de dos muestras en el caso de la edad,
indican que no hay diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos.
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Figura 3. El primer grafico (3a), es un diagrama de barras que muestra el nimero de
mujeres y hombres incluidos en el grupo de pacientes y en el de controles. El
segundo (3b) es un diagrama de cajas que muestra la mediana, Q1, Q3, maximos y
minimos de las edades de los pacientes y controles incluidos en el estudio.

En el grupo de pacientes, se han recogido distintos datos
relacionados con la enfermedad, como la edad en el momento
del diagndstico y las manifestaciones clinicas, y los resultados de
distintas pruebas diagndsticas. En todos los pacientes incluidos
en el estudio se ha valorado el patrén y frecuencia de la
movilidad ciliar; en 22 de ellos la ultraestuctura de los cilios; y en
20 los niveles de nNO. Estos datos se incluyen en las tablas 12,

13y 14.
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Tabla 12. Tabla que muestra los datos recogidos de los pacientes. La edad, IMC, edad
en el momento del diagnéstico y los niveles de nNO se muestran como media y
desviacion tipica en la primera columna, y los valores maximos y minimos en la
segunda columna. El resto de datos se expresan en valores absolutos en la primera
columna y como porcentajes en la segunda columna.

Caracteristicas pacientes Valores absolutos o Porcentajes o
(n=35) (media + SD) (max-min)

Sexo (hombres / mujeres) 20/15 57,14/42,86%
Edad (afios) (27,09 + 20,12) (0-63)
Numero de nifios (0-17 afios) 16 45,71%
aN;cr’:;ero de adultos (18-63 19 54.29%
IMC (kg/m?) (22,53 + 5,00) (15,02-31,61)
cingnstico (aio) (19,56 £ 18,38 (057
Situs inversus 9 25,71%
Tos productiva crénica 31 88,57%
Bronquiectasias 15 42,86%
Atelectasias 11 31,43%
Asma 10 28,57%
Otitis 21 60,00%
Rinosinusitis 18 51,43%
Neumonias 20 57,14%
Niveles de nNO (ppb) (741,15 + 1332,51)  (5,00-4508,00)

La tabla 12 recoge el porcentaje de hombres y mujeres dentro
del grupo de pacientes con DCP, asi como la edad media en el
momento de la toma de la muestra. Asimismo, se aprecia que,
de los 35 pacientes, 16 eran nifos (45,71%) de edades
comprendidas entre 0 y 17 afos, y 19 adultos (54,29%) de
edades entre 18 y 63 afios. Vemos que la media del IMC es de

22,53kg/m?, y que la media de edad de diagndstico es de 19,56

118



Resultados

afos. Ademas se aprecia, que 9 de los pacientes de nuestra
muestra (25,71%) presentan situs inversus, 31 (88,57%) tos
productiva crénica, 15 (42,86%) bronquiectasias, 11 (31,43%)
atelectasias, 18 (51,43%) rinosinusitis crdnica, 10 (28,57%) asma

de dificil control, 21 (60,00%) otitis recurrentes y 20 (57,14%)

neumonias.
Niveles de nNO en pacientes con DCP
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Figura 4. Diagrama de dispersion que muestra los valores de media y desviacién
tipica (SD) de los niveles de nNO (en ppb) en el grupo de pacientes. Los puntos
reflejan los valores que toma la variable para cada paciente.

La media de los valores de nNO obtenidos en los pacientes con
DCP es de 741,15ppb (rango de 5,00 a 4508,00), cifra
anormalmente alta respecto a los habitualmente detectados en
esta enfermedad. Sin embargo, estos valores se han visto
sesgados por los obtenidos en 4 casos cuyas cifras de nNO son
anormalmente altas (figura 4), lo que hace pensar que, de utilizar
esta determinacién como Unica prueba diagndstica, no se

hubieran diagnosticado y hubieran supuesto 4 falsos negativos.
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Excluyendo estos 4, la media de los valores de nNO obtenidos en
el grupo de pacientes con DCP seria de 94,50+64,50 ppb, lo que
ya concuerda con los valores bajos descritos en este tipo de

patologia.

Tabla 13. Tabla que muestra el nimero de pacientes (y porcentaje sobre el total de
los 22 en los que se cuenta con ultraestructura), que presentan defectos en ambos
brazos, Externos e Internos de Dineina (BED y BID); s6lo en los BID; desorganizacion
de los microtubulos (MT); transposicion; déficit parcial de dineina o ultraestructura
normal.

Defectos ultraestructura ciliar Valores Porcentaje
(n=22) absolutos s

BED y BID 6 27,27%
BID 7 31,82%
Desorganizacion de MT 2 9,09%
Transposicion 1 4,55%
Déficit parcial de dineina 3 13,64%
Normal 3 13,64%

La tabla 13 muestra que 27,27% de los 22 pacientes con DCP en
los que se dispone de su ultraestructura ciliar, presenta pérdida
completa de los BED y BID; 31,82% tiene, Unicamente, pérdida
completa de los BID; 9,09% desorganizacidon de los MT; 4.55%
una transposicion, y 13, 64% un déficit parcial de dineina,

mientras que en el 13,64% la ultraestructura ciliar es normal.

En la tabla 14 se recoge el numero (y porcentaje del total de los
35 pacientes) con cada uns de las alteraciones del patréon o/y

frecuencia de batido ciliar encontradas: cilios inméviles; cilios
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con movimiento vibratil, con amplitud reducida e
incoordinacién, asi como aquellos con patrén normal pero

frecuencia de batido reducida.

Tabla 14. Tabla que muestra el numero (y porcentaje) del total de pacientes
estudiados con sus distintos patrones y frecuencias de batido ciliar.

Patron de batida ciliar (n=35) VLI Porcentajes
absolutos

Cilios inmaviles 9 25,71%
Movimiento vibratil 11 31,43%
Amplitud reducida e incoordinacion 9 25,71%
Patror-m normal pero frecuencia 6 17.14%
reducida

5.2. Comparacion del perfil
oxidativo de las células
del epitelio respiratorio
nasal entre pacientes y
controles

Tras la puesta a punto del anadlisis del perfil oxidativo en las
células del epitelio nasal humano, se incluyeron en el estudio un
total de 35 pacientes y 35 controles a los que se les analizaron
todos los pardmetros explicados en la seccién 5.2. La tabla 15

incluye el resumen de las medias y desviaciones tipicas para cada
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parametro en los grupos de pacientes y controles, asi como el p-

valor de las comparaciones entre grupos.

Tabla 15. Tabla que incluye las medias y desviaciones tipicas de todos los parametros
de estrés oxidativo medidos en el grupo de pacientes y controles, ademas de cada
p-valor de los contrastes de hipdtesis para evaluar las diferencias entre ambos
grupos. El estadistico de contraste utilizado en todos los casos, ha sido la t-student,
ya que al tener una n >30 en ambos grupos, seguin el Teorema Central del Limite, se

puede asumir normalidad de los datos.

Parametro

Niveles de apoptosis (%)

Células vivas (%)

Ca%intracelular (unidades de
fluorescencia arbitrarias (uaf))
Potencial de membrana plasmatico
(uaf)

NO total (uaf)

Perdxidos intracelulares (uaf)
0O, total (uaf)

ONOO total (uaf)

H,0, mitocondrial (uaf)

0, mitocondrial (uaf)

Masa mitocondrial (uaf)

Potencial de membrana mitocondrial
(uaf)

GSH (uaf)
Proteinas carboniladas (uaf)

Peroxidacion lipidica (uaf)
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CONTROLES
(n=35)
20,59 + 18,97

45,73 £ 16,50
116,80 + 53,55

756,70 £
767,00
132,70 +
265,60

484,90 + 409,2

469,70 =
406,70

29,04 + 16,27

490,50 +
237,40
155,10 +
108,60
1723,00 +
947,50
590,50 +
376,80
1438,00 +
507,40
1694,00 +
1224,00
189,30 +
163,70

PACIENTES (n=35)

10,01 + 7,80

p-valor

0,0036

72,04 +£17,36 <0,0001

111,20 + 60,27
748,10 £ 534,30
53,66 + 33,79
823,20 + 841,30

273,00 £ 172,90

18,64 + 14,24

0,6802
0,9566
0,0076
0,2057

0,0176

0,0071

270,10 +£133,1 <0,0001

74,56 + 63,04

2314,00 + 877,70

735,30 +£ 536,60

1463,00 £ 653,70

2147,00 + 1298,00

178,90 + 155,50

0,0004

0,0091

0,2000

0,8673

0,1371

0,7973
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5.2.1. Deteccion de los niveles de
apoptosis y muerte celular

En referencia al numero de células vivas, la media de los
porcentajes en el grupo de controles es de 45,73, mientras que
en el grupo de pacientes es de 72,04. El p-valor es inferior a
0,0001, lo que aporta una evidencia estadistica suficiente para
rechazar la Ho y poder afirmar, por tanto, que los pacientes
tienen unos porcentajes de células vivas significativamente

mayores que los controles (figura 5).
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Figura 5. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los porcentajes de células vivas en las muestras de pacientes y controles.
Ademas, se recoge el p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student que al
ser inferior a 0,0001 (p<a) indica que hay evidencias estadisticas suficientes para
rechazar la Hq de igualdad de medias.

En el caso de los niveles de apoptosis total, tanto temprana
como tardia, la media de los porcentajes en el grupo de controles

es de 20,59, mientras que en el grupo de pacientes es de 10,01.
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El p-valor resultante del test t-student es de 0,0036 (p<a), lo que
nos indica que los pacientes tienen unos niveles de apoptosis

significativamente menores que los controles (figura 6).
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Figura 6. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los porcentajes de células apoptédticas en las muestras de pacientes y
controles. Ademas, se aprecia el p-valor, obtenido del estadistico de contraste t-
student que, al ser 0,0036 (p<a), indica que hay evidencia estadistica suficientes para
rechazar la Ho de igualdad de medias.

5.2.2. Medida del potencial de
membrana plasmatico y de los
niveles de Ca2*intracelular

En el caso de los niveles de Ca?* intracelular, la media de la
intensidad de fluorescencia para el FLUO-4 en el grupo de

controles es de 116,80, mientras que en el grupo de pacientes es
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de 111,20. El p-valor del test es 0,6802, lo que no tiene evidencia
estadistica suficiente para rechazar la Ho de igualdad de medias

entre grupos (figura 7).
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Figura 7. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para FLUO-4 en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,6802 indica que no hay evidencias estadisticas suficientes
para rechazar la Ho de igualdad de medias.

En el caso del potencial de membrana plasmatico, la media de los
niveles de fluorescencia para el DIBAC en el grupo de controles es de
756,70, mientras que en el grupo de pacientes es de 748,10. El p-valor
de la prueba t-student es de 0,9566 (p>a.), lo que no aporta evidencia
estadistica suficiente para rechazar la hipdtesis de igualdad de medias

entre los grupos (figura 8).
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Figura 8. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviaciéon
tipica de los niveles de fluorescencia para el DIBAC en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,9566 indica que no hay evidencia estadistica suficiente para
rechazar la Ho de igualdad de medias

5.2.3. Generacion de ERO y ERN

Por lo que respecta a los niveles de NO total, los niveles de
fluorescencia medios para el DAF son de 132,70 en el caso de los
controles, siendo significativamente menores, de 53,66, en el
grupo de pacientes. El p-valor del contraste de hipdtesis entre
los grupos es de 0,0076 (p<a), lo que tiene evidencia estadistica
suficientes para rechazar la Hp y afirmar, por tanto, que los
niveles de NO son significativamente menores en las células del

epitelio nasal de los pacientes con DCP (figura 9).
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Figura 9. Diagrama de dispersiéon que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el DAF en las muestras de pacientes y
controles. Ademas, el p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser
0,0076 (p<a), indica que hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Hy
de igualdad de medias.

En el caso de los peréxidos intracelulares, la media de los niveles
de fluorescencia para el DCF es de 484,90 en los controles, y de
823,20 en los pacientes. El p-valor de la comparacién de medias
entre los grupos es de 0,2057 (p<a.), lo que no aporta evidencias
estadisticas suficientes para rechazar la Ho y decir que hay

diferencias entre los grupos (figura 10).
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Figura 10. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacién
tipica de los niveles de fluorescencia para el DCF en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser 0,2057
(p>a) indica, que no hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Ho de
igualdad de medias.

En referencia a los niveles de O; total, la media para la
fluorescencia de HE es de 469,70 en el grupo de controles y de
273,00 en el grupo de pacientes. El p-valor del contraste de
hipdtesis es de 0,0176 (p<a), lo que nos permite rechazar la Ho,
es decir que los niveles de Oy total en los pacientes son

significativamente menores que en los controles (figura 11)
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Figura 11. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacién
tipica de los niveles de fluorescencia para el HE en las muestras de pacientes y
controles. Ademas, el p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser
0,0176 (p<a), indica que hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Hy
de igualdad de medias.

En cuanto a los niveles de ONOO™ en la muestra de controles, la
media de los valores de fluorescencia para la DHR 1,2,3 es de
29,04, mientras que en la de los pacientes es de 18,64. El p-valor
del contraste de hipdtesis es de 0,0071 (p<a), lo que aporta
evidencias estadisticas suficientes para afirmar que los niveles
de ONOO total en los pacientes son inferiores a los de los

controles (figura 12).
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Figura 12. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para la DHR123, en las muestras de pacientes y
controles. Ademas, el p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser
0,0071 (p<a), indica que hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Hy
de igualdad de medias

5.2.4. Funcion mitocondrial

Por lo que respecta al andlisis de la masa mitocondrial, los niveles de
Mitotracker Green tienen unos valores medios de 1723,00 en los
controles, y de 2314,00 en los pacientes. El p-valor de la comparacién
entre los grupos es de 0,0091 (p<a), lo que aporta evidencia
estadistica suficiente para decir que la masa mitocondrial de los

pacientes con DCP es mayor que la de los controles (figura 13).
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Figura 13. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el Mitotracker Green en las muestras de
pacientes y controles. Ademas, se muestra el p-valor obtenido del estadistico de
contraste t-student que, al ser 0,0091 (p<a), indica que hay evidencias estadisticas
suficientes para rechazar la Ho de igualdad de medias.

Asimismo, en el analisis del potencial de membrana mitocondrial, los
niveles medios de fluorescencia para el TMRM son de 735,30 para el
grupo de pacientes y de 590,50 para el grupo control. El p-valor del
contraste de hipotesis es de 0,2000 (p>a), lo que no aporta evidencias
estadisticas suficientes para rechazar la Hp de igualdad de medias

(figura 14).
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Figura 14. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el TMRM en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,2000 indica que no hay evidencias estadisticas suficientes
para rechazar la Hp de igualdad de medias.

En referencia a los niveles de 02 mitocondrial, los niveles de
fluorescencia medios para el MitoSOX son de 155,10 en el grupo
de controles y de 74,56 en el grupo de pacientes. El p-valor del
estadistico de contraste es de 0,0004 (p<a), lo que tiene
evidencia estadistica para afirmar que los niveles de Oy
mitocondrial son menores en el grupo de pacientes que en el de

controles (figura 15).
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Figura 15. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el MitoSOX en las muestras de pacientes
y controles. El p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser 0,0004
(p<a), indica que hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Hy de
igualdad de medias.

Y, por ultimo, en referencia a los niveles de H.0; especificos de
la mitocondria, los niveles medios de fluorescencia para el
MitoPY son de 490,50 en el grupo control, y de 270,10 en el
grupo de pacientes. El p-valor de la comparacion de medias
entre grupos es <0,0001 (p<a), lo que tiene evidencia estadistica
suficiente para decir que los pacientes con DCP presentan
niveles inferiores de H,0, mitocondrial que los controles sanos

(figura 16).
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Figura 16. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el MitoSOX en las muestras de pacientes
y controles. El p-valor obtenido del estadistico de contraste t-student, al ser 0,0004
(p<a), indica que hay evidencias estadisticas suficientes para rechazar la Hy de
igualdad de medias.

5.2.5. Deteccion de GSH

Referente a los niveles de GSH, la media de los valores de
fluorescencia para el CMF en el grupo de controles es de 1438,00
y en el de pacientes, de 1463,00. El p-valor del estadistico de
contraste es de 0,8673, por lo que no existe evidencia estadistica
suficiente para rechazar la Hp de igualdad de medias entre los

grupos (figura 17).
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Figura 17. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el CMF en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,8673 indica que no hay evidencias estadisticas suficientes
para rechazar la Hp de igualdad de medias.

5.2.6. Analisis del daiio oxidativo
sobre proteinas y lipidos

Por ultimo, para el andlisis de los productos del dafio oxidativo sobre
las biomoléculas, se han analizado los niveles de carbonilacion
proteica, y la ratio entre lipidos oxidados/reducidos en pacientes y
controles. En referencia a los niveles de proteinas carboniladas, la
media de los niveles de fluorescencia para el FTC es de 1694,00 en el
grupo control, y de 2147,00 en el grupo de pacientes. El p-valor del
contraste de hipdtesis es de 0,1371 (p>a), por lo que no se puede
rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias, y, por tanto, tampoco

podemos afirmar que haya diferencias entre los grupos (figura 18).
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Figura 18. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el FTC en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,1371 indica que no hay evidencias estadisticas suficientes
para rechazar la Hy de igualdad de medias.

Asimismo, las medias de los niveles de fluorescencia para el
B665, que reflejan el dafio oxidativo en lipidos, son de 189,30
en los controles y de 178,90 en los pacientes. El p-valor del
estadistico de contraste es de 0,7973, por lo que no podemos
rechazar la hipdtesis nula de igualdad de medias entre los
grupos, y, por tanto, no hay diferencias en cuanto a los niveles
de peroxidacion lipidica entre pacientes con DCP y controles

(figura 19).
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Figura 19. Diagrama de dispersion que muestra los valores de la media y desviacion
tipica de los niveles de fluorescencia para el B665 en las muestras de pacientes y
controles. El p-valor de 0,7973 indica que no hay evidencias estadisticas suficientes
para rechazar la Hy de igualdad de medias.

5.3. Comparacion del pertfil
oxidativo de las células
del epitelio respiratorio
nasal entre pacientes
adultos y ninos

Tras el andlisis inicial comparativo entre los grupos de pacientes
y controles, se ha hecho un andlisis mas detallado de los
resultados de mayor interés. Asi, se ha evaluado si dentro del
grupo de pacientes con DCP, habia diferencias en los parametros
mencionados en funcién de la edad, nifios (de 0 a 17 afos) y

adultos (de 18 a 63 afios). En todos los casos se han evaluado las
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condiciones de aplicabilidad, previa eleccién del test estadistico
adecuado (t-student se cumplia el supuesto de normalidad, y

Mann-Whitney, en caso contrario).

Tabla 16. Tabla resumen que incluye las medias y SD de los porcentajes de apoptosis
y niveles de fluorescencia, correspondientes a cada parametro, en pacientes
(adultos y nifios). Ademas, incluye el p-valor del estadistico de contraste aplicado,
teniendo en cuenta que se han realizado los siguientes test: t-student para las
muestras que cumplian normalidad e igualdad de varianzas; t-student para varianzas
distintas si se cumplia normalidad, pero no homocedasticidad; Mann-Whitney si no
habia normalidad en alguna de las muestras.

~ ADULTOS
Parametro NINOS (n=16
( ) (n=19)

Niveles de apoptosis (%) 9,85+ 7,29 10,05+ 8,83 0,5270
NO (uaf) 55,30 + 36,80 55,24 +33,10 0,7106
:’:a’gx'd“ intracelulares 20 10+ 606,84 915,34  1006,85 0,6374
0, total (uaf) 243,85+ 123,72 288,49 +211,82 0,5370
H,0, mitocondrial (uaf) 257,00 £97,97 283,17 +160,75 0,8543
0, mitocondrial (uaf) 77,70 £ 63,06 74,53 +67,50 0,2572

+
Masa mitocondrial (uaf) 218321+ 2298,17 £931,25 0,6669

771,32
ONOO total (uaf) 22,80 + 15,28 15,68 +12,95 0,1121

En la tabla 16 se ve que no hay diferencias estadisticamente
significativas (en todos los casos p-valor > a) en ninguno de los

parametros estudiados entre los grupos de nifios y adultos.
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5.4. Comparacion del perfil
oxidativo de las células
del epitelio nasal entre

hombres y mujeres con
DCP

Al igual que se ha hecho con la edad, comparando los
pardametros en los que se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes y controles, se ha
planteado un estudio para ver si dentro del grupo de pacientes
con DCP habia diferencias entre hombres y mujeres. Para poder
elegir el test mds adecuado para el contraste de hipdtesis, se han
evaluado previamente los criterios de aplicabilidad

(independencia, normalidad e igualdad de varianzas).
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Tabla 17. Tabla resumen que incluye las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y niveles de fluorescencia correspondientes a cada
parametro en mujeres y hombres con DCP. Ademds, se muestra el p-valor del
estadistico de contraste aplicado, teniendo en cuenta que se han realizado los
siguientes test: t-student para las muestras que cumplian normalidad e igualdad de
varianzas; t-student para varianzas distintas si se cumplia normalidad, pero no
homocedasticidad; Mann-Whitney si no habia normalidad en alguna de las
muestras.

. HOMBRES MUIJERES p-
Parametro

(n=20) (n=15) valor

Niveles de apoptosis (%) 11,46 + 8,78 8,18 +6,17 0,4633

NO (uaf) 60,38 £31,12 45,14 £ 36,15 0,0769
Peroxidos intracelulares 1168,96 +

+

(uaf) 550,23 £ 539,18 1032,17 0,0512

O, total (uaf) 299,56 £ 163,63 238,18 £185,13 0,6333

H,0, mitocondrial (uaf) 305,79 £ 135,60 225,00+ 119,12 0,0273

O, mitocondrial (uaf) 87,62 £ 60,22 58,02 + 64,65 0,0280
+

Masa mitocondrial (uaf) 2370,16 + 867,94 2L 0,8911
915,03

ONOO" total (uaf) 19,52 +17,10 17,44 £9,55 0,6794

La tabla 17 recoge los resultados obtenidos, pudiendo observar
que en la mayoria de los parametros no hay evidencias
estadisticas suficientes para rechazar la Ho, pues los p-valores de

los contrastes e hipétesis son superiores a .

En el caso concreto del H202 mitocondrial la media de los valores
de fluorescencia para el MitoPY es de 305,79 en los varones, y
de 225,00 en las mujeres. El p-valor es de 0,0273 (p-valor <o),

con lo que existe evidencia estadistica suficiente para decir que
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los niveles de H,0; mitocondrial son menores en las mujeres que

en los hombres con DCP (figura 20).
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Figura 20. Grafica de barras que muestra la mediana y rango intercuartilico de los
valores de fluorescencia para el MitoPY, en hombres y mujeres con DCP, y permite
visualizar que los niveles de H,0, mitocondrial son menores en mujeres que en
hombres. Ademas, se muestra el p-valor del estadistico de contraste (p-valor<a),
que permite rechazar la Hp de igualdad de medianas. En este caso se ha utilizado el
test de Mann-Whitney para el contraste de hipétesis, porque los grupos no seguian
una distribucién normal.

En el caso del O, mitocondrial, la media de los valores de
fluorescencia para el MitoSOX es de 87,62 en los hombres, y de
58,02 en las mujeres con DCP. Ademas, el p-valor es de 0,0280

(p-valor < o), lo que aporta evidencia estadistica suficiente para
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afirmar que las mujeres tienen menores niveles de Oy

mitocondrial que los hombres con DCP (figura 21).
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Figura 21. Grafica de barras que muestra la mediana y rango intercuartilico de los
valores de fluorescencia para el MitoSOX en hombres y mujeres con DCP, y permite
visualizar que los niveles de O, mitocondrial son menores en mujeres que en
hombres. Ademas, el p-valor del estadistico de contraste (p-valor<a), permite
rechazar la Hode igualdad de medianas. En este caso se ha utilizado el test de Mann-
Whitney para el contraste de hipotesis, porque los grupos no seguian una
distribucion normal.
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5.5. Comparacién del perfil
oxidativo de las células
del epitelio nasal en
pacientes con DCP, segun
su movilidad ciliar

Al igual que se ha hecho con el sexo y la edad, tras el andlisis
inicial comparativo entre los grupos de pacientes y controles, se
ha llevado a cabo un andlisis mas detallado de los pardmetros en
los que existian diferencias estadisticamente significativas, en
funcién del patréon y frecuencia de batido ciliar. En todos los
casos se han evaluado las condiciones de aplicabilidad, previa
eleccidn del test estadistico adecuado (ANOVA si se cumplia el
supuesto de normalidad, Welch si habia normalidad, pero no

homocedasticidad, y Kruskal-Wallis si no cumplian normalidad).
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Tabla 18. Tabla resumen que recoge las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y niveles de fluorescencia correspondientes a cada
parametro, en pacientes con DCP segun su movilidad ciliar. Ademas, incluye el p-
valor del estadistico de contraste aplicado, teniendo en cuenta que se han realizado
los siguientes test: ANOVA para las muestras que cumplian normalidad e igualdad
de varianzas; test de Welch si se cumplia normalidad, pero no homocedasticidad;
Kruskal-Wallis si no habia normalidad en alguna de ellas.

MOVILIDAD CILIAR

. . Movilidad .
. Patron Patron ) Frecuencia
Parametr .| . o reducida e .
° inmovil vibratil incoordinacion reducida
n=9 n=11 n=6
(h=9)  (n=11) (n=9) (n=6)
Niveles fie 10,83 +
apoptosis 10,80+ 7,91 592+5,99 10,79 8,69 0,531
9,27
(%)
40,35 + 51,10 +
+ +
NO (uaf) 33,68 64,83 + 38,39 52,46 +2,12 48,01 0,427
Perdxidos (930,13 + 708,91 + 675,02 £
+
uaf) 1167,67 580,90 PO 1001,76 G0
0, total 237,20 299,72 254,58 £
+
(uaf) 95,17 199,40 188,04 £121,35 232,87 0,764
HzOz
) . 238,75+ 280,60 £
mitocondri 92,82 276,18 £ 96,19 231,57 £77,20 193,70 0,773
al (uaf)
0: 57,45 + 59,63 +
mitocondri ;T 91,92+72,76 61,34 + 33,06 SO 0,355
36,73 83,49
al (uaf)
Masa 2441,38
+ +
mitocondri + 214621’203(; 2403,57 + 774,83 1918361’202; 0,762
al (uaf) 1025,34 ! !
ONOO" 22,05+
! 20,21 +12,44 1 + 22 +9,1 194
total (uaf) 21,83 0, , 0,58 £ 6,85 ,58 £9,19 0,19

En la tabla 18 se ve que no hay diferencias estadisticamente
significativas (en todos los casos p-valor >a) en ninguno de los
pardmetros estudiados entre los grupos con distinta movilidad

ciliar (figura 22).
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Figura 22. Graficas de barras que muestran la media y desviacidn tipica de los valores
de fluorescencia para el DCF, DAF, HE, DHR123, MitoSOX, Mitotracker Green y
MitoPY, y porcentaje de células positivas para la Anexina V, en pacientes con DCP
seguin su movilidad ciliar. Los estadisticos de contraste utilizados para evaluar si
habia diferencias entre grupos han sido: ANOVA si cumplia normalidad e igualdad
de varianzas; Welch si habia normalidad, pero no homocedasticidad, y Kruskal-
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Wallis si los datos no se ajustaban a una distribucion normal. En ningtn caso ha
habido diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

5.6. Comparacién del perfil
oxidativo de las células
del epitelio nasal en
pacientes con DCP, segun
su sintomatologia

Tras el analisis de los parametros de mayor interés, que son los
que habian mostrado diferencias estadisticamente significativas
entre pacientes y controles, segin edad, sexo o tipo de
movilidad ciliar, también se han planteado contrastes de
hipdtesis para valorar posibles diferencias en dichos parametros
(niveles de apoptosis, NO, perdxidos, O total, H,0;
mitocondrial, O, mitocondrial, masa mitocondrial y ONOO), en

funcidén de las manifestaciones clinicas de los pacientes con DCP.
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5.6.1. Otitis recurrentes

Tabla 19. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin otitis. También se muestran los p-valores
de los contrastes de hipoétesis utilizados: t-student si se cumplia normalidad, y Mann-
Whitney si no se cumplia.

OTITIS

Parametro NO (n=14) Sl (n=21) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 12,81 +£9,18 9,35+7,37 0,3009
NO (uaf) 46,63 + 29,73 56,99 +34,61 0,4619
Peroxidos (uaf) 774,38 £+712,40 777,20+873,71 0,9936
0, total (uaf) 214,43 £118,34 281,63+188,65 10,3671
H,0, mitocondrial (uaf) 270,38 £109,00 254,19+107,68 0,7212
0, mitocondrial (uaf) 60,73 + 33,96 76,87 +68,04 0,5297
Masa mitocondrial (uaf) 1978,75 +1104,32 2309,38 +799,46 0,3784
ONOO" total (uaf) 24,38 + 14,68 17,79 +14,77 0,2952

En la tabla 19 se muestran las medias de los valores de
fluorescencia para los pardmetros de interés, y los p-valores de
los contrastes de hipdtesis para ver si habia diferencias entre los
grupos de pacientes con DCP que tenian otitis frente a los que
no las presentaban. Se observa que todos los p-valores son
superiores a o, por lo que en ningln caso se puede rechazar la
Hoy, por tanto, no se puede decir que hayan diferencias entre

los grupos.
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5.6.2. Asma

Tabla 20. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin asma de dificil control. También se
muestran los p-valores de los contrastes de hipdtesis utilizados: t-student si se
cumplia normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplia.

Parametro NO (n=25) Sl (n=10) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 9,20+ 7,32 10,43 +9,36 0,6910
NO (uaf) 58,80 + 36,90 42,38+21,28 0,2040
Perdxidos (uaf) 925,53 + 880,67 689,80 + 808,08 0,4810
0, total (uaf) 272,61 £124,81 217,04 £ 245,64 0,4390
H,0, mitocondrial (uaf) 270,19 + 115,20 229,80 £92,03 0,3410
0, mitocondrial (uaf) 76,27 + 63,89 59,65 +48,18 0,4730
Masa mitocondrial (uaf) 2340,62 + 737,74 2069,90 + 1114,07 0,4260
ONOO" total (uaf) 19,60 + 13,30 18,17 +17,62 0,8090

La tabla 20 muestra las medias de los valores de fluorescencia
para los fluorocromos correspondientes, asi como de los
porcentajes de células positivas para Anexina V. Ademads, se
recogen los p-valores de los contrastes de hipdtesis para ver si
habia diferencias entre los pacientes con DCP que tenian asma
de dificil control y los que no la presentaban. Al igual que ocurre
con la otitis, todos los p-valores son superiores a o, por lo que
en ningun caso se puede rechazar la Hoy, por tanto, no se puede

decir que hay diferencias entre los grupos.



Resultados

5.6.3. Neumonias de repeticion

Tabla 21. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes afectos de DCP, con y sin neumonia. También se muestran
los p-valores de los contrastes de hipdtesis utilizados: t-student si se cumplia
normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplia.

Parametro NO (n=15) Sl (n=20) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 8,70 £ 8,70 10,12 +7,53 0,6287
NO (uaf) 45,62 + 26,07 57,84 +36,48 0,3357
Perdxidos (uaf) 936,09 + 1012,18 801,86 + 774,32 0,6819
0, total (uaf) 235,64 +98,86 264,77 +186,61 0,6863
H,0, mitocondrial (uaf) 235,82 + 98,86 268,90 £ 114,06 0,4256
0, mitocondrial (uaf) 62,28 + 69,89 71,80 £54,06 0,9114
Masa mitocondrial (uaf) 2220,09 + 913,34 2271,55 + 864,24 0,8775
ONOO" total (uaf) 21,93 +18,75 17,57 £11,52 0,4347

Al igual que en las tablas anteriores, en la tabla 21 se muestran
las medias de los valores de fluorescencia para los parametros
de interés, y se recogen los p-valores de los contrastes de
hipdtesis para ver si habia diferencias entre los pacientes con
DCP que tenian neumonias de repeticién, y los que no las
presentaban. Se observa que todos los p-valores son superiores
a a, por lo que en ningun caso se puede rechazar la Hoy, por
tanto, tampoco se puede decir que hayan diferencias entre los

grupos.
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5.6.4. Atelectasias

Tabla 22. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin atelectasias. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipétesis utilizados: t-student si se cumplia normalidad,
y Mann-Whitney si no se cumplia.

ATELECTASIAS

Parametro NO (n=24) Sl (n=11) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 12,42 + 8,84 6,52 +4,75 0,0520
NO (uaf) 50,28 + 32,28 59,70 +36,15 0,4720
Peroxidos (uaf) 519,45 +672,60 1104,73+661,16 0,0125
0, total (uaf) 288,74 +189,75 198,29 +118,48 0,1907
H,0, mitocondrial (uaf) 274,17 £ 118,44 233,09+81,97 0,3221
0, mitocondrial (uaf) 78,27 £ 72,04 62,85 +35,06 0,5148
Masa mitocondrial (uaf) 2090,72 +994,09 2483,36+675,54 0,2589
ONOO" total (uaf) 20,00 + 14,74 20,35+14,71 0,9528

En este caso, la tabla 22 muestra las medias y desviaciones
estdndar de los valores de fluorescencia para los distintos
parametros, y de los porcentajes de apoptosis en los grupos de
pacientes con DCP que presentaban, o no, atelectasias. Ademas,
se recogen los p-valores de los contrastes de hipétesis para ver
si habia diferencias entre los grupos de pacientes con DCP que
tenian atelectasias y los que no las presentaban. Se observa que
la mayor parte de los p-valores son superiores a 0,05, por lo que
no se puede rechazar la Hoy, por tanto, tampoco se puede decir
gue haya diferencias entre los grupos. En el caso de los perdxidos

intracelulares, medidos con DCF, se aprecia que la media de los
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valores de fluorescencia es de 519,45 para los pacientes que no
tienen atelectasias, frente a 1104,73 en los pacientes con DCP
que si las presentan. El p-valor del estadistico de contraste es de
0,0125 (p<a.), por lo que se puede decir que los pacientes con
DCP que presentan atelectasias tienen niveles de perdxidos
intracelulares significativamente superiores a los de los

pacientes que no las presentan (figura 23).
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Figura 23. Grafica de barras que muestra la mediana y rango intercuartilico de los
valores de fluorescencia para el DCF, en pacientes con DCP que presentan -o no-
atelectasias, y permite visualizar que los niveles perdéxidos intracelulares son
mayores en los pacientes que tienen atelectasias. Ademas, el p-valor del estadistico
de contraste (p-valor<a), nos permite rechazar la Hp de igualdad de medianas. En
este caso se ha utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipétesis,
porque los grupos no seguian una distribucion normal
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5.6.5. Bronquiectasias

Tabla 23. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin bronquiectasias. También se muestran los
p-valores de los contrastes de hipétesis utilizados: t-student si se cumplia
normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplia.

BRONQUIECTASIAS

Parametro NO (n=20) Sl (n=15) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 11,23 +7,21 9,66 +8,93 0,6165
NO (uaf) 58,88 + 38,58 51,23 +29,78 0,5599
Perdxidos (uaf) 668,92 + 578,93 842,01 +838,33 0,5370
0, total (uaf) 248,91 +129,24 272,16 £203,64 0,4174
H,0, mitocondrial (uaf) 251,69 £ 97,43 264,80 £ 120,14 0,7562
0, mitocondrial (uaf) 84,18 + 66,16 65,02 £+56,86 0,4174
Masa mitocondrial (uaf) 2091,54 + 748,06 2273,73+978,26 0,5893
ONOO" total (uaf) 20,45 11,89 21,17 +16,58 0,8981

La tabla 23 muestra las medias de los valores de fluorescencia
para los fluorocromos correspondientes, asi como las de los
porcentajes de células positivas para Anexina V. Ademads, se
recogen los p-valores de los contrastes de hipdtesis para ver si
habia diferencias entre los pacientes con DCP que presentaban
bronquiectasias y los que no las tenian. Vemos que todos los p-
valores son superiores a o, por lo que en ninguln caso se puede
rechazar la Ho, y, por tanto, no se puede decir que hayan

diferencias entre los grupos.
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5.6.6. Rinosinusitis cronica

Tabla 24. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin rinosinusitis. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipétesis utilizados: t-student si se cumplia normalidad,
y Mann-Whitney si no se cumplia.

RINOSINUSITIS

Parametro NO (n=17) Sl (n=18) p-valor
Niveles de apoptosis (%) 12,02 £ 8,99 8,70+7,05 0,2661
NO (uaf) 61,48 £ 36,72 46,85 + 30,84 0,2482
Peroxidos (uaf) 623,00 *+ 624,37 970,62 +979,44 0,2861
0, total (uaf) 283,24 £ 154,63 228,85 +182,85 10,4254
H,0, mitocondrial (uaf) 279,17 £ 93,70 236,33 £ 116,37 0,2965
0O, mitocondrial (uaf) 89,90 +67,30 58,00 +52,75 0,1584
Masa mitocondrial (uaf) 2134,17 +856,91 2312,72+911,09 0,5947
ONOO" total (uaf) 27,30+17,01 14,08 £+ 9,68 0,0129

En este caso, la tabla 24 muestra las medias y desviaciones
estdndar de los valores de fluorescencia para los distintos
parametros, y de los porcentajes de apoptosis en los pacientes
con DCP que sufren rinosinusitis crénica, y los que no la
presentan. Ademas, se recogen los p-valores de los contrastes
de hipdtesis para ver si habia diferencias entre los grupos. Se
aprecia que la mayor parte de los p-valores son superiores a o,
por lo que no se puede rechazar la Hpy, por tanto, no se puede
decir que hayan diferencias entre los grupos. En el caso de la
generacion de niveles de ONOO" total, medido con DHR123, se

aprecia que la media de los valores de fluorescencia es de 27,30
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para los pacientes que no tienen rinosinusitis, frente a 14,08 en
los pacientes con DCP que presentan rinosinusitis. El p-valor del
estadistico de contraste es de 0,0129 (p<a.), por lo que se puede
decir que los pacientes con DCP que presentan rinosinusitis
tienen niveles de ONOO' significativamente inferiores a los de los

pacientes que no tienen rinosinusitis (figura 24).
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Figura 24. Grafica de barras que muestra la mediana y rango intercuartilico de los
valores de fluorescencia para la DHR123 en pacientes con DCP que presentan, o no,
rinosinusitis, y permite visualizar que los niveles ONOO™ son menores en los
pacientes que tienen rinosinusitis. Ademas, el p-valor del estadistico de contraste
(p-valor<a), permite rechazar la Hy de igualdad de medianas. En este caso se ha
utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipétesis, porque los grupos
no seguian una distribucién normal.
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5.6.7. Situs inversus

Tabla 25. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones tipicas de los
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parametro
analizado en pacientes con DCP, con y sin situs inversus. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipdtesis utilizados: t-student si se cumplia normalidad,
y Mann-Whitney si no se cumplia.

SITUS INVERSUS

Parametro NO (n=26) SNGEL)] p-valor
Niveles de apoptosis (%) 11,26 £4,87 5,31+4,87 0,0532
NO (uaf) 55,58 + 35,97 47,54 + 24,76  0,5645
Peroéxidos (uaf) 681,44 + 844,97 1332,63+711,20 0,0338
0, total (uaf) 262,64 + 18,88 237,59 +99,04 0,7390
H,0, mitocondrial (uaf) 260,83 + 114,01 247,88 £96,97 0,7838
0, mitocondrial (uaf) 73,86 £ 66,02 62,45 + 33,25 0,6455
Masa mitocondrial (uaf) 2213,87+916,93 2366,63 + 748,02 0,6752
ONOO" total (uaf) 19,63 + 13,88 17,68 £+17,21 0,7604

En la tabla 25 se muestran las medias y desviaciones estandar de
los valores de fluorescencia para los distintos pardmetros, y de
los porcentajes de apoptosis en los grupos de pacientes con DCP
que presentan, o no, situs inversus. Ademas, se recogen los p-
valores de los contrastes de hipdtesis para ver si habia
diferencias entre los grupos. Se aprecia que la mayor parte de
los p-valores son superiores a o, por lo que no se puede rechazar
la Ho y, por tanto, tampoco se puede decir que existan
diferencias entre los grupos. Respecto a los niveles de perdxidos

intracelulares en general, medidos con DCF, se aprecia una



Resultados

media de valores de fluorescencia de 681,44 para los pacientes
gue no tienen situs inversus, frente a 1332,63 en los pacientes
con DCP vy situs. El p-valor es de 0,0338 (p<a), por lo que se
puede decir que los pacientes con DCP vy situs inversus tienen
niveles de perdxisoa intracelulares significativamente superiores

a los de los pacientes que no tienen situs inversus (figura 25).
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Figura 25. Grafica de barras que muestra la mediana y rango intercuartilico de los
valores de fluorescencia para el DCF, en pacientes con DCP que presentan -o no- situs
inversus, y permite visualizar que los niveles dr perdxidos intracelulares son mayores
en los pacientes que tienen situs inversus. Ademas, el p-valor del estadistico de
contraste (p-valor<a), permite rechazar la Ho de igualdad de medianas. En este caso
se ha utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipétesis, porque los
grupos no seguian una distribuciéon normal.
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5.7. Analisis de la correlacion
entre las variables
cuantitativas estudiadas

en el grupo de pacientes
con DCP

Tras la realizacién de los contrastes de hipdtesis para ver si habia
diferencias en los parametros de estrés oxidativo entre los
grupos de pacientes y controles, se ha visto que los pacientes
con DCP tienen niveles mas bajos de NO, O,y ONOO total, H,0;
mitocondrial y O2” mitocondrial, y menores niveles de apoptosis
que los controles sanos. A la vista de los resultados, se han
buscado posibles correlaciones entre las variables cuantitativas
contindas mencionadas, asi como entre éstas y, el IMC de los
pacientes y los niveles de nNO. Los resultados de la matriz de

correlaciones se recogen en el Anexo 6.

En la parte de debajo de la matriz se muestran los diagramas de
dispersidn que permiten visualizar la posible relacién entre las
dos variables comparadas. Para el andlisis del grado de relacién
lineal entre las variables, se ha utilizado el coeficiente de
correlacién que aparece en la mitad superior de la matriz. Junto
a los coeficientes de correlacién, en algunos casos se ponen

asteriscos, que indican que el p-valor del analisis concreto ha
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sido inferior a a, lo que permite rechazar la Ho, y afirmar, por
tanto, que hay una relacién lineal entre las variables que se estan

contrastando.

Se ha visto que no existe correlacién entre el IMC y ninguna de
las variables estudiadas. En referencia al nNO, Unicamente se ha
encontrado una correlacién positiva con los niveles de apoptosis
(p=0,42). Y, en cuanto al ONOO" total, tampoco presenta

correlacién con ninguna variable.

El resto de variables se encuentran mas relacionadas entre si,
mostrando que los pacientes con mayores niveles de H,O;
mitocondrial y O mitocondrial, tienen mayores niveles de
apoptosis (p de 0,46 y 0,44 respectivamente). Del mismo modo,
los pacientes que presentan mayores niveles de NO y Oy total,
también presentan mayores niveles de apoptosis (p de 0,36 y

0,54 respectivamente).

Asi mismo, los pacientes que tienen niveles mas elevados de
H,0, mitocondrial, muestran mayores niveles de Oy
mitocondrial, NO y O, total (p de 0,64; 0,61 y 0,53
respectivamente). Igualmente, los pacientes con niveles mas
elevados de O, mitocondrial, tienen niveles mas altos de NO y
O, total, aunque las correlaciones son mas débiles (p de 0,49 y
0,47 respectivamente). Y a su vez, los que presentan mayores

niveles de NO, tienen niveles mas elevados de O, total (p = 0,49).
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Por ultimo, se han incluido los niveles de carbonilacién proteica
y peroxidacién lipidica en la matriz de correlaciones, para ver si
alguna de Ilas variables anteriormente mencionadas se
correlacionaba con el dafo oxidativo sobre las biomoléculas. Se
ha encontrado que los niveles de NO estan directamente
correlacionados con ambos (p de 0,56 respecto a la peroxidacion
lipidica, y de 0,43 con los niveles de carbonilacién de proteinas).
A su vez, los pacientes que presentan mayores niveles de
carbonilacién de proteinas, también presentan mayores niveles

de peroxidacion lipidica (p de 0,55).

5.8. Arbol de clasificacién
como pacientes o
controles segun los
parametros de estres
oxidativo

Por ultimo, se ha creado un arbol de decisidn tipo CART que
permite clasificar a los individuos participantes en el estudio en
los grupos de pacientes o controles, usando como criterios
clasificatorios los valores de ciertos parametros del perfil
oxidativo medidos en sus células del epitelio nasal (Figura 26).
Para la interpretacién del arbol es importante tener en cuenta lo

siguiente:
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En cada nodo del arbol se especifica si los integrantes
pertenecen al grupo de pacientes o al de controles.
También se muestra en cada caso la probabilidad (en
tanto por 1) de pertenecer al grupo control: se considera
1 en el caso de grupos con probabilidad del 100% de
pertenecer al grupo control; y 0 en el caso de grupos con
100% de probabilidad de ser del grupo de pacientes (0%
de ser del grupo control).

Y, por ultimo, se muestra el porcentaje de individuos que
pertenecen a cada grupo definido.

Ademads, aparecen las variables seleccionadas para el
modelo éptimo que mejor definen los grupos finales y los
valores de corte que se han determinado para latoma de
decisidon. De acuerdo a la estructura jerarquica del arbol
de clasificacién elegido, se puede decir que las variables
que mejor definen a los grupos de estudio, en orden de
importancia, son: ONOO", niveles de carbonilacién de
proteinas y O,.mitocondrial, potencial de membrana

plasmatico, y perdxidos intracelulares medidos con DAF.
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Control
0.51
100%

Peroxinitrito_media < 30

Prot_carboniladas >= 824 ———— ——02_mitoc < 68—

Pot_memb_plasm >= 234

Perdxidos >=232

Paciente Control Paciente Control
0.00 1.00 0.40 0.94
28% 6% 11% 34%

Figura 26. Arbol de decision tipo CART para la clasificacién de los individuos en
grupos de pacientes o controles usando, como criterios clasificatorios, ciertas
variables del perfil oxidativo de sus células epiteliales.

A la vista de los resultados obtenidos (figura 26), el arbol 6ptimo
permite caracterizar los siguientes grupos de individuos de

acuerdo al perfil de estrés oxidativo de sus células epiteliales:

e El primer grupo de sujetos, que constituye el 6% de la
muestra con una probabilidad del 100% de ser
clasificados como controles son los que tienen las
caracteristicas siguientes:

o ONOO < 30 uaf.
o Carbonilacion de proteinas > 824 uaf.

o Potencial de membrana plasmatico < 234 uaf.
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o Peroxidos medidos con DCF < 232 uaf.

El segundo grupo de sujetos, que constituye el 6% de la
muestra con una probabilidad del 100% de ser
clasificados como controles son los que tienen las
siguientes caracteristicas:

o ONOO < 30 uaf.

o Carbonilacién de proteinas < 824 uaf.
Y el tercer grupo de sujetos, que constituye un 34% de la
muestra con alta probabilidad (94%) de ser clasificados
como controles son los que tienen las siguientes
caracteristicas:

o ONOO > 30 uaf.

o Oz mitocondrial > 68 uaf.
El primer grupo de sujetos, que constituye el 28% de la
muestra con una probabilidad del 100% de ser
clasificados como pacientes son aquellos con:

o ONOO < 30 uaf

o Carbonilaciéon de proteinas > 824 uaf

o Potencial de membrana plasmatico > 234 uaf.
El segundo grupo de sujetos, que constituye un 15% de la
muestra con alta probabilidad (86%) de ser clasificados
como pacientes son aquellos con:

o ONOO < 30 uaf



Resultados

o Carbonilacion de proteinas > 824 uaf
o Potencial de membrana < 234 uaf.
o Perdxidos medidos con DCF > 232 uaf.

e Yeltercergrupo de sujetos con una probabilidad del 60%
de ser clasificados como pacientes, que constituyen un
11% de la muestra son aquellos con:

o ONOO > 30 uaf

o Oz mitocondrial < 68 uaf.

Para determinar la capacidad diagndstica del test, se ha
evaluado el mismo en la muestra de prueba. Se ha realizado un
andlisis curva ROC (Figura 27) para determinar la exactitud
diagnéstica del arbol de decisién, asi como la sensibilidad y

especificidad del test.
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1.0

AUC: 0.805

Sensitivity

0.4

0.2
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1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Specificity
Figura 27. Curva ROC para la determinacion de la sensibilidad, especificidad y
exactitud diagnéstica del arbol de decision.
En la Figura 27 se observa que se trata de un test diagnéstico con
una capacidad discriminativa buena, pues tiene un area bajo la
curva (AUC) de 0,805; una sensibilidad diagnéstica del 71%, y una
especificidad del 82%.
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En este trabajo se describen los distintos parametros
relacionados con el perfil oxidativo de las células del epitelio
nasal de controles sanos y pacientes con DCP, con el objetivo de
identificar sus posibles implicaciones en la fisiopatologia de la
enfermedad. A su vez, se detallan las caracteristicas clinico-
patoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio para ver si
pudiera existir relacién entre alguno de los parametros de estrés
oxidativo estudiados y cualquiera de las manifestaciones clinicas
propias de la enfermedad. Por ultimo, y con el fin de contribuir
a facilitar el diagndstico de la DCP, se ha desarrollado un arbol
de decisidn para poder discriminar a nuevos individuos como
pacientes o controles, en funcién de algunos pardmetros del

perfil oxidativo en sus células del epitelio nasal.

6.1. Consideraciones
generales de la muestra

Uno de los principales problemas que se plantean en los estudios
dedicados a enfermedades raras, es conseguir que se incluya a
un numero suficiente de pacientes para que los tests realizados
tengan poder estadistico. En este estudio, a pesar de la baja
prevalencia de la DCP en la poblacion (estimada en 1/20.000%),

se ha logrado incluir a 35 pacientes y 35 controles. Se trata un
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tamafio muestral adecuado para permitir que los test aplicados
tengan poder estadistico suficiente para inferir sobre la

poblacién en general.

Tras hacer los contrastes correspondientes se ha visto que no
hay diferencias significativas respecto a la edad y al sexo entre

los dos grupos.

En el grupo de pacientes, predominan discretamente los adultos
(> de 18 afos) con un 54,29%, sobre los nifios ( 0-17 afios de
edad) con un 45,71%. El valor medio del IMC, uno de los
parametros recogidos en nuestros pacientes por su posible
influencia en el estrés oxidativol’>, se encuentra en el rango de
normalidad (22,53kg/m?, inferior a 30 kg/m?)*’%, y no se ha
correlacionado con ninguno de los parametros de EO evaluados

(Anexo 6).

La edad media en el momento del diagndstico de DCP fue a los
19,56 afios, lo que llama extraordinariamente la atencidn, por su
llamativo retraso respecto a las medias europea (5,3 afios) y
espafiola (6,1 afios)'®. Probablemente ésto es debido a que las
medias de edad citadas se extrajeron de un amplio estudio
multicéntrico que englobaba sdlo a pacientes pediatricos, con lo
que légicamente- el diagndstico tenia que haber sido hecho
antes de los 18 afios de edad, fecha limite de su inclusion en ese

estudio®®. En nuestra serie, como ya se ha comentado, el numero
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de adultos incluidos (19) supera al de los nifios (16) y es conocido
que, en la edad adulta, el diagndstico de la enfermedad empieza
a establecerse ante la presencia de bronquiectasias, o ante casos
de infertilidad, fundamentalmente en el varén. Los pacientes
adultos de nuestro estudio proceden del servicio de
Otorrinolaringologia del HGUV, Centro de Referencia para el
diagnéstico de DCP, al que se remiten pacientes con esta
sospecha clinica desde toda Espafa para realizar las pruebas
diagnésticas especificas que lo corroboren. Cuando se trata de
enfermedades raras el conocimiento de la enfermedad por el
colectivo médico del centro de origen es determinante y, en este
caso, se demuestra que queda mucho camino por recorrer en la
formacion del personal sanitario en este campo que, en el caso
de la DCP se ve agravado al contar sdlo en Espafia con dos
centros diagnosticos de esta enfermedad. Respecto a los
pacientes pediatricos incluidos en el estudio, la mayoria
procedentes de la Unidad de Neumologia Pediatrica del HCUV,
la edad media al diagnodstico fue de 4,53 afios, mostrando se

habia hecho a edades mas tempranas, similares las europeas.

Otro dato que puede llamar la atencidn en nuestra muestra de
pacientes es que sélo 25,71% de los individuos incluidos en el
estudio presentan situs inversus, cuando la media europea con
esta caracteristica es del 44%'8. Probablemente esto se debi6 a

que la inclusién se hizo aleatoriamente, hasta alcanzar la cifra de
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los 35 aceptados, a medida que los pacientes acudian -para su
seguimiento- a las consultas de ORL o de neumologia infantil, y
no partiendo del cupo totalde casos diagnosticados por nuestro
Grupo, al no ser todos de nuestra zona geograficay, por ello, no
tan accesibles. En su conjunto, en una publicacién de nuestro
grupo en el afio 2013, de los 72 pacientes entonces resefiados,
38,3% portaban un situs inversus, lo que se acerca mas a la media

europea’’’,

Respecto al resto de sintomas de la enfermedad, aunque las
cifras recogidas en distintas publicaciones difieren entre si, en
funcién de la especialidad de los autores del estudio que los
recoge (ORL, pediatras, neumodlogos....), en general, todos
coinciden en la reiteraciéon de la mayor parte de sintomas
tabulados en esta tesis. La tos productiva crénica se da en el
88,57% de nuestros pacientes, con una prevalencia similar a la
publicada por Behan et al. y Hossie et al., 201438178, La presencia
de bronquiectasias (en el 42,86%), es también semejante a los
porcentajes presentados en otros trabajos!’9'8, aunque
superior al 29,30% al publicado por Behan el al3,
probablemente porque en este estudio predominan los nifios
sobre los adultos. En el 31,43% de los individuos afectos se
detectan atelectasias, porcentaje superior al 20% descrito por
Dettmer et al*®; en el 28,57%, asma de dificil control,

coincidente con Busquets et al*®?; 60% presentan otitis, dato
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e

similar a los publicados por Behan et al., Iiiguez et al., Oktem et
al. y Pruliere-Escabasse et al. 33183184 |3 rinosinusitis crénica
afecta al 51,43% , porcentaje parecido al del estudio de Sommar
et al.*®>. Y por dltimo, 57,14% tienen neumonias de repeticidn,

similar a los datos de Behan et al., Ifiiguez et al. y Jain et

al 38,183,186

En referencia a las pruebas diagndsticas realizadas y partiendo
en todos los casos de una clinica comparible sobre la que se
establecia la sospecha clinica de la enfermedad, se ha
considerado como la mas concluyente, la valoracion de la
funcién ciliar mediante el analisis de patrén y frecuencia del
batido ciliar por video-microscopia de alta velocidad?®. El estudio
de batido ciliar se planted siempre en periodos de estabilidad
clinica, sin que el paciente hubiera sufrido ninguna
reagudizacion, al menos un mes antes. En caso de duda, se
repetia el estudio, las veces necesarias para corroborar los

resultados.

En 22 de los pacientes incluidos en el estudio, se ha estudiado la
ultraestructura ciliar mediante ME, encontrando defectos
totales en los BID en el 31,82%, desorganizacién de MT en el
9,09%, transposicion en el 4,55%, déficit parcial de dineina en el
13,64%, y 13,64% ha presentado una ultraestructura normal. El

resto de pacientes no cuentan con un estudio ultraestructural
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del cilio al no haber podido obtener cortes trasversales
suficientes y/o adecuados para su andlisis, a pesar de la
repeticidn de las biopsias. Estos datos reflejan que la ME sirve
como prueba concluyente en el caso de encontrar un defecto
compatible con la enfermedad, pero no permite descartar la DCP

en el caso de que los cilios tengan una ultraestructura normal3®.

6.2. Relacion del estrés
oxidativo con la DCP

Los resultados de este estudio muestran una disminucidn
estadisticamente significativa en los niveles de Oy total vy
mitocondrial, H,0, mitocondrial, NO y ONOQO", ademas de una
disminuciéon en el porcentaje de células apoptdticas en los
sujetos con DCP respecto a controles. Se ha observado un
aumento estadisticamente significativo en los pacientes
respecto a los controles, en la masa mitocondrial medida por
citometria de flujo, asi como en el porcentaje de células vivas.
Los resultados indican un  pequefio incremento,
estadisticamente no significativo, en el potencial de membrana
mitocondrial. No se encuentran diferencias significativas entre
controles y pacientes en los niveles intracelulares de Ca?*, de

GSH, o en el potencial de membrana plasmatico.
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Uno de los resultados mas relevantes del trabajo es que en las
células del epitelio nasal de los pacientes con DCP se han
encontrado niveles de NO estadisticamente inferiores a los de
los controles (p=0,0076 ). El NO es una molécula sefalizadora
intra- e intercelular implicada en diversos procesos fisiolégicos y
patofisioldgicos'®’. Tiene un papel muy importante en la defensa
inmune; a nivel del sistema circulatorio es una molécula
vasodilatadora; a nivel del sistema nervioso actia como
neurotransmisor; en biologia reproductiva es responsable de la
implantacion del embridon en el Utero y de la angiogénesis en el
embrién; y por ultimo, en referencia a la sefializacion, puede
actuar como inhibidor o estimulador de la apoptosis segun los

casosi,

El NO se sintetiza en las células a partir de la arginina, en un
proceso que necesita el NADPH como cofactor, por el que se
genera NADP* y citrulina. Hay tres oxido nitrico sintasas
principales responsables de la produccion de NO: la NOS
neuronal (NNOS o NOS1), la inducible (iNOS o NOS2) y la
endotelial (eNOS o NOS3)'#1%0 |as enzimas NOS1 y NOS3
producen NO en respuesta a los niveles de Ca%*. En cambio, la
NOS2 es independiente de esos niveles, y se activa en la
respuesta inmune, produciendo NO en los procesos de

proteccion frente a las infecciones!®/192,193,189,
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Diversos trabajos han demostrado que los niveles de nNO son
muy bajos en los pacientes con DCP, tanto es asi, que se utilizan
como método de cribado para el diagndstico de la
enfermedad'®*192, Hay diversas hipétesis que tratan de explicar
estos bajos niveles'®!. La primera de ellas postula que el NO
producido por las células se consume rdpidamente al
interaccionar con ciertas ERO produciendo otras ERN%>"198 QOtra
hipdtesis explica los bajos niveles de nNO al quedar atrapado en
el moco de los pacientes!®¥2%, También se podria entender por
la presencia de bacterias denitrificantes, que reducirian los
niveles de NO mediante la accion de una NO reductasa®?. Por
otro lado, también se postula que el NO puede quedar atrapado
en los senos paranasales obstruidos de los pacientes con DCP?°1,
Hay otras hipdtesis que explican los bajos niveles de nNO por una
reduccion de la biosintesis de NO. Esto puede deberse a la baja
expresiéon de alguna NOS, concretamente la NOS2 que se activa
frente a infecciones?%2. También podria producirse por una baja
disponibilidad de la L-arginina, sustrato de las NOS2%3-205 Y, por
ultimo, podria ser debida a la pérdida de actividad de las NOS
por un desacoplamiento mecanico de la enzima. En este sentido,
Narang et al. propusieron que la actividad de la NOS requiere de
la funcidn ciliar via acoplamiento mecdnico con las ATPasas de
dineina que puede verse afectado en los pacientes con DCP2%6,

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que los bajos niveles
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de nNO en esta enfermedad se deben a una menor biosintesis
de la molécula, puesto que —a nivel celular- hemos visto que

estos niveles son significativamente mas bajos.

A su vez, los bajos niveles de NO encontrados en las células del
epitelio nasal de los pacientes concuerda con el estudio de Li et
al, que demuestra que en las células ciliadas, el NO regula la
frecuencia de batido ciliar via cAMP y cGMP. Asi, el cAMP y cGMP
activan a las protein-kinasas A y G, que fosforilan las cadenas
ligeras de dineina aumentando el batido ciliar, que es deficiente

en los pacientes con DCP?%,

Otro resultado relevante del trabajo ha sido la deteccién, en las
células de los pacientes con DCP, de unos niveles de ONOO" y
apoptosis estadisticamente inferiores a los de los controles
(p=0,0071y p=0,0036, respectivamente). Se ha demostrado que
la combinacion de O,y NO in vivo da lugar a la formacion de
ONOO88, De ese modo, puesto que los niveles de NO y O, son
mas bajos en los pacientes que en los controles, la produccién
de ONOO en estas células tiene que ser inferior. En la respuesta
inmune, sobre todo, el NO producido por el iNOS estimula la
apoptosis en presencia de O; mediante la via de produccién de
peroxinitritos'®18 En |a DCP, dado que los niveles de NO, Oy

en las células del epitelio nasal son mas bajos, se produce menos
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ONOO  con lo que la estimulacion de |la apoptosis por esta via es

inferior a la de los controles sanos.

A nivel mitocondrial, se ha demostrado en este trabajo que a
pesar de tener una mayor masa mitocondrial, los pacientes con
DCP tienen niveles de H,0; y O,” mitocondrial estadisticamente
inferiores a los de los controles sanos (p<0,0001 y p=0,0004,
respectivamente). Se habla de una NOS especifica de la
mitocondria que produce NO en este orgdnulo. El NO en la
mitocondria estimula la producciéon de H,0, mitocondrial a
través de la autooxidacién del ubiquinol?®®. En condiciones
normales, este H,0, mitocondrial participa en cascadas de
sefializacion. A su vez, el NO mitocondrial se combina con el Oy
mitocondrial para producir ONOO". En el caso especifico de la
mitocondria, se postula que la NOS mitocondrial puede
funcionar como peroxinitrito sintasa, favoreciendo la produccion
de ONOO"en este organulo?®®, En las células del epitelio nasal de
los pacientes con DCP, aunque no se ha podido medir el NO
especifico de la mitocondria, sabemos que los valores de NO
total son inferiores a los de los controles. Estos bajos niveles
podrian explicar, en ellos, la menor produccién de Oz y H,O»
mitocondrial, a pesar de su mayor masa mitocondrial respecto a

los controles.
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Por otro lado, no haber encontrado diferencias en el potencial
de membrana plasmatico y mitocondrial, ni en los parametros
de daio oxidativo sobre lipidos y proteinas, ni en los niveles de
GSH y de Ca?* intracelular demuestra que -al contrario de lo
planteado en nuestra hipétesis inicial- los individuos con DCP no
tienen mas EO que los sujetos sanos. De hecho, los datos sobre
el incremento de viabilidad celular en los sujetos enfermos
respecto a los controles estarian en concordancia con esa menor

afectacidn del EO en estos pacientes.

En referencia a la comparacién del perfil oxidativo de los
pacientes con DCP con distintos estados evolutivos, no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los parametros, entre los nifios y adultos afectos.
También se ha visto que las diferencias en la funcidn ciliar
tampoco influyen en los niveles de EO medidos en este estudio,
al no haber encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con distintos patrones de

movilidad ciliar.

Respecto a la comparacion entre sexos, se ha comprobado que
las mujeres con DCP tienen niveles de O, y H,0, mitocondriales
significativamente inferiores a los de los varones con la
enfermedad (p=0.0280 y p=0.0273, respectivamente). Esto

concuerda con estudios anteriores de Borras et al. y Viia et al.
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gue demostraron en ratas, que la tasa de produccion
mitocondrial de peréxido de hidrégeno es superior en machos
gue en hembras. Se demostré que en las hembras hay una
mayor actividad de las enzimas antioxidantes Mn-SOD y GPx que
en los machos, confiriéndoles una mayor proteccién frente al
dano de los radicales libres responsables del envejecimiento, lo
gue reporta una evidencia molecular de la diferente esperanza

de vida entre machos y hembras?09210,

Por lo que respecta a la comparacién entre los distintos
pardmetros de estudio en los pacientes con DCP en presencia, o
no, de determinados sintomas, tampoco se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas. Asi, no las hay entre
los individuos con, o sin, otitis recurrentes. Tampoco entre
pacientes con -o sin- asma, neumonias de repeticion o
bronquiectasias. En cambio, se ha visto que en los sujetos con
atelectasias o situs inversus, los niveles de perdéxidos
intracelulares son significativamente superiores a los que no
presentan estas anomalias (p=0,0125 y p=0,0338
respectivamente). Ademas, en los pacientes con rinosinusitits
crénica los niveles de ONOO son significativamente inferiores a
los que no la tienen (p=0,0129). En nuestro conocimiento no
existe hasta la fecha ningln trabajo que justifique estos
resultados, pues hay muy pocos estudios previos sobre la

relacion del EO con la DCP.
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Por ultimo, se ha encontrado un método diagndstico que
permite, mediante la combinacidn de los niveles de ONOO", Oy
mitocondrial, carbonilacion de proteinas, potencial de
membrana plasmatico y perdxidos intracelulares medidos en las
biopsias del epitelio nasal, clasificar a nuevos individuos como
“pacientes” o “controles”. Este arbol de decision tiene una
capacidad discriminativa del 80,5%, una sensibilidad diagndstica
del 71% y una especificidad del 82%. Aunque tendria que
validarse prospectivamente con nuevos individuos, abre una
puerta en el diagndstico de esta enfermedad, que sigue siendo
muy complejo, econdmicamente caro, y requiere personal muy

especializado.

6.3. Limitaciones del estudio

Como en cualquier trabajo de investigacidn, hay que reconocer
algunas limitaciones en nuestro estudio. Por una parte, en
referencia al diagndstico, no se han podido efectuar todas las
pruebas diagndsticas en todos los pacientes: el andlisis funcional
de los cilios se realizd en los 35 casos, el analisis de la
ultraestructura ciliar en 22 (en todos los que se pudieron
encontrar cortes trasversales suficientes para el estudio), y el
nNO en 20, aquellos que pudieron colaborar. Se sabe que la DCP
es una enfermedad compleja y que no existe una técnica gold

standard para su diagnodstico. Por ello, para lograr diagndsticos
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concluyentes, seria muy importante plantear un estudio
genético de las mutaciones descritas hasta el momento. Sin
embargo, en la actualidad se trata de una prueba aun no incluida
como diagndstico de rutina en la practica clinica.
Adicionalmente, el andlisis de la expresion de las proteinas
implicadas en la estructura ciliar mediante inmunofluorescencia,
es una técnica que se esta utilizando cada vez mas y que
permitiria estudiar algunos defectos ciliares partiendo de una
cantidad de muestra mucho menor que la que se necesita para
la ME. Del mismo modo, la puesta a punto de cultivos celulares
de las muestras de los pacientes mediante la técnica interfaz
aire-liquido, permitiria volver a analizar la funcién vy
ultraestructura ciliar, evitando que las infecciones puedieran
interferir en el diagndstico confundiendo las DCS con las
primarias. La incorporacion estos nuevos métodos es una de las
apuestas de futuro de nuestro grupo, lo que permitira
diagnosticar a pacientes que -con los métodos actuales- no

llegan a tener un diagndstico concluyente.

Por otra parte, debido a que la DCP es una enfermedad rara,
infradiagnosticada'®, el nimero de sujetos incluidos en el
estudio es relativamente pequefio. Por ello, con la “n” de este
estudio, no se ha alcanzado el poder estadistico suficiente para
afirmar diferencias en algunas de las comparaciones planteadas

en el grupo de pacientes, entre distintas condiciones como -por
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ejemplo- los diversos patrones de movilidad ciliar. Es necesario
incrementar la formacion/informacién sobre estas
enfermedades entre los sanitarios que deberian sospecharlas
(neonatologos, pediatras de atencidon primaria, médicos
generales, ORL, urdlogos, etc.) y darles a conocer el circuito a

seguir para derivar a los pacientes con esta sospecha clinica.

Por ultimo, trabajar directamente “in vivo” con las células del
epitelio nasal de los individuos con DCP, tiene la fortaleza de
valorar el perfil oxidativo en el tejido propiamente afectado por
la enfermedad. Pero, a su vez, ésto ha sido otra limitacién debido
a la escasa cantidad de muestra, con la que se trabaja. En este
caso, en el especimen obtenido con las biopsias, se han podido
medir muchos parametros del perfil oxidativo mediante la
citometria de flujo, al ser una técnica que no requiere grandes
cantidades de material. Sin embargo, a la vista de los resultados
obtenidos con ella, si se hubiera contado con una mayor
cantidad de células, hubiese sido de gran interés estudiar la
expresion de las enzimas antioxidantes y de las NOS mediante
PCR cuantitativa a tiempo real, la actividad enzimatica mediante

ELISA y los niveles de proteina mediante Western Blot.
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En este estudio, los pacientes con DCP presentan niveles
de apoptosis, NO, ONOO", O; total, H,0, mitocondrial y
O, mitocondrial en sus células del epitelio nasal
inferiores a los de los individuos sanos. Estos resultados
son concordantes con los bajos niveles de nNO nasal
caracteristicos de los pacientes con DCP.

No se han encontrado diferencias en los valores de Ca?*
intracelular, potencial de membrana plasmatico y
potencial de membrana mitocondrial entre los grupos de

pacientes y controles.

No se han detectado variaciones significativas en los
niveles de carbonilacidn proteica y de peroxidacion
lipidica entre pacientes y controles, indicando que no hay
diferencias en el grado de dafio oxidativo sobre estas

biomoléculas.

No hay diferencias entre nifios y adultos en el perfil

oxidativo de los pacientes con DCP.

No se han visto cambios significativos en los parametros
medidos entre pacientes con distintos patrones de

movilidad ciliar.
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6. Lacomparacion entre sexosha mostrado que las mujeres

con DCP tienen niveles de H;0, mitocondrial y Oy
mitocondrial inferiores a los de los varones con la
enfermedad, no encontrandose diferencias en el resto de

parametros medidos.

Al comparar los distintos pardmetros de EO en los
pacientes con DCP, en funcidn de si presentaban -o no-
determinados sintomas o alteraciones (asma, otitis,
neumonias de repeticién, bronquiectasias, atelectasias,
rinosinusitis crénicas o situs inversus), se ha visto que en
aquellos que tenian atelectasias o situs inversus, los
niveles intracelulares de perdxidos eran en general
superiores a los que no las tenian. Asimismo, los
pacientes con rinosinusitis crénica tienen niveles mas
bajos de ONOO™ que los que no la presentan, no habiendo

encontrado diferencias con los demas sintomas.

Se ha disefiado un darbol de decision que permite
clasificar a los individuos como “paciente” o “control
sano”, en funcion de ciertos niveles de determinados
pardmetros de su perfil oxidativo. Este método debe

validarse con nuevos individuos, pero es una
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prometedora herramienta para ayudar al diagndstico de

la DCP.
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In our study, patients with PCD have lower levels of
apoptosis, NO, ONOO", O; total, mitochondrial H,0, and
mitochondrial Oy in their nasal epithelial cells than
healhy individuals. These results are consistent with the

characteristic low nNO levels of patients with PCD.

No differences were found in the values of intracellular
Ca?*, plasma membrane potential and mitochondrial
membrane potential between the groups of patients and

controls.

No significant variations have been detected in protein
carbonylation and lipid peroxidation levels between
patients and controls, indicating that there are no
differences in the oxidative damage degree on these

biomolecules.

There are no differences between children and adults in

the oxidative profile of patients with PCD.

No significant changes have been seen in the parameters
measured between patients with different ciliary

mobility patterns.
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6. The comparison between sex have shown that women

with PCD have mitochondrial H,0, and mitochondrial Oy
levels lower than those of men with the disease, with no

differences in the rest of the parameters measured.

When comparing OS parameters among patients with
PCD, depending on whether or not they had a certain
symptom or alteration (asthma, otitis, recurrent
pneumonias, bronchiectasis, atelectasis, chronic
rhinosinusitis or situs inversus), we have seen that those
who present atelectasis or situs inversus, have peroxides
levels in general higher than patients who do not present
these symptoms. Likewise, patients with chronic
rhinosinusitis have lower levels of ONOO™ than those who
do not have it, and there are no differences between

patients according to the other symptomes.

A decision tree has been designed to classify individuals
as patient or healthy control based on certain levels of
the parameters of their oxidative profile. This method
must be validated with new individuals, but it is a

promising future tool to help with PCD diagnostics.
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACIDN CUNICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCLA

D. Manuel Labibs Gomez, Secresanio del Comité Elics de Investigacitn Clinkca dal Hespital Clinic
Linivarsitan oe WValkencia

CERTIFICA

Caue sn este Comitd, Bn su reunidn die fecha 20 de enere de 2015, v segln consta en o acia de la
misma, s& han analirads los aspectos dlicos y centilicos mlaconados al proyecta de investigacian
gusa lleva pear bk

Caracterizacidn doal estrds oxidatheo en célwaes epifelfales nassies de pacientes con
DNscimasia Cillar Primaria.

e sard Bavada a cabo an el Semvicio de Pediatria v cuyo nvestigadar princlpal es la Ora. &mparo
Escribans Montaner, acordando quee redne as caracieristicas adecuadas referantes a informacian
a los pacienbes y cuemplimienio de bs crifterios dlicos para la investigacidn madca v biomadica
eslablacidos &n ka Declaracidn oe Helsinki (Jura 1964, Halsinki, Findandia) de la Asamblea Médica
Mundial, ¥ sus revisionss (Octubre 1875, Tokis, Japdn), {Oclubre 1983, Ve neca, |talial,
iSeptembre 1985, Hong Hongl. (Octubre 1866, Scomerset West, Sodafrica), (Oclubre 2000,
Edmburgo), (Octulbre 2008 Sed. Corea) v (Ociubee 2013 Forlalkeza, Brasil) v en la Declaracibn
Liniversal sobre af Gesoma Hurmrarmo y les Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuesrdos
ded Frotocoelo Adlcional del Consefe de Ewopa para fa profeccidn de los Derechos del
Hombre y de la dignidad del ser hvmano frende a la aplicaciones de la biclogia y de i
medicira (Faris 12-1-1888, ralilicado & 23-7-1848].

Lo quea cartifecs a afactos cportunos,

Wabancis, ZB de 2015,

Fdo. : Or. D. D
Secratario oal

Labida S
ité Etico de Irmeestigacian Clinkca

F-CE-GEva-15 Diclamen proyecio
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11.3. Anexo 3

HOJA DE INFORMACKIN &L PACIENTE

Se e ofrece |3 biidad de pariclpar en =l yecho de Investigachon thulado
*Caracisrizacion ﬁa&t‘dn nxluaﬂ'mp:n calulaup;upltaihlan rlaaalaagda paclentas
con Discinasia Clllar Primara” que 2513 skendo realizado por |3 Dra. Ampan
Escrioano, en la Unikdad de Mewmolgia Infantl y Flbnosis quistica del Senddo de
Pedlatria del Hosgpltal Clinkco Universitanio y por &l Dr. Miguel Armengat, en el Sendclo
de Ctominolaringolegia del Hospltal General Unlversitano, de Valencla.

anfecedentos:

La Discinesia CHar Primana (DCP) es un irastomo hersditana, gue arecta a 1/10.000-
60000 Individuos, por o gque s= consldera como una enfermedad rarm o de baja
prevalencla. Su causa e UNa faita total de cllios (apiasla cllar), o una anomalia de &
funcion cillar gue, o blen Implde que los clios @2l oganismo puedan MOoWerse
{sindrome del clllo Inmavil), o gue lo hagan de forma adecuada [discinesia cillar). En
amibos casos, 1os clliss no cumplen su filnclan de ransporte ofy de eliminacion de los
desschos bdxlcos del organismo, o que, 2n &l 3parato respiratorio, va @ provocar un
actrmulo consiants de moco en l3s vias adreas haclendo mucho mas faclles y
frecuentes 135 Infecclones y, 3 13 larga, =l daflo pulmenar. B trastorno de 13 mowilldad
clllar afects también al espemmatoenide v @ ks clllos que taplzan & aparaio genital
famening, por lo que &s coman la esierllidad en 1o varones y una fertllidad reduckda
en I3 mueres. Ademas, & pap=l de o= cllios en 13 disnbucon embnsnaria de 10s
arganos Intemos da lwgar a que un 50% de estos paclentss, pressnien un sMus
INVErSUS.

Lo que Mas va 3 determinar |3 evolcion y pronostico 08 8sta Snfeqmedad, 25 13
Inflamacian & Infecclan cronica e |a via adred, que podna estar propiciada por &
exlstencla de un Increments de la oxldachin e 36 células del epltelo respiratorio, o
gue 52 CONOCE COMa “eses oxldativa™.

Fara es1udiar este 2sas oxioatvio ¥ BU DOSIDE papsl &n |3 Svolucion de 13 afeciacken
respiratona de 1as personas gue tensan 25t3 enfermeadad, 52 van a realizar blopsias sl
epitslin nasal delerminanda, 2n elias, el perfil oxidativo de 138 c2lWas. Los resulados
ODIENIBOS, NOS PEMMEIEN conocer &l estago INfamatono o8 cada sUjsto, ¥ SUgerr
posiDies MA@miSntnG ANtoNdanies Que Mejoren su condicion.

LCual es el objetlve de este estudie?

Determinar e perfil de estrés oaldativo en cdlulas diladas del epielo nasal de
padientes con Discinesla Clar Pimana (DCP). y relaclonar estos parametras con su
slluacion clinica, para enconirar posibles dianas terapdulicas que pusda mejorar su
condician.

LPor gué a8 I8 ha pedido qus partcips?

Para dilucidar sl 2| estrés oxidative es determinants, o na, de la Inflamasien y daflo
respiratono presentes en ios paclentes con DCP, 86 Necesano comparar los datos gue
=2 obiengan con los de oiras personas afscias de enfermedades respiraionas de
distinio cogen, pero gue fambién producen mflamacien y dafio pulmonar, ¥ con
personas sanas, Por elo, 2l estudio Incluye 3 grupos @2 pacientes Magnostcados de
DCP y de voluntaros sanos.

Dado gue wsied, o su hijpda, perenscen a uno de esios grupos, 52 I8 plde su
participacion en este estudio,

LEm qué conzslste su particlpacien? ¢ @use fipe de prusbas o procadimlantos sa ls
raalizaram?
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Se le solicta permiso para ubilzar con fines clentfcos una musstra de su
epliello respiratorie cillado nasal obfenido por madio de un ceplilado supericlal
&ni gl cornate madle nasal, que proporciona una musstra blapsica.

La parficipacién en el presente proyecio no supons ninguna akeraclon del
tratamiento gue este llevando (sl lo teng) y todo tratamiento que se le pueda poner a

partir de los estudios clinico-bloquimicos que 52 e redlicen, serd slempre bajo critenio
medica.

ACusles aon e riesgos genarales de partlclpar an aste astudio?

51 usted, 0 su hijoia, pemenecan al grupo de pacientes, ya han sido sometidos
a la prueba dMagnastica de DCP gue, comao saben, conskste en un cepllado nasal para
obiener una muestra de céulas cllladas, por o que conocen gue la iécnica a5 sencilla,
raplda y practicamente exenia de ningdn fesgo. Tan sdlo notaran wna pequefia
molesila en el punto g2l rascado que, s0lo ocasionalments, pueds acompafiarse de un
leve sangrado kocal gue, en Ccaso que 58 produzca, cede rapida y espontansamente.
De cualquier forma, &l procedimiento lo realizars un oborrnolanngolsgo.

51 usied, 0 su hiljoia perenscen al grupo control, la toma de muestra nasal la
efectla alguno g2 s clinicos gue forman parte del grupo Investigador, expertos en
esta fonica, Introducir un ceplio que rAscara supemcalmentea [a cavidad & comete
medo nasal. Ademas, 85 posible que, 5| usted penenece al grupo confrol, 13 toma &2
efectuard durante el acto guirdrgico al gue va a ser sometido, efeciuandola & mismo
clrufano ciominolaringsliogo que ke va a operar, Incluyendo el mismo procedimienio gue
g ha descriio aneriormente. El nesgo &5 wna leve hemomagla que controlaria el
otomnoiaringtéogo en el iImprobable caso de no ceder espontansaments.

Estas iécnicas de raspado nasal no enfrafian ningan fesgo para sW salud.
ACuales aon e bansficlos de la partlelpacion an este estudlo?

Es muy posible que los resultados obbenldios en esta Investigacion fengan poco
valor dagnostico o prediciive para usted, pero podrd aywdar @ cOnDoEr Mejor su
enfermedad y mejorar el prongsiico y el tratamiento de futunos paclentes.

2E@ué pasard sl decldo no parflcipar an ests astudlo?

Su partizipaclon en esie estudio &5 intaimenie woluniaria. En caso de gue
dedida no pariiclpar en &, estd decisldn no modificard el et ¥ segquimisnio gus
redlicen su medico y & resto del personal sanfano gue s SCUpa de sU enfermedad.
As| mismo, podra refirarse del estudio en cualquisr momenio, s bensr gue dar
explicacionss.

L4 gulgn pusdo preguntar en caso da duda?

Es Imporiantz que comente con cualgulera de los Investigadores de este
proyecto ios pormendores o dudas gue suran, antes de firmar el consantimiento para
su particlpacion.

Asl mismo, podrd solciiar cualquier explicacion gue deses S0Ore cuaiquier

E-E-PE‘:‘ID gal eshudin ¥ EUB |FI1F]||['.33H]I'IE=E- alo |H'QD dal mismo comactando con &l
Investigador del proyecto, e Dr. XXX en el telfono X300, extenskon XXX
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Confldanclalidad:

Todos sus datos, a5l como toda @ Informacikon médica relacionada con su
enfermedad serd fralada con absolta comfidenclaldad por parts del personal
encargado de la Inwestigacion. Asl mismo, &l log resuftados oel estudio fueran
susceplibies o2 publicacidn en revistas cienificas, en ningun moments e
proporcionaran datos personales de los pacienies que han colaborado en esta
Investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccitn de Dalos de Caracter Personal,
podra eercer su derscho a acoeder, rectificar o cancelar sus datos contactando con
Investigador principal oe esbe asiudio.

2 Gué pasard con las musstras Moldglcas obtenldas durants la Investigaclian?

Durante su paricipacién en esie estudio, se oblendra una muestra del epheio
respiratorio clia®o nasal. Esla muesira sera slempre ublizada con fines centificos,
pudiéndose utlizar, s usted asl lo autortza, en el marco de ofros proyecins de
Investigacion que tengan como objstvo el estudic de su enfermedad y gue
prevlamenta hayan sido evaluados y aprobados por el ComBé Etico de Investigaciin
Clink:a gel Hosphlal.

Ademas, este material no serd bajo ningdn concegbo, nl en ningan momenio,

motivo de |lueno, nl por 54 venta del materal, nl por la ceglon de los derechos para
redllzar esiudios sobne 2| mismo.
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CONSENTIMIENTD INFORMADOC

THuwo del Proyechy tRuads: Caracterzaclén del astrés oxldative en células
eplisllales nasales de paclentes con Discingsla Cllkar Pimara
Investigadora principal: XXX

Semvicio: XXX
¥, he sido Informado por 2|
or. , colaboragor del proyeci de  Investigacion  amiba

mendonado, ¥ declan que:

- He leido la Hoja de Informacien que s me ha entregado
- He podido hacer prequnias 500re &l estudio

- He recibldo respuestas satisTactonas a mis preguntas

- He reciblgo suficiemie Infomacion sabre 2 esiudio

- Comprendo que mi participackn &s voluntara

- Comprendo que todos mis datos seran tratados confldenciaimente
- Comgrendo que pusto retirame del estudio:

- Cuango quiera

- Sin tener que dar explicacionas

- Sin que asto reparcuta en mis cukdados medicos

Autorizo 3@ que |as muestras obtenidas durante el proyecio de Inwestigacion sean
utizadas con fines clentificos en obros proyectos de Investigacion gue tengan por
objeto el estudio de ml enfermedad y que hayan &ldo aprobados por & Comitd de Etica
de Investigacian Clinica del Hospital Xk

£ | Mo
Qulen que 52 me pida autorizackn pravia para wilzar mis muestras blokigicas para
futuros proyectos de Investigacion

£ | Na

Con esto doy mi conformidad para participar en aste estudio,

Firma gl pacients o tutor legal: Firma gl Investigadar:
Fecha: Facha

225



Anexos

11.4. Anexo 4

Tabla suplementaria 1. Tabla de recogida de datos clinicos de los sujetos
participantes en el estudio.

Nombre Paciente

Fecha de nacimiento

Edad actual (afios)

Sexo M F

Peso (Kg)

Talla (cm)

IMC (Kg/m?)

Edad comienzo clinica (afios)

Problemas fertilidad Sl NO

Fumador Sl NO
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11.5. Anexo 5

Tabla suplementaria 2. Tabla de clasificacion de las alteraciones clinicas encontradas
en los pacientes en analisis de la ultra estructura y funcidn ciliar, y medida del nNO.

PRUEBA FECHA RESULTADO
Déficit completo BED y BID
Déficit completo BED
Déficit completo BID
Falta par central de
ULTRAESTRUCTURA microtubulos

CILIAR Desorganizacion de
microtubulos
Transposicion
Déficit parcial de dineina

Normal

Cilios inmoviles
Movilidad vibratil

Amplitud reducida e

MOVILIDAD CILIAR

incoordinacion

Patrén normal, frecuencia

reducida
OXIDO NITRICO Media aritmética de 3
NASAL medidas, en ppb
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HC GENERALITAT VALENCIANA .
Huospital Clinic Universitarl DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

Francisco Dasiy Amparo Escribano
Instituto de Investigacidn Sanitaria INCLIVA/ Servicio de Pediatria

Valencia, 4 de octubre de 2018

Estimados Dr. Dasi y Dra. Escribano

El motivo de la presente es informarle que en la pasada reunion del Comité de fecha 27 de
septiembre de 2018, se evalud su notificacion de la realizacidn de la Tesis Doctoral de Dofia Ana
Reula Martin “Estudio del estrés oxidativo en el epitelio nasal ciliado de pacientes con Discinesia
Ciliar Primaria”.

Dado gue se ha realizado en el marco proyecto “Caracterizacion del estrés oxidativo en células
epiteliales nasales de pacientes con Discinesia Ciliar Primaria” financiado por la Sociedad
Espafiola de Neumologia Pediatrica y aprobado con fecha 29 de enero de 2015 y la doctoranda,
de Dofia Ana Reula Martin, forma parte del Equipo investigador, se acordd informar
favorablemente al desarrollo de la citada Tesis Doctoral.

En caso de requerir informacién adicional, no duden en ponerse en contacto con la Secretaria
del Comité.

Sin otro particular, f
A 8N
!.’], - \'\}\",‘,‘/')
( Ouf\"\g o

Marina Soro [ﬁﬁngo
Presidenta del Comité Etico de Investigacidn clinica
Hospital Clinico Universitario de Valencia






