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RESUM

Introduccio: Avui en dia, el diagnostic de FQ es basa fonamentalment en la prova de la
suor i l'estudi de les mutacions CF7R. Les formes no classiques i les formes
monosimptomatiques de FQ com les bronquiéctasi poden tenir una prova de la suor
normal o dubtosa i una o cap mutacié de la CF7R. Per poder realitzar el diagnostic de FQ
en aquests malalts, s'aconsella utilitzar una prova funcional de la CFTR que demostri “in
vivo” de manera fiable el funcionament de la CFTR. La prova descrita darrerament i més
fiable es la mesura de la diferéncia de potencial nasal (DPN).

Objectius: s’han dividit en dos grans grups. En primer lloc establir els criteris de
formacidé d'un técnic, constatar la repetibilitat de la prova, determinar la sensibilitat (S),
especificitat (E), valor predictiu positiu (VPP) i valor predictiu negatiu (VPN), establir i
determinar els valors de referencia en el nostra medi. El seglient gran objectiu es establir
si la DPN pot confirmar o excloure el diagnostic de FQ o disfuncié de CFTR en els malalts
amb bronquiéctasis difuses i prova de la suor no patologica i si la DPN basal pot ser Util
com a prova de cribratge en pacient s amb bronquiéctasi difuses.

Material i Métodes

Poblacions estudiades: Controls sans no portadors de mutacions CFTR, Fibrotics quistics

(FQ classica); Pacients adults amb bronquiéctasis ; Individus sans portadors d’'una mutacio

de CF7R. Instrumentalitzacié: prova de la suor, mesura de la diferéncia de potencial nasal

(basal i després de la irrigacid amb diferents solucions- amilorida, solucié lliure de clor i
isoproterenol), estudi genétic.

Resultats: poblacid: es varen estudiar respectivament 14, 17, 112 i 30 individus

Primer estudi: El nostre técnic ha fet 352 determinacions; repetibilitat de la técnica: s’ha
obtingut un coeficient de correlacié intraclasse de 0.857. Comparant amb la prova de la
suor, la DPN va mostrar una S: 91.7%; E: 80%; VPP: 78%; VPN: 92,3% i es van establir
els valors de referéncia pel nostre laboratori. L'estudi de la DPN (basal més irrigacié amb
les diferents solucions) va mostrar que la darrera mesura, després de la irrigacid amb
isoproterenol un increment de DPN entre 1 i 11 mV,permetia diagnosticar de FQ malalts
amb BD i prova de la suor no patologica. Un 82% d'aquests malalts tenien mutacions
considerades de menor severitat.

Conclusions: Hem comprovat que un técnic que relaitzi 350 mesures esta ensinistrat per
fer la técnica. La repetibilitat de la técnica fou excel'lent, la qual cosa permet establir
valors de referencia per un laboratori en concret. La determinacié de la DPN en pacients
afectes de BD no filiades permet el diagnostic de FQ. Els nostres resultats aconsellen la

implementacié de la mesura de la DPN basal en el algoritme diagnostic de la FQ.
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ABSTRACT

Introduction: nowadays, the diagnosis of Cystic Fibrosis (CF) is based on the sweat test
and the presence of characteristic mutations. Non classical forms as well as
monosymptomatic patients of CF such as difuse bronchiectasis can have a sweat test
normal or mildly altered and one or none mutation of the CF7R (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator) gen. To achieve a diagnosis of CF, a functional test that
shows “in vivo” the activity of the CFTR is recommended. The most recent and reliable
test implemented is the measurement of the nasal potential difference (NPD).

Objectives: they were divided into two groups. The first one pretended to establish the
criteria for the training of a technician to state the repeatability of the test, determine the
sensitivity (S), specificity (E), positive predictive value (PPV), negative predictive value
(NPV) and establish the reference values of the technique in our environment. The second
objective was to evaluate whether the NPD meaurement can confirm or exclude the
diagnosis of CF and/or CFTR dysfunction in patients with diffuse bronchiectasis and normal
sweat test as well as to establish its usefulness as a screening test in patients with diffuse
bronchiectasis.

Material and Methods:

Population: controls healthy without any mutation of the CFTR; Classic CF (carrying two
CFTR mutations); Adult patients with diffuse bronchiectasis; Healthy individuals carrying a
mutation of CFTR.

Interventions: sweat test, measurement of nasal potential difference (baseline and after
irrigation with different solutions: amiloride, chlorine-free solution and isoproterenol),
genetic study.
Results: population: 14, 17, 112 and 30 individuals were respectively studied. First study:
Our technician performed 352 determinations; Repeatability of the technique: an intraclass
correlation coefficient (ICC) of 0.857 was obtained. Comparing with the sweat test, the
DPN showed a S: 91.7%; E: 80%; PPV: 78%; NPV92.3%. We could establish the
reference values of the NPD technique for our laboratory. Second study: the different NPD
measurements (the baseline and those obtained after irrigation with different solutions)
showed that the last measurement, the one obtained after irrigation with isoproterenol, in
the group of patients with and increment of NPD values between 1 and 11 mV allowed a
diagnosis of CF in patients with diffuse brionchiectasis and a normal sweat test. Eighty two
percent of this group of patients had CFTR mutations, most of which considered of less
severity.

Conclusions: We have found that a technician training is achieved after 350 NPD
measurements. The repeatability of the technique was excellent, allowing to establish

reference values for a particular laboratory. The measurement of NPD in patients with
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diffuse bronquiectasis allows a diagnosis of CF.  Our results recommend the

implementation of the NPD measurement for the diagnosis of CF.
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1 INTRODUCCIO

1.1 Historia de la Fibrosi Quistica

Les primeres observacions Cliniques de la Fibrosi Quistica (FQ) es coneixen des de I'Edat Mitjana, quan
es va observar que la preséncia de la suor especialment salada es relacionava amb una esperanca de
vida molt curta: "El nen a qui al besar-li el front te gust salat, mor molt aviat". En el fons aquesta
observacié clinica il'lustra la relacié entre la disfuncié de la glandula sudoripara i una supervivéncia

molt breu.

Posteriorment, Carl von Rokitansky va descriure I'any 1838 un cas
de mort fetal amb peritonitis meconial, una complicacid6 de lili
meconial associada a la Fibrosi Quistica (FQ).

Al 1934 Dorothy Andersen (figura 1) va descriure les trovalles
anatomopatologiques i cliniques dels malalts amb FQ i va
denominar aquesta entitat per primer cop a la literatura amb el nom
de “fibrosi quistica del pancrees” (1) per la preséncia dels quists i
fenomens de fibrosi del teixit

pancreatic que presenten aquests malalts.

Figura 1. Dorothy Andersen

Una década més tard, Febrer va proposar el terme de “mucoviscidosi”, al considerar que la
hiperviscositat del moc era la causa fonamental de les alteracions que presentaven els malalts afectes
de FQ i que la pérdua de funcid i fibrosi de la glandula pancreatica observades eren fets secundaris al
bloqueig dels conductes excretors degut a les secrecions inhabitualment espesses (2). Fins
practicament I'any 1953 el diagnostic de FQ es feia en base a les dades cliniques (pneumopatia cronica
acompanyada d'insuficiéncia respiratoria molt greu més insuficiéncia pancreatica). En aquella época no
es disposava de técniques de laboratori que poguessin donar suport a la sospita clinica de FQ. Durant
aquell any, Di Sant "Agnese va demostrar que la causa del xoc hiponatrémic que van presentar malalts
amb clinica sospitosa de FQ durant I'onada de calor que va patir la ciutat de Nova York era deguda a
I'elevada concentracid de Clor excretada per la suor (3).

Al 1959, Gibson i Cooke van desenvolupar una técnica per determinar la concentracié d'electrolits en la
suor (4). A partir d'aquest moment, la prova de la suor es va considerar com el “Gold-Standart” pel
diagnostic de la FQ.

L'any 1964 és quan es va comengar a protocol.litzar el tractament nutricional, el tractament de la
sobreinfeccid bacteriana, el de I'obstruccié del flux aeri i es va recongixer la importancia de la relacio

entre la nutricio i I'estat fisic dels pacients amb FQ.



No va ser fins I'any 1985 quan un grup d’investigadors
coordinats per Tsui a Toronto i Collins a Michigan (figura
2) van comunicar el descobriment del gen responsable de
la malaltia després d'analitzar la sequéncia d’ADN en
controls sans i en pacients amb FQ (5), identificant i
localitzant la mutacié responsable de la FQ al brag llarg
del cromosoma 7 huma, concretament a la regié 7q 31-32
(figura 3).
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Figura 2. Drs.Tsui i Collins
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Figura 3. Cromosoma 7. Regié 7q 31-32

Quatre anys més tard, a 'agost de 1989, es va poder identificar 'ADN de la regié 7q31-32 mitjancant
estratégies de “walking and jumping” (6) passant a denominar-se el gen de la FQ com a Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR), es a dir gen regulador de la conductancia transmembrana de la FQ
(7). Des dun punt de vista terapéutic, cal assenyalar que al 1988 Joel Cooper a Toronto (8) va dur a
terme el primer trasplantament bipulmonar amb éxit en un malalt amb FQ.

L'any 1991 es va descriure la relacié entre el defecte de la CFTR i el transport anormal de 6 clor. Al
1994 es va dissenyar el primer mucolitic especific pel tractament de la FQ i finalment al 1995 Knowles i
col.laboradors descriuen una nova técnica diagnostica: la mesura de la diferéncia de potencial nasal
(DPN) (9). A l'inici es va concebre com un métode complementari pel diagnostic de la FQ i del déficit
funcional de la CFTR. A mesura que la técnica s’ha anat estandarditzant la DPN s "ha anat utilitzant, no
solament per valorar la funcié CFTR, sin6é també per la monitoritzacié de I'eficacia de les noves terapies

que tenen com a finalitat potenciar o corregir la quantitat de la proteina CFTR.



A l'any 1997, es va dissenyar el primer antibiotic per via inhalatoria. Posteriorment es publicaren els
primers estudis sobre I'eficacia del tractament amb sérum sali hipertonic. A partir del descobriment del
gen, comencen a apareixer les primeres publicacions sobre el tractament de la FQ amb terapia génica
(10-11). Posteriorment cap al 2003, s'aprofundeix en les possibilitats terapeutiques d’'unes noves
molécules immunomoduladors de la proteina CFTR i se'n publiquen els primers treballs (12). Aquestes

molécules es diferencien en potenciadores i correctores de la CFTR (13-14).

1.2 Concepte i definicio

La FQ és la malaltia genética més freqlient de la raga caucasica. Es presenta en forma d’heréncia
autosomica recessiva i amb clinica multisistémica (malaltia sino-pulmonar cronica, insuficiéncia
pancreatica, infertilitat masculina i uns valors de clor a la suor dels malalts elevats). El gen de la CF7TR
esta localitzat al brag llarg del cromosoma 7, té una mida de 250 kilobases, compren 27 exons, i
codifica una proteina de 1480 aminoacids anomenada CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator). Aquesta proteina actua com a canal de clor. La FQ fisiopatologicament es caracteritza per
un transport anomal de I'epiteli de la via aéria condicionant una alteracié en la permeabilitat idnica de
la membrana cel'lular de sodi i de clor secundaria al defecte del gen que codifica la sintesi de la CFTR.
La proteina codificada (CFTR) es localitza a la membrana apical de les céllules epitelials de la via
aeéria, intestinals, reproductives, hepatiques, renals i de les glandules sudoripares. La gravetat de la
malaltia depén de les mutacions de la CFTR, dels gens modificadors i dels desencadenants del medi
ambient (15). La gravetat de la malaltia es variable, anant des de cassos de nens amb mort prematura

fins a cassos de malaltia cronica de supervivéncia fins I'edat adulta.

1.3 Epidemiologia

1.3.1. Prevalenca

Com hem dit anteriorment, la FQ es la malaltia genética més freqlient de la raga caucasica. La seva
incidencia oscil*la entre 1 de cada 2.500 nascuts vius a paisos anglosaxons i 1 per cada 5.000 nounats
als paisos mediterranis.

En I'actualitat a Catalunya la incidéncia és de 1/5.200 nounats (16). D ‘acord amb aquestes dades, la
xifra de malalts a Catalunya ha d’ésser d’'un minim de 1.200 pacients. L’ Organitzaci6 Mundial de la
Salut (OMS) Classifica la FQ com una “malaltia rara" (es a dir aquella malaltia amb una incidéncia de
menys de 1/10.000 habitants) (17).

1.3.2. Distribucio per races i sexes

Des d’un punt de vista racial, s’ha observat que la FQ, tot i que pot afectar a totes les races, és més
freqlient a la raga caucasica. Entre els hispans nord-americans, els afroamericans i els asiatics la
prevalenca sembla ser inferior. Pel que fa la distribucié per sexes, la malaltia es diagnostica tant en
homes com en dones, mostrant els primers una millor expectativa de vida per motius desconeguts
(18).



1.3.3. Genética

Es coneixen a l'actualitat més de 1900 mutacions del gen de la CF7R (19) dividides en 6 classes. Per
ser considerats malalts, els individus han de ser portadors de dues mutacions, una en cada al*le. Els
portadors d'una mutacio en principi son individus sans, que poden transmetre la malaltia per6 no patir-
la. La freqliéncia de portadors sans és molt elevada a la poblacié general de manera que 1 de cada 25
persones és portadora d'una mutacié per la FQ (20). La poblacié malalta de FQ es divideix en dos
grups: el grup portador de dues mutacions iguals (homozigots) i el portador de dues mutacions
diferents (malalts heterozigots).

En quant als homozigots, la prevalenca als Estats Units és 1 de cada 28.2 malalts. En algunes
poblacions d'altres races, la prevalenga es més baixa. Per exemple, entre els jueus Ashkenazi és 1 de
cada 30 (21) i en els afroamericans es de 1 de cada 60 (22). Les mutacions varien en funcié de la
distribucié geografica de les poblacions. La mutacid més freqient en el mén és la delta-F-508. La
fregieéncia de la delta F-508 s’estima 1/200 entre els suecs, 1/143 entre els lituans i 1/38 en el danesos
(23).

1.3.4 Supervivencia i estil de vida

La supervivéncia dels pacients afectes de FQ ha anat millorant durant el transcurs dels anys. Aixi la
mitjana de la supervivencia a I'any 1959 era de 6 mesos i al 2008 era de 37,4 anys (rang entre 33,7-40
anys). Als paisos industrialitzats s'espera que seguint els resultats observats en la darrera década

(figura 4) (24) la supervivencia dels nens nascuts a I'any 2012 continui augmentant .

-}

32

28

24 24
1987-1991 1992-1996 1997-2001 2002-2006 2007-2011

Figura 4. Supervivencia malalts amb FQ (24).

La Fundacié Americana de FQ calcula que el 50 % dels malalts nascuts a partir del 2012, tindran una
supervivéncia superior al 50 anys. Aix0 sera degut als programes de cribratge neonatal, a la creacio de
Unitats de Referéncia i al millor compliment del tractament. Aquesta malaltia afecta a la qualitat de
vida dels malalts i modifica notablement el seu estil de vida de manera que la Fundacié Americana va

publicar a I'any 2008 les seglients dades:
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. el 91% havien finalitzat els estudis secundaris i el 54% accedit a la Universitat.

. el 12,6% dels adults no podien treballar i el 10% estaven a l'atur.
. el 50% eren solters i el 36% vivien en parella.
. Hi van haver 191 gestacions en dones amb FQ.

Als paisos de tercer mon, en l'actualitat, la supervivéncia no supera els 10 anys.

1.4 Fisiopatologia de la malaltia

1.4.1 Histologia de I'epiteli ciliat

1.4.1.1 Descripci6 de les cel*lules

L'epiteli ciliat bronquial és un epiteli unicel'lular amb cél-lules que tenen una base que reposa sobre
una membrana basal i una part que esta en contacte amb
la llum bronquial. Aquesta part té uns cilis encorats a la
seva superficie encarregats de moure el moc com veurem

posteriorment (Figura 5).

%

&

Figura 5. Cél*lula ciliada

1.4.1.2 Descripci6 de la ultraestructura dels cilis.

Els cilis estant dotats al seu interior d’'uns microtibuls formats per
proteines que conformen un esquelet que descrivim a continuacio.

Un tall transversal de la part superior de l'epiteli ciliat ens mostra la

seccid d’ un conjunt de cilis (Figura 6).

Figura 6. Microfotografia que mostra la secci6 transversal d’'un conjunt de cilis.
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Una visié a major augment d’aquestes seccions ens mostra la ultraestructura normal dels cilis (Figura
7). Es pot observar la preséncia d'un parell de microtibuls centrals i nou parells de microtibuls
periferics que conformen |’ anomenada estructura 9+2.

Bracos de dinefna Per mantenir aquesta arquitectura, és necessari que hi

. hagi els anomenats bracos de

Parell central de . 7 . . 2 .
%/ microtabuls dineina que fixen els parells de microtubuls externs i les
E W % espicules radiades (radial

spokes) que fixen el parell central. En la clinica, aquests

Espicules radiades
3 ?ﬂ —| Parells de microtuibuls . ’ . .
%m‘/ perierics microtubuls poden presentar alteracions en poblacio sana

(< 1% dels cassos). Existeixen també una serie

Figura 7. Estructura normal d’un cili. d’alteracions inespecifiques que poden ser degudes a

infeccions recents.

1.4.1.3 Batec ciliar
Quan es produeix el batec ciliar fisiologic de les cel*lules de I'epiteli ciliat bronquial, els cilis s’han de
moure sempre en el mateix sentit per que el batec sigui efectiu. Aquest batec es genera amb els cilis

inclosos en la capa sol (Figura 8).

Sistema de Trasport Mucociliar

N

| Batec efectil »

Recuperamo Batec | r"' |-|||

il x“f?'r’f’fﬁ’f ﬁfﬁ.ursllmh||||I||||I|‘|u./////”

Figura 8. Aquest dibuix mostra les dues capes que formen I'estructura del moc, la superior o capa gel i

la inferior o capa sol. En l'interior d'aquesta Ultima és on es troben els cilis que al moure's (batec ciliar),
provoguen una ona que avanga en un mateix sentit i que afavoreix el desplagament de la capa superior

0 capa gel.

1.4.2 Composicié del moc

En tota la porcid de conduccio de la via aéria trobem glandules caliciformes secretores de moc amb
microvellositats en la seva superficie luminal que s'intercalen entre les cél'lules epitelials. Per sota
d'aquest epiteli trobem tres tipus de glandules:

- Glandules mucoses que segreguen moc que complementa la secrecié de les glandules
caliciformes (son la majoria).

- Glandules que contenen granuls basofils

- Glandules seroses que contenen granuls eosinofils
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En condicions normals, la mucosa respiratoria produeix petites quantitats de moc que sén drenades a
I'exterior. En el drenatge d'aquesta mucositat aixi com de les impureses atrapades en ella, intervenen
d'una banda els cilis de I'epiteli bronquial i per una altra la propia estructura del moc. La secrecio
bronquial és un component de l'aparell mucociliar al formar una unitat harmonica amb el cili. Els
principals components de la secrecid bronquial son I'aigua (95%), glicoproteines acides (2%), lipids

(0,5-1%) i altres proteines en menor proporcio.

1.4.2.1. Capa gel i capa sol

La més superficial o fase gel té, com el seu nom indica, consisténcia de gel. Conté la major part de
glicoproteines. Esta en contacte amb la llum bronquial i és transportada pel moviment ciliar. La part
profunda, coneguda com fase sol, esta en contacte amb la zona apical de les cél*lules epitelials, és més
rica en aigua i conté un tensioactiu provinent del sistema alveolar que assegura la capacitat de
liscament i I'efecte antiadhesiu. En el seu interior es troben els cilis de I'epiteli. Existeixen finalment

unes glicoproteines que compleixen la funcié de sustentacid dintre de I'estructura del moc.

1.4.2.2 Estructura mucociliar i desplacament del moc
El moc té unes caracteristiques fisiques (viscositat, tixotropia, elasticitat i plasticitat) de les quals
l'elasticitat i la viscositat son les més importants, doncs permeten atrapar les particules i ascendir

contra la gravetat. La combinacié d'aquestes propietats determina I'eficacia del transport ciliar.

La viscoelasticitat consisteix en el lliscament del moc per a després retornar a la seva forma en una
posicié diferent a la inicial i depén principalment del contingut en aigua i de les glicoproteines o

mucines d'elevat pes molecular. Existeixen tres tipus de mucines:
- Sialomucines: son lleugerament acides, riques en grups carboxil.
- Sulfomucines: s6n molt acides, riques en grups sulfat.

- Fucomucines: son neutres, riques en grups metilo.

Aquestes molécules s'agreguen i entrecreuen per formar una matriu tridimensional mitjancant diverses
forces: ponts d'hidrogen, enllacos ionics i enllagos covalents. Els ponts d'hidrogen (febles) determinen
les propietats viscoses; els enllagos ionics i covalents (més forts) determinen I'elasticitat i la viscositat.
Com més acida és la secrecid, major és la seva viscoelasticitat. Finalment, ja hem comentat
anteriorment (figura 8) com es desplaga el moc quan hi ha un funcionament correcte de |'estructura

mucociliar.

1.4.3 Estructura i funcié de la CFTR

La CFTR es una proteina que pertany a les anomenades families “ABC transportadores" (adenosine
triphosphate (ATP) binding cassette (ABC) transporters family). Es una proteina politopica complexa
que conté 1480 aminoacids (figura 9 i figura 10). La seva estructura consta de dues parts simétriques i
homologues anomenades dominis transmembrana (MSD -1 i MSD-2) que son de tipus hidrofilic i una

regio carboxi-terminal situada a la membrana apical. Cada domini esta format de sis parts o hélices en
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contacte amb I'espai extracel'lular i una regié hidrofilica en contacte amb el citosol anomenada NBD
(nucleotide-binding domain). Els NBD de cada domini MSD s’uneixen a una estructura central o domini
regulador central anomenat domini R (R-domain). Aquest domini central o regulador, conecta les dues
meitats de CFTR.

La CFTR no fosforilada no s'obre o bé ho fa amb gran lentitud. Per activar-se, la CFRT necessita una
Unica fosforilitzacid del domini R via protein-kinasa. L'activitat de la CFRT es governada pels dos
dominis NBD que regulen la obertura i el tancament del canal per una hidrolisis d’ ATP. Cada part o
helix dels dominis transmembrana conformen un por que permet el pas del clor. La regidé carboxi-
terminal estd en contacte amb un nimero molt important de proteines. Aquesta associacié amb les
diferents proteines influencia les funcions de la CFTR (conductancia, regulacié d‘altres canals,
transduccio de senyal i localitzacid a la membrana apical) (25). Un cop acabat aquest procés, la CFTR
esta capacitada per permetre que els fluxos d’anions passin a través del por del canal (figures 9, 11 i
12). La CFTR és un dels canals secretors de clor (Cl-) i de ions bicarbonats més importants. La CFRT
es un canal, no una bomba doncs ha de romandre oberta als dos cantons de la membrana cel*lular per
permetre la difusid dels ions a favor d’'una diferéncia de potencial. La proteina CFTR es la Unica
proteina ABC que es un canal ionic. Pero per altra banda te un comportament de transportador de Cl-
ja que necessita energia per poder-se activar (26-27). A més també regula la funcié d’altres proteines
transmembrana i d’altres canals ionics com el de sodi i de calci. En individus normals, la CFRT
disminueix I'expressio dels canals epitelials de sodi (ENaC), dels canals de clor dependents del calci i

afavoreix |'efecte dels canals rectificadors de clor.

MSD-1 MSD-2
D LH ﬂ A L) »-\'

/ 5

= - /H
NBD-1 v/ ) (' NBD-2

Figura 9. Estructura bidimensional i esquematica de la CFTR en la que es poden observar els diferents

dominis: MSD-1i2, 2 NBD i el domini central o regulador (R).
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Figura 10. Estructura tridimensional de la CFTR

Figura 11.Vista de la CFTR com a proteina

transmembrana

Figura 12: Vista de la CFTR. Fosforilitzacio del domini

regulador i hidrolisi de I” ATP dels NBD. Pas del clor pels
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Aquestes proteines de membrana politopiques es sintetitzen al reticle endoplasmatic (RE). Per poder
ser funcionant, sortir del reticle endoplasmatic i arribar fins la membrana basal de la cél'lula ha de
sofrir en primer lloc un plegament (folding). Gracies a aquest plegament, es capag de sortir del RE.
Posteriorment, les xaperons doten la CFTR d’una resisténcia a les proteases de manera que la proteina
pot arribar a I'aparell de Golgi sense patir cap degradacio. A l'aparell de Golgi produeix una glicosilacid
que transforma la CFTR en una molécula madura capag d‘arribar a la part apical de la membrana
cel'lular i sintetitza la regié carboxi-terminal (figura 13). Finalment, un cop a la membrana cel'lular, la
CFTR per poder funcionar precisa una Unica fosforilitzacié via protein-kinasa que li permet obtenir el
canvi conformacional necessari per ser activa.

La CFTR te com a funcid ser un canal de clor i es troba localitzada a la membrana basal de les cél-lules

epitelials de les vies aéries, glandules sudoripares, epiteli intestinal, 'aparell reproductor,hepatic i renal

3
L _J-J‘Ij."ll' J{{vfg

3 ‘:"‘.l!’-f_'il H r'_"

b Wity

Figura 13. Trajecte (en verd) de la CFTR des del RE fins I'aparell de Golgi i des daquest a la

membrana basal de les cél*lules epitelials.

1.4.4 Circulacio dels ions a través de la cél*lula epitelial

Els ions sodi (Na*), clorur (CI-) i bicarbonat circulen per la cél-lula epitelial bronquial, mitjangant dos
mecanismes: el de secrecid i el dabsorcid. El ClI- entra a la cél'lula epitelial per la membrana
basolateral gracies a uns cotransportadors, travessa la cél'lula epitelial i es secretat a la llum bronquial
a través de la membrana apical per la CFTR pels canals de clor dependents del calci i pels canals
rectificadors de clor. Els ions de Na+ son absorbits i secretats a través de la membrana basolateral per
la bomba Na-K-ATPasa. El Na+ va cap a la llum bronquial pels espais intercel-lulars (figura 14), es

absorbit cap a l'interior de la cél'lula pel canal epitelial de sodi (ENaC).
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Figura 14. Secrecié de Cl- i reabsorcié de Na + a la membrana apical. Es poden observar els canals

rectificadors de clor (ORCC) i els canals epitelials de sodi (ENaC).

1.4.5 Fisiopatologia de la malaltia

1.4.5.1 Defecte genétic

Els avencos en el coneixement de les alteracions genetiques han premés importants millores en el
coneixement de la fisiopatologia de la FQ i en la descripcié del defecte basic de la malaltia. L'alteracio
genetica consisteix en el compromis en la codificacié de la proteina (CFTR) que actua com a canal de

clor (figura 15).

E

o

:

Figura 15. El trastorn genétic fa que la codificacié de la CFTR sigui inadequada i per tant el

funcionament de la proteina patologic.
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La CFTR, en condicions normals, es localitza a la membrana apical de les cellules epitelials secretores
(aparell respiratori, digestiu, reproductores i de glandules sudoripores9. L'abséncia d'aquesta proteina
condiciona un defecte en la permeabilitat dels ions, produint un defecte de la secrecié del ion clorur i
una hiperabsorcié de sodi (Na+), ocasionant una desregulacio dels fluids i de la sal a través de la
membrana cel'lular (28). El coneixement de les mutacions ha permes correlacionar la funcié de la CFTR
amb I'expressid clinica de la malaltia (correlacié fenotip/genotip).

S’han suggerit sis mecanismes moleculars (taula 1) que expliquen la fisiopatologia molecular del canal
de clor segons cada mutacié (29). El mecanisme molecular esta directament lligat a la quantitat de
proteina sintetitzada. Les mutacions que determinen una disminucié de la funcié de la CFTR menor a I'u
per cent de l'activitat normal condueixen a un quadre clinic sever que inclou insuficiéncia pancreatica.
Aquelles que cursen amb una activitat entre 1 al 4% determinen afectacidé pulmonar sense compromis
del pancrees. Quan l'activitat del canal és superior al 4,5%, presenten una Unica manifestacié clinica de
la malaltia, com ara l'abséncia congénita de conductes deferents (ACCD), pancreatitis recurrent o
bronquiéctasi difuses. En la taula 1 es resumeixen aquests mecanismes i es relacionen amb les
mutacions responsables. Segons la quantitat de proteina sintetitzada s’han classificat les mutacions en

classes de lal ala VI.

Clasesesse Fisiopatologia molecular Mutacio associada

I Abseéncia de sintesi de proteina CFTR G542X

Ir Processament defectuds de la proteina | DF508, N1303K

Iir Obertura defectuosa del canal de Clor | G551D

v Transport defectuds de la corrent de CI- | R117H, R334W

v Reduccid de la sintesi de ARNm 3120+1G->A, 3848+10 kb C-> T
vr CFTR inestable per una proteina truncad| 4326 del TC

Taula 1. Relacio entre fisiopatologia molecular i classe de mutacio.

Les mutacions de classe I i II solen associar-se amb insuficiéncia pancreatica mentre que les altres

quatre classes de mutacions (III, IV, V i VI) presenten una gran variabilitat de presentacio clinica.

1.4.5.2 Defecte de funcionament de la CFTR

En els malats amb FQ, la proteina CFTR no esta present o no funciona adequadament. La base del
defecte de la FQ es la disfuncié de la CFTR, que condiciona la discapacitat de la regulacié del canal de
clor situat a membrana apical de les cél*lules epitelials produint una desregulacié en la secrecid de ions
de clor, ions bicarbonat i de petites quantitats d'altres ions. Aix0 condiciona una manca de secrecié de
Cl- i conseglientment una hiperabsorcié de Na+ (figura 16a i 16b). La impermeabilitat al clor de les
membranes cel'lulars de I'epiteli ciliat en els malalts amb FQ no es produeix solament per una abséncia

completa del canal de clor depenent de la CFTR, sind també a causa d'un trastorn de I'activacié d’altres
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canals de clor com ara els canals intracel*lulars com els canals de clor dependents del calci i els canals
rectificadors de clor. Probablement els canals de clor dependents del calci no s'alteren tant i poden
compensar una part la secrecié defectuosa de clor. La secrecié dels fluids per les cél-lules de les
glandules acinars de la submucosa de la via aérea es dirigit pel transport actiu de ions clorur. En canvi
els ions bicarbonats regulen els fluids en altres célules epitelials com les pancreatiques i les del intesti
prim. El defecte de la funcié de la CFTR a nivell de l'intesti prim, pot explicar la presencia de [’ili
meconial. (30).

A nivell de les glandules sudoripares, els mecanismes de transport ionic s’inverteixen. (figura 17a i
17b). Els pacients amb FQ, no reabsorbeixen els ions clorur, donant com a resultat gran quantitat de

sal a la suor. Degut al flux disminuit de clorur sodic.

Intraceduta Exlraceitular

— ’:':“'.__ M Figura 16a. Cel.lula epitelial bronquial normal. Observis la

secrecio de clor i I absorcio de sodi.

Figura 16b. Cél.lula epitelial d'un malalt amb FQ. Observis

la impermeabilitat del clor i la hiperabsorcié del sodi.

Figura 17a. Glandula sudoripara d’una persona sana.
Observis el flux dions clorur cap a [Iespai
intracel.lular, situacié inversa al fluxe dions a la

cel.lula epitelial bronquial.
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Figura 17b. Glandula sudoripara d'un malalt amb FQ.
Els ions Na+ es queden a l'espai extracel.lular,
motiu per el que es deshidraten amb tanta facilitat

Intracellular | o i els malalts amb FQ

1.4.5.3 Alteracio ionica resultant: clor, sodi i aigua

Els trastorns del transport ionic en la FQ afecten sobretot als ions sodi, clorur i al bicarbonat. Degut a
la impermeabilitzacié del Cl- a la cél.lula epitelial bronquial i la hiperabsorcié de sodi cap a l'interior de
la cél'lula, s'arrossega aigua cap a l'espai intracel'lular la qual cosa comporta que les secrecions
respiratories siguin més espesses. L'alteracio idnica déna com a resultat els trastorns fisiopatoldgics de

la FQ tal com es pot veure a la taula 2.

1.- La membrana apical de la cél'lula és impermeable al pas dels ions clor

2.- Es produeix un excés d'absorcié de sodi

3.- Es produeix una disminucié del transport de liquid transepitelial (surt menys aigua cap a

del moc de la llum bronquial).

4.- La falta d'aigua a l'espai extracel'lular, produeix un increment de la viscositat de les

bronquials amb la conseqlent ineficiéncia de I'aclariment mucociliar (immunodeficiéncia in

els germens) i mala humificacié de I'aire inspirat.

Taula 2. Conseqliéncies de l'alteracio ionica

1.4.5.4 Infeccid, colonitzacio bacteriana i biofilm

En el tracte respiratori, degut a l'alteracio ionica s'altera la composicié hidrica de la capa sol del moc
comportant un aclariment mucociliar reduit i una dilatacié de les glandules ductals degut a la inflamacio
peribronquiolar que afavorira en primer lloc les infecciones respiratories desde el periode neonatal i en

un moment més avancat la colonitzacié cronica per microorganismes (figura 18).
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Figura 18. Cultiu per Pseudomona aureginosa

La majoria d'aquests germens, com per exemple les Pseudomonas aeruginoses, la Burkholderia
cepacia, els Staphulococcus aureus i els Hemophilus influenzae produeixen infeccions recidivants i
colonitzacié, amb lesions irreversibles a la paret bronquial aixi com la destruccié del teixit pulmonar. La
inflamacié produida per la infeccid i per la propia malaltia condiciona I'adheréncia molt exagerada del
germen a l'epiteli bronquial, gracies a unes proteines que presenten les Pseudomonas aeruginoses
(adhesines) que s’uneixen a uns receptors cel'lulars de I'epiteli bronquial (aGM1). Aixo afavoreix
I'alliberament de toxines bacterianes per part dels gérmens sobre tot de les Pseudomonas aeruginoses
que donara pas a més inflamacié neutrofilica i a la conformacié d’'una capa d‘alginat anomenada
biofilm, que recobreix les colonies de gérmens la qual cosa condiciona que les Pseudomonas
aeruginoses creixin a més velocitat i més protegides.

Les conseqgliéncies d'aquesta colonitzacio és la inflamacid que donara lloc a una endobronquitis que
cursara amb ateléctasis, fenomens de reparacid bronquial (fibrosi) i atrapament aeri, que finalment
produiran bronquiéctasis difuses. En les fases avancades de la malaltia broncopulmonar degut al dany
pulmonar es produira una insuficiencia respiratoria cronica (hipoxia, hipertensié pulmonar i cor
pulmonale cronic).

La disfuncié o la abséncia de funcidé de la CFTR produeix també obstruccid en altres organs, produint
I'espectre multisistémica de la malaltia. Malaltia gastrointestinal, ili meconial, obstruccié del canalicles

biliars, inofensiva pancreatica, abséncia congenita de conductes deferents i infertilitat masculina.

1.4.5.5 Resum de la fisiopatologia de la Fibrosi Quistica

Les conseqtiencies de I'alteracid ionica estant resumides a la taula 2 i a la figura 19.

Aquestes anomalies del transport idnic comporten un trastorn eléctric, és a dir, una diferéncia entre
cargues eléctriques positives i negatives a través de la membrana bronquial, que s’expressa en termes
fisicoquimics com una diferéncia de potencial (DP) i es mesura en milivolts (mV). La figura 19 resumeix

aquest procés.
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Figura 19. Fisiopatologia de la FQ (31)

1.5 Manifestacions Cliniques

1.5.1. Pulmonars

La malaltia pulmonar es la que causa major morbi-mortalitat. Els pacients amb FQ presenten inflamacid
de la via aéria i infeccié endobronquial cronica. La fallida de les defenses sumada a I'endobronquitis
bacteriana, dona una intensa inflamacié neutrofilica que acaba en una obstruccié de la via aéria que

junt amb la infeccié produeix un dany pulmonar irreversible (31).
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Les manifestacions més prematures son: tos cronica, produccié d’expectoracié purulenta i la dispnea.
Quan la malaltia progressa es produeix la endobronquitis cronica, el dany estructural de les vies aéries i

fenomens de reparacié pulmonar. Tot aixd comporta insuficiéncia respiratoria. (32).

1.5.2. Gastrointestinals

Les manifestacions gastrointestinals suposaven fa anys la causa més important de mortalitat. En
I'actualitat el panorama ha canviat gracies al tractament amb enzims pancreatics i els suplements de
vitamines liposolubles. Les manifestacions cliniques gastrointestinals més importants son :

- Ili meconial. Té una incidéncia entre el 15 — 20% dels nadons diagnosticats de FQ i &s degut a les
obstruccions i dilatacions de lintesti prim, secundaries a la viscositat de les secrecions d’ aquests
nens.

- Obstrucci6 intestinal. Abans s’anomenava equivalents meconial i en anglés DIOS (distal intestinal
obstruction syndrome). Son obstruccions parcials o completes de l'intesti, degut a la retencié de les
secrecions viscoses i del material fecal a colon distal i cec. Tot i ser més predominants en els
adolescents i adults (15 al 20 % dels malalts) poden afectar també als nens (33).

- Insuficiéncia pancreatica amb malabsorcid. La presenten el 40% dels lactants diagnosticats de FQ
per cribratge neonatal. La manifestacié clinica de la malabsorcié de greixos és I'esteatorrea, el retard
pondoestatural i la malabsorcié de vitamines liposolubles i de zenc (34).

- Malaltia hepatobiliar. Cursa amb elevacié de les transaminases a l'edat escolar perd  rarament
progressa a cirrosi biliar. La malaltia hepatica en canvi, apareix amb una freqiéncia del 6.1%, pot
progressar cap a la hipertensid portal i varius esofagiques (35). La malaltia hepatica és la segona causa

de mortalitat després de I'afectacié pulmonar.

1.5.3. Endocrinologiques

La manifestacidé més important és la diabetis secundaria a la FQ (36). A l'adolescéncia (entre 11 i 17
anys) afecta all 7% dels malalts amb FQ. La prevalenca va augmentant amb I’ edat. La causa de la
diabetis es la fibrosi pancreatica i la infiltracid grassa del pancrees, que comporten la destruccié de
I'arquitectura pancreatica. La destruccié de les cél'lules beta dels illots de Langerhans productores
d’insulina, comporta la reducci6 una menor produccié d'insulina. Apareix perd un fenomen de
neosidioblastosi o formacid de nous illots de cél'lules pancreatiques diferents als illots de Langerhans.
Aix0 motiva que el comportament clinic dels malalts sigui diferent als diabétics habituals doncs la
disminucié de la secrecié d'insulina per part dels illots pancreatics malmesos es veu parcialment
compensada, de manera que aquestos malalts solen necessitar insulina en situacions de stress com ara
les infeccions. Els malalts amb FQ pero que cursen amb diabetis tenen pitjor pronostic doncs presenten
més deteriorament de la funcid pulmonar i pitjor supervivéncia (37). La cetoacidosi diabética i les
complicacions propies de la diabetis son rares en aquests pacients perqué no son obesos i tenen una

esperanca de vida molt curta (38).
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1.5.4. Musculoesquelétiques

El 15 % dels malats amb FQ > 12 anys poden desenvolupar una osteoartropatia hipertrofica. Es
presenta en fases avancades de la malaltia i normalment en el context de freqlients i greus
exacerbacions pulmonars. L'osteopenia i les fractures son freqlients degut al déficit nutricional, la falta
de calci i vitamina D, la poca activitat fisica i efectes secundaris de la medicacid, especialment dels

glucocorticoides.

1.5.5. aparell reproductor

Més del 95% dels homes afectes de FQ son infértils. La majoria dels pacients masculins amb FQ tenen
una absencia congénita bilateral dels conductes deferents. Pot presentar-se formant part d’'una
afectacio generalitzada o multisistémica o bé de manera monosimptomatica. L'abséncia, atrofia o fibrosi
dels conductes deferents comporta azoospérmia (39). L'epididim i les vesicules seminals poden ser
normals, anormals o estar absents.

Les dones acostumen a ser fertils, a excepcid d’algunes que tenen el moc cervical molt espés. La
majoria de les malaltes de FQ poden pero, tenir una gestacié completa. Es considera contraindicada la
gestacio si el FEV, és < a 50% i I'estat nutricional és dolent. Les dones amb malaltia lleu o moderada

poden tenir un embaras amb les mateixes complicacions que las de la poblacié general (40).

1.6 Diagnostic

1.6.1. Criteris diagnostics

EL diagnostic de la FQ es basa en els criteris de Rosenstein. Els criteris son els segiients:

> Preséncia de les manifestacions cliniques propies de la FQ

més

> Evidencia de la disfuncio de la CFTR basada en una de les segients caracteristiques:

v Prova de la suor quantitativa patologica (concentracié de clor > 60 mmol/ml) comprovada al

menys en 2 determinacions realitzades en 2 ocasions diferents
v Preséncia de dues mutacions descrites com mutacions CFTR causants de malaltia

v Valor de la diferéncia de potencial nasal (DPN) caracteristica de FQ (41).

El diagnostic de FQ només es pot realitza en abséncia de manifestacions cliniques quan s'instauren els

programes de cribratge neonatal (veure apartat 1.6.5).

1.6.2. Prova de la suor
La determinacidé quantitativa d'electrolits en la suor ha estat des de la seva introduccio la prova de
laboratori més important per confirmar o descartar la sospita clinica de la malaltia. Per a la seva

correcta realitzacio i perqué els resultats siguin valids s'han de prendre una série de precaucions. El
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National Committee for Clinical Laboratory Standards (Comité Nacional pels Estandards del Laboratori
Clinic) ha publicat les guies per a realitzar de forma apropiada la prova de la suor (42, 43). Tot el
procediment ha d'ésser realitzat pel mateix professional entrenat. Ell es el responsable de I'obtenci6 i
analisi de la mostra, el control de qualitat i la interpretacid bioquimica dels resultats. Només dos
métodes quantitatius son acceptats per la col*leccié de la suor: el de Gibson i Cooke (utilitza un paper
secant) i el de conductivitat que utilitza un tub capil*lar de plastic (dispositiu Macroduct).

En ambdds meétodes, I'estimulacio de la sudoracié es realitza per iontoforesis amb pilocarpina. Segons
aquestes guies, s’ha de utilitzar un métode que asseguri: a) la recollida de 1gr per metre quadrat de
suor per minut durant 30 minuts; b) un pes minim de suor de 75 mg quan s'utilitza un filtre de paper o
un volum minim de suor de 15 L, quan s'utilitzen microtubs.

A la practica diaria del nostre centre s'utilitza el sistema Wescor Macroduct®. Es fa una determinacio
com a cribratge de la malaltia; si el valor de Cl- es > 40 meg/L, es recull la suor i s'analitza en el

laboratori de bioquimica. Les figures 20 a 25 mostren la técnica Macroduct per realitzar la prova de la

suor.

Figura 20. Col*locacio dels eléctrodes Figura 21. Col*locacid del microtub per per

induir la sudoracio la recoleccié de la suor

Figura 22. Observis el microtub en posicié Figura 23. extraccié del microtub
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Figura 24. Amb una xeringa, s'aspira Figura 25. Col*locacié del microtub a per omplir el

microtub de lectura I'aparell de lectura

La prova de la suor és positiva en el 98% dels pacients amb FQ. Una concentracié de clor a la suor <30
mEg/L en nadons i de <40 mEqg/L en nens i adults es considera negativa. Encara que en la poblacid
adulta valors de clor en la suor entre 40-59 mEg/L poden no ser obligatoriament patologics, aquets
malats precisen d’una avaluacié mes acurada .

Les guies actuals pel cribratge neonatal indiquen que valors entre 30-59 mEg/L son valors limit en els
nens. Aquests cassos s’han de seguir clinicament i s’han de repetir proves de la suor més tard. Aixo ve
avalat per l'experiéncia del cribratge neonatal de Wisconsin on s’ha demostrat que tots els pacients
amb proves de la suor amb valors superiors a 40mEg/L de clor desenvoluparan durant la lactancia una
FQ clinica (43, 44).

Poden haver-hi falsos positius i falsos negatius de la prova de la suor. La causa més freqlent de
resultats falsament negatius son errors técnics (realitzacié esporadica de la prova, personal inexpert,
inadequada estimulacié , contaminacid, evaporacid, condensacid, transport inadequat, en l'analisi

d'electrolits). La taula 4 resumeix les causes de falsos positius i negatius (taula 3).
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Prova de la suor falsos positius Prova de la suor: falsos negatius

Fucosidosis Errors técnics
Glucogenosis tipus 1 Baixa taxa de sudoracio
Mucopolisacaridosis Algunes mutacions amb clorurs en valors "du

Hipotiroidisme

Diabetis insipida nefrogénica

Insuficiencia adreNal

Hipoparatiroidisme familiar

Eczema

Desnutricid

Displasia ectodérmica

Infusié de prostaglandina E 1

Anoréxia nerviosa

Disfuncio autonomica

Deficit de glucosa 6-fosfatasa deshidrogenas

Sindrome de Muriac

Pseudohipoaldosteronismo

Colestasis familiar

Taula 3. Causes de proves de la suor falsament positives o negatives

1.6.3 Prova de la diferéncia de potencial nasal

El transport ionic de I'epiteli respiratori te un patr6 bioeléctric caracteristic.

Els index bioeléctrics han estat validats extensament en teixits humans en fresc i in vitro en cultius de
cél'lules epitelials de la via aéria. L'abséncia de la funcio de la CFTR produeix alteracions en el fluxe de
clor i en el transport de sodi, provocant una diferéncia de potencial eléctric a través de les superficies
epitelials anormal. Aquesta diferéncia de potencial anormal descrita per primera vegada I'any 1981 per
Knowles (45), ofereix una possibilitat diagnostica que es considera en |’ actualitat com un dels criteris
diagnostics de FQ i I'inica prova de mesura in vivo capac de estudiar la funcié de la CFTR.

Les mesures de diferéncia de potencial transepitelial (DP) es poden realitzar tant al nas com a les vies
respiratories inferiors o al tub digestiu. La localitzacié més facil per fer la prova és la mucosa nasal. Es
mesuren els valors de la diferéncia de potencial en I'epiteli nasal.

La diferéncia de potencial nasal (DPN) es una técnica considerada “Tecnic-dependent" ja que s'ha
demostrat una important variabilitat entre laboratoris . La falta d’estandarditzacié podria comprometre
la utilitzacié d'aquest méetode com a prova diagnostica per la FQ. Per totes aquestes raons un grup
d’investigadors americans van publicar una completa descripcié del protocol estandarditzat i una

avaluacié de la seguretat per a mesurar la DPN en pacients amb edats superiors a 6 anys (46, 47).
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Destaquen uns punts que sén de necessari compliment quan es vol determinar la mesura de la

diferéncia de potencial nasal:

- El catéter de mesura subcutani ha de ser estandarditzat

- El catéter nasal també ha de ser estandarditzat, podent ser de calomel o de clorur de plata.

- El contacte del catéter amb la mucosa nasal es pot fer mitjangant I'is d'una solucié d’agar o
amb una perfusié continua de sérum fisiologic.

- S’ ha d’ assegurar el lloc d’insercio del catéter en el nas (figura 26 a i b)

- Per fer correctament tota la prova s’ha d'irrigar la mucosa nasal amb diferents solucions
escalfades a una temperatura de 35-37°C

- La metodologia per escalfar les solucions es basa en la preferencia del centre, essent freqiient

I'is el “bany Maria”.

s

B a

Conducio b
rasalrental '
Comete  ——dlog \i Orificio
medic / " secundario

; it del sena
Comnta _{ . il
ferior ;
B S Orificio

[

Figura 26 a i b. Visualitzacid nasal per poder

buscar el lloc adient d'insercié del catéter. a)

Esquema. b) pacient real

Interpretacio general dels valors de DPN en malalts amb FQ (taula 4 i Figura 27).
. En individus sans els valors es situen al voltant de —20 mV i en els malalts afectes de FQ son >
en valor absolut (més negatius). Habitualment els valors de DPN en malalts amb FQ son de < - 45

mV .
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. Després de la perfusi6 amb amilorida (inhibidor dels canals de Na+) els malalts amb FQ
presenten valors de DPN > valors basals (més positius). Aixo també passa en persones sanes pero en
els malalts amb FQ aquest increment es més ostensible. L'amilorida bloqueja per inhibicié competitiva
la reabsorcié de Na+ de manera reversible. Al quedar més Na+ a la llum bronquial, la DPN és més
positiva (menys negativa, s'acosta més a zero).

. Els B-bloquejants afavoreixen la sortida de clor a la llum bronquial ja que activa I’ obertura del
canal de clor. La perfusié de la mucosa amb isoproterenol (B-bloquejant) en una persona sana, després
de la irrigacié amb sol.lucié lliure de clor i amilorida, fara que la DPN sigui més negativa que el valor
post irrigacid amb amilorida. En els pacients amb FQ degut a I'abséncia o disfuncié del canal de clor, els
simpaticomimétics B-2 no poden produir l'obertura dels canals de clor via activacié de I'adenilciclasa i
I’AMPc com succeeix en els subjectes sans. Aquesta prova, la irrigacid amb isoproterenol, és la més
especifica i sensible per poder diagnosticar una disfunci6 de la CFTR. Publicacions recents han
demostrat que mutacions genétiques en altres locus diferents del CFTR, poden produir manifestacions
cliniqgues semblants a la FQ i canvis semblants de la DPN després de I'amilorida (48) peré no después

de la irrigaci6 amb Isoproterenol. Perlotant aquets pacients no son FQ.

Resum dels canvis de la DPN després de la irrigacié amb diferents sustancies.

Basal Amilorida Amil+Solucié | Amil+Solucié lliur de

clor bloquejant
Individu Norma| > - 45 >> -45 Negativitza Negativitza més que amb 3
Menys negatiu| Positivacio perd0 menys neg de clor, acostant-se al valor

(s'acosta al zer| basal

Malalt amb FQ | < -45 >>>> -45 No varia No varia o canvia minimam
Més negatiu | Positivacio minimament
(s'acosta al zer|

(canvi > al nor

Taula 4 . Interpretacio dels valors de la mesura de la DPN
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S’han publicat uns articles que demostren que els pacients fumadors poden tenir alterat la DPN en igual
que els pacients amb FQ. Aix0 obliga a determinar I'estat de fumador abans d'interpretar una mesura
de la DPN (figura 28) (49).
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Figura 28. Grafica de la determinacid de la DPN. Observis que el tabac redueix la funcié CFTR.
Reproduit de Sloane PA i col.laboradors. PLoS One. 2012; 7:39809.
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1.6.4 Diagnostic molecular

El gen que regula la CFTR és I'Unic gen que s'associa a la FQ. La deteccid dels dos al‘lels mutats en el
gen CFTR confirma el diagnostic de FQ. La confirmacié del diagnostic de FQ basada en la preséncia de
dues mutacions en el gen CFTR és altament especifica perd no molt sensible a causa del gran nombre
d’ al'lels possibles.

Les proves genétiques moleculars de la CF7R sén Utils per (50):

. Diagnostic d'individus sospitosos

. Identificacio de portadors

. Estudi de parelles de portadors especialment en época reproductiva
. Diagnostic genétic prenatal

. Per categoritzar la gravetat dels pacients

. Per dissenyar futures estratégies terapéutiques

Des d'un punt de vista practic es comenca I'estudi genétic amb una varietat de panells capacos de
detectar les mutacions més freqients de la CF7R. Son panells que porten de 23 a 50 mutacions (figura
29), dissenyats segons I'experiéncia de l'investigador, la zona geografica o la raca. En cas d’haver-hi

dues mutacions en dos al-lels no cal prosseguir I'estudi i s'accepta el diagnostic de FQ.

CFTRdele2,3, E6OX, PB7L, G85E, 394delTT, 621+1G>T, Y122X, R117C, R117H, 444delA.
711+1G>T, L206W, 1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E, V520F, 1677delTA, 1507del,
F508del, 1717-1G>A, G542X, S549R(T>G), S549N, G551D, R553X, R560T, 1811+1.6kbA>G,
1898+1G>A, 2143delT, 2184delA, 2347delG, W846X, 2789+5G>A, Q890X, 3120+1G>A,
3272-26A>G, R1066C, Y1092X(C>A), M1101K, D1152H, R1158X, R1162X, 3659delC,
S1251N, 3849+10KbC>T, 3905insT, W1282X, N1303K, Intron 8 polyT (5T/7T/9T) y TGn
Nivel de deteccion en la poblacién FQ espaiiola 81%

Figura 29. Panell de les 50 mutacions que es realitzen de cribratge

En casos de portadors (quan el malalt te una sola mutacid, o s’han trobat dues mutacions i es vol
descartar que les dues mutacions estiguin en el mateix al‘lel) s’ha d’estudiar el gen complet que es fa a
quatre nivells. En primer lloc es fa un analisi de les regions codificants del gen de la CFTR i annexos.
Aquest analisi es realitza mitjancant les técniques de seqiienciacid DGGE i SSCA, que tenen un nivell de
deteccid de mutacions del 93%. El seguent pas es dur a terme I'estudi dels marcadors intragénics de la
timidina (IVS8-6 (T), IVS8CA, 154A/Gi i IVS17bTA) localitzada en el intr6é 8 del gen CFTR. En tercer lloc
s’ha d'estudiar I'al’lel polivariant TG situat en el mateix intré 8 donat que la variant TG12 s‘associa
també a una produccid disminuida de CFTR. Finalment, s’ha de descartar la preséncia del polimorfisme
M470V, en el que s’ha substituit la metionina 470 per la valina; s’ha observat que aquest polimorfisme

s'associa també a una disminucid de les propietats conductores de clor de la CFTR madura.
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Les 3 variants més freqlients de timidines son: 5T, 7T i 9T anomenades aixi segons el nombre de
timidines que contenen. Un menor nombre de timidines a l'intrd6 8, dona com a resultat un
processament del ARNm (“splicing”) més deficitari i com a conseqiiéncia un déficit de transcripcié de
CFTR. Els pacients portadors de I' al*lel 5T tenen per tant una alteracié de la funcié CFTR més greu
que els portadors dels al'lels 7T o 9T. Des del punt de vista clinic, aguestes variants poden causar un
déficit de funcié de la CFTR similar a les mutacions moderades de CF7R. Els portadors de I'al*lel 5T es
consideren practicament com a portadors d’'una mutacié amb penetracio variable. Les variants 7T i 9T
es consideren polimorfismes A més I'expressié dels al*lel intragénic de les timidines pot variar en funcio
de si esta en posicio trans o en cis.

Existeix una peculiaritat en la interpretacions de la mutacié R117H. Per si sola, no esta contemplada
com una mutacié que afecti la funcié de la CFTR i per tant l'individu no es considera FQ. Perd quan
aquesta mutaci6 s'associa a la variant 5T o 7T en la configuracié CIS, sempre i quan el malalt tingui un
altre mutacié caracteristica de FQ, podria desenvolupar malaltia pulmonar tipica de FQ. Els pacients
amb la variant 7T en posicié CIS, amb una mutacié R117 H i un altre mutacié CF7R poden presentar
una gran varietat fenotipica oscil'lant des de la possibilitat d’estar asimptomatics fins a presentar

malaltia pulmonar moderada (51).

1.6.5 Diagnostic d’ insuficiencia pancreatica (IP)

Les proves més significatives pel diagnostic son les proves de malabsorcid. SGn proves que serveixen
per a demostrar la pérdua de greixos per la matéria fecal. Les proves son les seglients:

. Observacio de les caracteristiques de la matéria fecal. S’ha de valorar I'olor, color, consisténcia,
quantitat, presencia de greix (referida pels pares com a preséncia de "gotes d'oli" a la femta).

. Microscopia Optica. Serveix per detectar greix en preparats de mateéria fecal. Es poc especifica i
la seva negativitat, no descarta malabsorcidé. També hi ha casos de falsos positius en altres entitats que
cursen amb pérdua de greix en materia fecal.

. Prova de Sobel. Es un métode quantitatiu que consisteix en la determinacié d'acids grassos en
la quantitat total de matéria fecal recollida durant 3 dies, sense sobrecarrega de greix oral, pero
assegurant una dieta normal per a l'edat. Es precisa un aportacié de 35-40% de calories en forma de
lipids o un equivalent no > 2 g/kg/dia de greixos. Les mostres han de ser processades individualment.
El percentatge d'absorcié de greix és un index més fiable que el valor absolut d’excrecié pero exigeix
un coneixement real de la quantitat de lipids ingerits. Normalment, I'excreci6 fecal de greixos és < 7%
de la ingesta. El coeficient d’absorcié de greixos es pot calcular de la seglient manera:
(greix ingerit - greix eliminat)/ greix ingerit, essent normal un valor > 93%. A la practica
diaria, es dificil en molts cassos realitzar aquest calculs de manera fiable de manera que habitualment
el que es fa es mesurar els valors absoluts de greix en femta. Es consideren normals valors < 2,5 g/dia
de greix en nens i < 5 g/dia en adults.

. Elastasa pancreatica en mateéria fecal. L'elastasa és una proteasa especifica sintetitzada per les
cél'lules acinars del pancrees que no s'altera durant el transit intestinal. A les dues setmanes els seus

valors en femta son similars al dels adults, de manera que es una dada fiable pel diagnostic
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d’insuficiencia pancreatica. La seva concentracié en matéria fecal és 5 a 6 vegades > que en el liquid
pancreatic. La determinacid es fa amb el métode de enzimoimmunoassaig (ELISA) i no és necessari

suspendre el tractament enzimatic. El valor normal és > 200 ug/g de femta. (52).

1.6.6 Cribratge neonatal i diagnostic prenatal

1.6.6.1 Cribratge neonatal

El primer pais en el que es va realitzar va ser els EEUU seguit d'Israel i d” Australia (53,54). A Catalunya
es va implementar I'any 1999.

El protocol de cribratge neonatal consensuat a Catalunya és realitza per despistar un nombre de
diverses malalties entre les quals es troba la FQ.

En I'apartat segiient descrivim el cribratge neonatal per la FQ tal com es fa a Catalunya (55):

> Determinacié de la tripsina immunorreactiva (TIR) en sang de talé a I'Institut Bioquimic de

I'Hospital Clinic de Barcelona. Si el valor de TIR es > 120 ng/mles passa al pas segtient.

> Es fa una segona determinaci6 de la TIR, també amb sang de tald. Si es > 60 ng/ml es passa a
efectuar I'estudi genetic mitjancant un panell que inclou les 50 mutacions més freqlients a Catalunya
(figura 29)

> Tant si surt alguna mutacié com si no, el lactant que per cribratge ha presentat 2 valors de TIR

elevats és enviat al centre de referéncia de FQ que li pertoca per zona per realitzar 2 proves de la suor.
Les dades s'interpreten de la seglient manera:

> Si les proves de la suor son negatives i I'estudi genétic és negatiu es descarta el diagnostic de

FQ i es dona d'alta el malalt.

> Si les proves de la suor son positives o existeixen 2 mutacions, es considera I'individu malalt de
FQ.
> Si les proves de la suor son negatives i el lactant és portador d’'una mutacié genética (portador)

es passa a estudiar el gen extensivament.

> Si les proves de la suor son positives i no hi han mutacions, s'estudia el gen extensivament.

1.6.6.2 Diagnostic prenatal:
El diagnostic prenatal esta indicat en els embarassos amb risc de poder transmetre alteracions

genétiques de la CFTR sempre i quan les mutacions de la familia siguin conegudes.
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Les actuacions a seguir segons la legalitat vigent a Catalunya son:

> Embarassos d‘alt risc (pare i mare portadors d'una mutacié o tinguin la malaltia). Es pot
realitzar una biopsia de les vellositats corintiques a les 10-12 setmanes de gestacié per realitzar un
estudi genétic molecular orientat a estudiar a I'estudi de les mutacions dels pares.

> Embarassos amb risc indeterminat (pare portador, mare negativa o a la inversa). No s’aconsella
realitzar estudi prenatal doncs no es coneixen les possibles mutacions dels progenitors. En cas de molta
angoixa familiar, es poden determinar els enzims pancreatics a liquid amniotic. Si son molt elevats,
existeix la possibilitat de que el fetus sigui un malalt de FQ tot i que no es pot assegurar en cap cas.
L'actitud posterior dependra de 'opinié de la familia.

> Embarassos de baix risc. Si es desconeix el genoma dels pares perd hi ha troballes en
I'ecografia prenatal suggestives de FQ (intesti ecogénic) es pot realitzar estudi genétic als pares i una

bidpsia corionica al fetus (56).

1.7 Formes Cliniques de la Fibrosi Quistica

Les caracteristiques cliniques de malaltia classica de la FQ (malaltia sinopulmonar, insuficiéncia
pancreatica, infertilitat masculina i prova de la suor elevada) son ben conegudes per la majoria del
pediatres i metges d'adults. Si la presentacio de la malaltia no es classica, al pediatre general li és dificil
fer la sospita diagnostica. La gran majoria de malalts afectats de FQ presenten un fenotip classic de la
malaltia. Es reconeix a la literatura publicada fins ara que més del 85% dels pacients amb FQ
presenten insuficiéncia pancreatica i aproximadament el 98% proves de la suor elevades.

Perd cada vegada és més frequent trobar formes "atipiques” en que la manifestacid clinica pot ser
monosimptomatica i que s’acostumen a diagnosticar a I'adolescéncia, edat adulta o per cribatge
neonatal. En aquests cassos, el diagnostic clinic de sospita normalment no es pot confirmar amb la
prova de la suor perqué acostuma a ser normal o tenir valors intermedis. S’ha de confirmar el
diagnostic de FQ per la preséncia de 2 mutacions genétiques i/o per una prova “In Vivo” que demostri
la disfunci6 de la CFTR. Aquests metodes diagnostics son molt més complexes i dificils de dur a terme
a la practica per a la majoria de professionals no especialitzats (57). La literatura descriu casos de FQ
amb variants cliniques en les que la sola manifestacié clinica pot ser la pancreatitis o la infertilitat
masculina sense poder demostrar mutacions en el gen (58).

Per augmentar la confusio, hi ha cada vegada més evidéncia cientifica d’associacions de mutacions FQ
amb altres malalties com I'aspergil*losi broncopulmonar al-lérgica, sinusitis cronica i bronquiéctasis
idiopatiques (59).

En definitiva doncs els fenotips clinics de la FQ, sobre tot els respiratoris, es poden modificar no
solament per la quantitat de proteina codificada (figura 30) (gradient CFTR) si no també pels factors

ambientals i els anomenats gens modificadors que no tenen cap relacié amb la CFTR (60).



CLINIQUES

[ ACTIVITAT DE LA CFTR ] MANIFESTACIONS ]

[ Activitat Normal ]

No simptomatoloaia ]

Risc de Pancreatitis, Sinusitis,
Bronauiéctasi i ABPA

ACCV ]

Test de la suor patologic
malatia pulmonar

FQ amb IP ]

No activitat

Figura 30. Relacid entre la funcio de la CFTR i les manifestacions cliniques (61).

Avui en dia, doncs, es diferencien tres grups de malalties degudes a la disfuncié de la CFTR

- FQ classica o tipica

- FQ no classica o atipica

- Malaltia relacionada amb la CFTR (entitat clinica associada amb la disfuncié de la CFTR que no

compleix tots els criteris diagnostics de FQ)

1.7.1. Forma classica
El document de Consens del diagnostic de FQ descriu com a Forma classica de FQ la preséncia d'una
o més manifestacions fenotipiques caracteristiques més 2 proves de la suor patologiques. La

insuficiéncia pancreatica no és un criteri diagnostic (52).

1.7.2 Formes no classiques

La introduccié del concepte de gradient de disfuncié de la CFTR és de gran rellevancia i sera de gran
ajut quan s’ha de considerar el diagnostic de FQ en malalts amb fenotips moderats, formes no
classiques de la malaltia o malalties relacionades amb la disfuncié de la CFTR.

Si es pot demostrar aquest gradient de disfuncid, es podria etiquetar aquestes formes atipiques com FQ
no classiques o malalties relacionades amb la CFTR. Aquestes formes constitueixen el grup de malalts
que proporciona un repte més important als professionals encarregats de la cura dels pacients amb FQ.
Actualment, el document de Consens (62) descriu aquest grup de pacients com els que presenten
clinica al menys en un sistema i tenen proves de la suor normals (Cl- < 40 mmol/l o entre 40-60
mmol/l). Actualment es creu que representen el 2% de la poblacid de malalts amb FQ, perd aquest

valor pot ser infraestimat ja que la verdadera prevalenga és desconeguda doncs les formes atipiques
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poden passar desapercebudes o ser diagnosticades com altres entitats diferents a la FQ. Aquests
malalts solen tenir un fenotip lleu caracteritzat per suficiéncia pancreatica exocrina, malaltia pulmonar
lleu i fertilitat masculina.

Aquesta CFTR que funciona parcialment pot ser explicada des del punt de vista genétic de tres
maneres diferents: a) la preséncia de dues mutacions de classes moderades; b) la deteccié d'una
mutacid greu i una lleu; c) la deteccié d'una mutacié (greu o lleu) acompanyada d’un polimorfisme 5T.
Com des del punt de vista genétic el diagnostic pot no ser evident degut a la gran quantitat de
mutacions (més de 1900) es precisa d'una prova que avalui la funcié de la CFTR. Una de les proves que
mesura la funcié de la CFTR es la mesura de la diferéncia de potencial nasal (DPN). Les formes no-
classiques de FQ, acceptades actualment pels diferents consensos diagnostics son dues:

a.- L'abséncia congénita bilateral dels conductes deferents (ACCD). La presenten aproximadament del 1
al 2% del casos d’ homes infeértils. La literatura senyala que el 50% dels pacients amb ACCD son
portadors de 2 mutacions de FQ, essent normalment una de les mutacions moderada de Classe IV o V
( 63).

b.- La pancreatitis idiopatica recurrent. Es la segona anomalia clinica monosimptomatica que pot ser
etiquetada de FQ no classica (64). L'any 1998, dos articles publicats per Cohn i Sharer (65, 66) que
practicament es publiqguen al mateix temps, van demostrar la relacié entre les mutacions CF7R i la
pancreatitis recurrent. Aquests articles assenyalen que del 10 al 20 % dels pacients amb pancreatitis
recurrent son portadors de 2 mutacions CF7R, una d’elles moderada. En la majoria dels casos, la
pancreatitis és I'Gnica manifestacid clinica de FQ. La majoria de malalts amb FQ i pancreatitis recurrent

presenten proves de la suor en el limit i una DPN alterat.

1.7 .3. Malalties relacionades amb la disfuncié de la CFTR
Classicament es descriuen tres entitats: I'aspergil‘losi broncopulmonar al*lérgica, la rinosinusitis cronica

i les bronquiéctasis difuses.

1.7.3.1. Aspergil‘losi broncopulmonar al*lergica (ABPA)

Entre el 5 al 10%, dels pacients amb FQ tenen risc de patir una aspergil-losi broncopulmonar al*lérgica
durant la seva vida. Es va publicar per primer cop a l'any 1996, l'associacié entre ABPA i mutacions
CFTR en pacients que no complien criteris clinics de FQ. Seguidament van aparéixer una gran quantitat
de publicacions en aquest sentit. Els consens actual de diagnostic de FQ, exigeix que per etiquetar una
ABPA de FQ ha de complir al menys 1 criteri clinic de FQ i 1 criteri de disfunci6 de CFTR (mesura

anomala de DPN o prova de la suor alterada) o 2 mutacions caracteristiques de FQ (67).

1.7.3.2 . Rinosunisitis cronica

Practicament la totalitat dels malats amb FQ presenten rinosinusitis cronica. Pero el diagnostic de FQ
en malalts que només presenten rinosinusitis com a forma monosimptomatica és controvertit. La
majoria de les publicacions han documentat uns valors poc significatius de mutacions de la CF7R en els

malalts amb rinosinusitis monosimptomatica comparada amb la poblacié normal. Un estudi publica 58
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nens amb sinusitis cronica, 7 dels 58 nens (12%) eren portadors de 1 mutacié CFTR, dada de portador
menys freqlent que I'esperada a la poblacid general (25%). La poca freqliéncia de presentacié de
mutacions en els estudis fa desestimar la FQ com a causa de la fisiopatologia de la sinusitis cronica
(68).

Darrerament pero, s’han publicat mutacions de la CFTR en el 7% dels pacients afectes de sinusitis
cronica sense cap més alteracid clinica compatible amb FQ. Alguns d’aquests cassos poden ser
eventualment considerats com formes menors de FQ, perd per el diagnostic es necessitaria la

determinacio de la DPN.

1.7.3.3. Bronquiéctasis difuses (BD)
Les bronquiectasis difuses idiopatiques (BDI) es defineixen com a una dilatacid irreversible del

subsegment proximal del bronqui en el que un cop realitzat

Bronquicctasias sistémicas. ‘ el diagnostic diferencial etiologic (figura 31) no s’ha arribat
a cap diagnostic.

Els factors causals identifiquen aproximadament el 50 % dels

Te/subclases Test sudor Precipitinas|  cgsos de bronquiéctasis difuses, essent les causes mes
alfa-1-antitripsina aspergillus . . . . s
comunes les immunodefiencies, infeccions respiratories en
I'edat pediatrica, I'aspergil.losi broncopulmonar al.lérgica, la
[ Norma [Patclogco] discinésia ciliar primaria, la inhalaci6 de irritants,
l !. conectivopaties, colitis ulcerosa i deficit de d-1-antitripsina.
Seminograma Fibrosis quistica
Test Sacarina Estudio genético
Azoospermia Sacarina patologica
Sacarina normal Motilidad alterada
Sindrome Discinesia
de Young cihiar primaria

Figura 31. Protocol diagnostic etiologic de les bronquiéctasis difuses.

Davant del diagnostic clinic de bronquiéctasis difuses idiopatiques, s’hauria de pensar en la possibilitat
de formes no classiques de FQ. La guia de diagnostic i maneig de les bronquiéctasis de la Bristish
Thoracic Society (69) recomana investigar el diagnostic de FQ en les bronquiéctasis que compleixen els
seguents criteris:

> Causa primaria d'infertilitat masculina

> Bronquiéctasis difuses

> Historia d'esteatorrea a la infancia

>

Esput positiu de forma permanent a Staphilococ Aureus
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> Alguna caracteristica de malabsorci6 intestinal

Les proves recomanades per la guia britanica son:

> 2 proves de la suor
> Analisi de les mutacions CFTR
> Determinacio de la mesura de diferéncia de potencial nasal (PDN)

Diversos investigadors han suggerit que les bronquiéctasis difuses idiopatiques (BDI) s'associen amb
molta freqliéncia amb disfuncié de la CFTR. Poden inclis ser considerades com formes atipiques de
FQ. En un estudi en 32 pacients amb BDI el 20% dels cassos presentaven mutacions de la CF7R (70-
74). En una altra publicacid molt similar realitzada en una série de 23 pacients amb BDI, el 30%
presentaven mutacions de la CF7R i un 26% eren portadors d‘al.lel 5T (72). Altres estudis fets amb
un ndimero menor de cassos i sense cribratge complet de la CFTR presenten resultats diferents.
Bombieri y cols (71) conclouen per primera vegada que les mutacions de la CF7R en malalts amb BDI
poden ser la causa etiopatogénica d’aquestes bronquiéctasis. Bombieri y cols perd, no van realitzar la
determinacid de la DPN en els seus malalts sind que arriben a aquestes conclusions a partir de criteris
clinics i microbiologics.

La Ultima Conferéncia de Consens de diagnostic de FQ afirma que (62):

- En cassos amb BDI sembla logic acceptar el diagnostic de FQ, sempre que es demostri una
deficiéncia de la CFTR.

- En cassos sense cap manifestacio clinica, tot i que la prova de la suor sigui patologica, la DPN
elevada o hi hagi mutacions de la CFTR, de moment, no es pot establir el diagnostic de FQ. Per aquests
cassos s’ha proposat el concepte de “Prefibrosi Quistica”.

S’afegeix per tan un altre possibilitat diagnostica com a forma no classica de FQ: les BDI.

1.8 Diferencia de potencial nasal (DPN)

El coneixement de la disfuncié de la proteina CFTR va motivar la recerca d'un nou métode pel
diagnostic de FQ més sensible i especific, que fos capag de demostrar “in vivo” I'anomalia
fisiopatologica fundamental de la FQ: la prova de la DPN. La mesura de la DPN es una de les dues
proves “in vivo” capaces de mesurar la activitat de la CFTR i la disfuncié del canal de clor
caracteristiques de la FQ (62). Aix0 va motivar canvis en els criteris diagnostics de la FQ recollits per

primera vegada en el consens de 1998 (41).

1.8.1 Breu historia de la técnica

A l'any 1981, el grup de treball dirigit per Knowles (42) va desenvolupar un nou procediment per
diagnosticar la FQ, la mesura de la diferéncia de potencial transepitelial mitjangant un voltimetre,
aparell que expressa en mV la diferéncia de potencial entre dos punts. La DPN, com el seu nom indica,
es una mesura realitzada al nas. Els treballs del grup de recerca dirigits per Knowles han demostrat que

a la practica, les mesures de la DPN obtingudes a I'epiteli ciliat de la regié respiratoria de la mucosa
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nasal son superposables a les mesures obtingudes a la mucosa bronquial. La mesura nasal té el gran
avantatge de ser de més facil accés. Knowles i cols van ser els primers en comprovar canvis en els
valors de la DPN després de la irrigacié de la mucosa amb substancies com I'amilorida. Pel registre de
les DPN s’han utilitzat diferents dispositius de mesura. El primer dispositiu introduit va ser anomenat
“dispositiu de Knowles”. Es tracta d’aparells molt grans i no transportables que només es podien
utilitzar en un laboratori de recerca. L'any 1998, el grup que dirigia Lindemann a Alemanya va
desenvolupar un dispositiu portatil i simplificat anomenat "Tholy" (figura 32 ), el va validar i va

protocol.litzar la mesura de la DPN tant basal com després de la irrigacié de la mucosa nasal amb

diverses solucions (75, 76).

Figura 32 . Tholy: voltimetre de mesura de la DPN dissenyat per Lindemann.

En els dltims anys s’ha anat modificant i perfeccionant la técnica de mesura de la DPN. Els esforcos
s’han centrat sobretot en I'estandarditzacié i protocol.litzacié de la metodologia (77, 78). La variabilitat
de la prova es centra sobretot en el desplagament de l'eléctrode nasal. L'objectiu es mantenir el
contacte nasal amb l'eléctrode de forma continua fins i tot durant la irrigacié de la mucosa amb les
diferents solucions. L'any 2003 es va publicar un article de consens que recomana la mesura del DPN
escalfant els liquids d'irrigacié de la mucosa nasal a 37 °C (79). Al 2007 es publica un article en el que
es demostra la reproductibilitat de la técnica (80). Més recentment s’han desenvolupat altres dispositius
més sofisticats que porten incorporats un software amb un programa informatic especific per gravar i

guardar els resultats de les mesures de la DPN.

1.8.2 Concepte fisiopatologic que avalua
La DPN avalua el defecte basic de la FQ que resulta d’ un transport anormal del Na+ i del Cl- a través
de les superficies epitelials de la via aéria, intesti i glandules sudoripares. Es produeix un defecte de la

secrecio de clor (Cl-) fisiologicament regulat per la AMPc i un augment de l'absorcié basal de sodi
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(Na+). La DPN mesura la diferéncia bioeléctrica transepitelial. Aquesta diferéncia de potencial eléctrica
es mesura en milivolts (mV) i en relacié a la submucosa dona valors negatius. Es pot millorar la
rendibilitat de la prova irrigant la mucosa nasal amb diferents solucions

La DPN quantifica de manera directa in vivo les alteracions fisiopatologiques de la malatia.

Els valors de les mitjanes basals oscil-len entre -22 £ 7.3 mV en els controls sans i -45 + 11.4 en els
malalts FQ. La figura 33 mostra els valors mitjans trobats per Hofmann y cols per cada solucid en
malalts amb FQ (81) .
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Figura 33. Corba dels valors de PDN en un  malalt FQ. Reproduit de Hofmann cita 81

Aquest procediment adquireix una importancia especial per diagnosticar els casos de FQ atipics o
monossimptomatics o per monitoritzar les noves terapies, tant les potenciadores de la CFTR com las

geniques.
1.8.3. Descripcié genérica de la técnica

1.8.3.1. Dispositiu

Per realitzar correctament la técnica es precisa d'un voltimetre d'alta impedancia degudament validat.
El dispositiu que hem utilitzat es el Tholy-Medicap® (Ulrichstein, Germany). Es un aparell compacte i
portatil que només precisa d’'una presa de corrent eléctrica. A més del voltimetre, 'aparell porta un
registrador controlat per un microprocessador que disposa d’una memoria integrada dels valors
mesurats i una impressora térmica per la documentacié dels valors. Tot aix0 esta connectat a un llapis
per el registre de I'eléctrode de mesura i a un cable de connexid per connectar I'eléctrode de referéncia
(Figura 34).
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Figura 34: Dispositiu Tholly Medicap®.

1.8.3.2 Material fungible

Aquest voltimetre d’alta impedancia precisa d'un
eléctrode de mesura per la presa de la senyal

bioeléctrica que es col.loca a la superficie de I'epiteli
nasal (electrode nasal de perfusid) i un electrode de

referéncia subcutani (82).

> Dos eléctrodes de plata/Clorur de plata
4 Electrode de mesura integrat al llapis mesurador (figura 35)
Diafragma a
Hilo de plata
Tubo de aislamiento
Depoésito de liquido
Tubo de teflén
Hilo de plata
Tubo de aislamiento Diafragma
Tubo de teflén Hile de plata
Deposito
de liquido
Lapiz medidor
Recipiente
Conector hembra

a presion miniatura

Figura 35. Observis I'electrode de mesura integrat al llapis mesurador i a la dreta, en petit, un detall de

la part superior d’aquest cateter.
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v Electrode de referéncia: és més petit que el de mesura (figura 36). Es connecta a un catéter

subcutani que es col'loca a l'avantbrag. Tant l'eléctrode com el catéter s’han de perfondre amb una

solucié de Ringer.

Figura 36. Eléctrodes de referéncia i de

mesura nasal

Els electrodes s’han de conservar en tubs de plastic plens d'una solucié de clorur de plata saturada.

Després de cada us, aquesta solucid s’ha de substituir per una nova solucié de Clorur de plata.

> Bombes de perfusio: 4 bombes d'infusid Braun®, una per cada solucid. Han d‘anar

connectades a xeringues de 50cc, una sonda de Foley 8F i una clau de 2 passos (figura 37).

> Especulum nasal amb una font de llum freda (Storz®, Germany) (figura 38) .
> Paper d'imprenta térmic que porta incorporat el Dispositiu Tholy
> Xeringues amb les respectives solucions: Ringer, d‘amilorida, lliure de clor i d'isoproterenol,

preparades 2 hores abans d'iniciar la determinacio (figures 39 i 40)

> Aposit per fixar el cateter

Figura 37. Bomba d'infusié Figura 38. Especulum nasal amb una font de llum

freda (Storz®, Germany) i voltimetre Tholy
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Figura 39. Xeringues carregades amb les Figura 40. Solucions per irrigacio nasal

solucions.

1.8.3.3 Solucions per irrigacio

Son 4:

> Solucid A: Ringer (135 mM ClI Na; 1,2 mM Cl, Mg; 2,25 mM Cl, Ca)
> Solucié B: Amilorida (Ringer + 0.1 mM d’ hipoclorit d” amilorida)

> Solucié C: Solucio lliure CL (hipoClorit d’amilorida + 135 mM de gluconat sodic + 1.2mM de
S04 Mg + 2.2 mM de gluconat Calcic )
> Solucié D: Isoproterenol (Solucié C + 0.01 mM d’hipoclorit d’isoprotenerol)

Les Solucions A, B, i C es poden guardar al frigorific uns 3 mesos o congelades 6 mesos

La solucid D ha d'ésser preparada 2 hores abans d'utilitzar-se.

1.8.3.4 Calibratge del voltimetre (figura 41)

Abans de cada mesura, s’ha d’efectuar el calibratge del voltimetre i s’ha de comprovar el funcionament
i I estabilitat dels electrodes utilitzats.

El procediment es el seglient: es posen en contacte els extrems dels electrodes de referencia i de
mesura per crear un curtcircuit, de manera que el voltimetre no detectara corrent (eléctrodes aptes i
voltimetre ben calibrat). Es possible que la pantalla registri un valor d’ uns pocs milivolts; llavors s'ha de

prémer el botd “0” per equilibrar els eléctrodes assegurant-se de que estiguin en contacte.



Figura 41. Calibratge del dispositiu

1.8.3.5 Preparacid del malalt

El pacient ha d'estar relaxat, assegut en una butaca comoda, la mandibula recolzada en un optimetre
gue no bloquegi la sortida de les perfusions. S’han d'inspeccionar i explorar les dues narines. Si el malat
presenta una afeccioé aguda del nas, s’haura de retardar la prova una setmana com a minim.

Es col.loca la sonda de Foley de 8F al nas (figura 42). La sonda Foley ha d’estar connectada a una clau
de 2 passos. A continuaci6 I'eléctrode nasal. L'eléctrode nasal ha d'estar col*locat a una narina, entre
el cornet inferior i la base del nas i a una profunditat entre 0.5 cm i 2 cm (figura 43).

En la cara externa de l'avantbrag del pacient, un cop desinfectat, es col.loca el catéter de referéncia
connectat a un catéter subcutani que s'introdueix al teixit adipds subcutani. Aquest catéter de

referéncia es perfon amb una solucié Ringer.

Figura 42. Col.locaci6 de I'electrode Figura 43. Detall de la visualitzacié del
de mesura nasal i de la sonda de Foley 8F cornet i col'locacié6 de l'electrode de Mesura
nasal



Figura 44. Pantalla per visualitzar la mesura

1.8.3.6 Procediment de mesura (78)
Primer es connecta el dispositiu a la corrent, després es connecten els eléctrodes al dispositiu, es

calibra el voltimetre i s’ inicia la mesura de la DPN. Mentre es prepara el dispositiu, s escalfen les
solucions a 37 °C.

Es comprova que els cateters estiguin col'locats enfront del lloc anatomic de mesura. En aquest
moment a la pantalla del dispositiu del Tholy ha d’ aparéixer un valor de DPN de pocs mV que al
movilitzar alguns dels catéters ha de variar lleugerement (figura 44).

Si la posicié de I'eléctrode és correcta al tocar la part posterior del cornet inferior amb I'electrode de
mesura, la pantalla ha d’ indicar valors entre -5 mV i -10mV. Aquests valors s’han de mantenir durant
un minut. Llavors es procedeix a fixar I'electrode de mesura (figura 45).

Després, es posa al nas la sonda de Foley de 8 Frenchs conectada a una clau de 2 pasos i a les
bombes Braun (una bomba amb una xeringa de 50 cc per cada perfusid). En el moment de la irrigacio,
les diferents solucions han d’estar a 37°C. La perfusio de les diferents solucions s’ha de mantenir
durant un temps de 3 minuts a una velocitat de 300 ml/h. (79) (figura 46).

Després de 3 minuts de perfusié de cada solucié i d’ assolir |'estabilitzacio dels valors de DPN durant 1
minut, es registre i s'imprimeix el resultat (prement el botd END del voltimetre).

Al final de la prova es torna a enregistrar el valor basal amb la solucié de Ringer per comprovar la
fiabilitat i la reproductibilitat de la prova.

El procediment de mesura es repeteix a laltra narina, seguint el mateix protocol.
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Figura 45. Posicié del malalt en el moment en que es

col.loca el dispositiu de mesura al nas del pacient

Figura 46. Detall de la perfusié . Bomba Braun. Dispositiu de mesura Tholy

1.8.3.7 Interpretacio de resultats numerics i grafics

Es una prova molt depenent del técnic. Es poden trobar variacions substancials interlaboratoris. Per
aquest motiu és preceptiu que cada laboratori disposi dels seus valors de referéncia. Per aix0 es
necessari que els técnics hagin fet un nimero minim de determinacions. Els consensos internacionals
aconsellen per tal de poder acreditar al técnic i considerar la prova valida, que el técnic hagi realitzat
entre 300 i 400 determinacions. Els valors de DPN en els pacients han estat descrits préviament
(apartat 1.6.3). Per valorar un resultat de DPN s’ha de comprovar que els resultats de les mesures
corresponents a cada solucié son compatibles amb els resultats de referéncia per cada solucio. Es molt
important comprovar els increments de valors entre cada solucié. Tan important com el valor de la
DPN és la morfologia de la corba (figura 47). La magnitud de les diferéncies de potencial oscil*len entre
0 i -100 mV: Si es sobrepassen aquests limits s'ha de comprovar la posicié de I'electrode de mesura i
de I'eléctrode de referéncia i repetir la mesura.

Un valor patologic en una sola narina no te cap valor. El valor definitu es la mitja aritmética dels valors
obtinguts de les mesures de les dues narines per cada una de les perfusions.

Tan important com el valor numéric de la DPN és la morfologia de la corba de mesurament: a) corba
aplanada corresponent a una persona sana; b) grafica amb una corba tipicament caracteristica de

fibrosi quistica (figura 48).
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Figura 47. Grafiques de la mesura de la DPN en un individu Nornal (A) i un malalt amb FQ (B).

1.8.4.- Interés clinic

El diagnostic de FQ comporta un seguiment de la malaltia en una Unitat de referéncia i un tractament
especialitzat i diferenciat que proporcioni un millor pronostic del malalt. El diagnostic de FQ de formes
no classiques és un repte en l'actualitat ja que precisa d'un procés diagnostic molt complex. Aixo
permet millorar la qualitat de vida, disminuir la morbi-mortalitat aixi com poder establir un consell
genetic. Per poder realitzar el diagnostic de les formes no classiques és necessari I'estudi “in vivo"de la
funci6 de la CFTR.
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2 JUSTIFICACIO GENERICA DELS ESTUDIS

Avui en dia, el diagnostic de FQ es basa fonamentalment en els criteris diagnostics de Rosenstein (41).
A la practica pero el diagnostic no és tan senzill, doncs la clinica dels pacients amb FQ pot ser molt
variada i els valors de Cl- obtinguts mitjancant la prova de la suor en pacients amb clinica atipica,
poden no ser concloents. No es infreqlient que la prova de la suor doni valors intermedis o normals que
no aclareixen el diagnostic. Actualment una prova de la suor normal no exclou de forma definitiva el
diagnostic de la malaltia (84). Aixi doncs, les formes no classiques i les formes monossimptomatiques
de FQ poden tenir una prova de la suor normal o dubtosa i una o cap mutacié de la CFTR. Aix0 es
especialment manifest en el cas de les bronquiéctasi difuses que no solen associar-se a altres
manifestacions cliniques tipiques de la FQ com insuficiéncia pancreatica o infertilitat masculina. En
aquests malalts en l'actualitat. s’ha de realitzar forcosament un estudi genétic per poder establir el
diagnostic de FQ, prova que comporta una despesa economica notable.

Per poder realitzar el diagnostic de FQ en aquests malalts, s'aconsella utilitzar una prova funcional de la
CFTR que demostri “in vivo” de manera fiable el funcionament de la proteina. La prova descrita
darrerament i més fiable es la mesura de la diferéncia de potencial nasal (DPN). Aquesta técnica
precisa per una banda I'aprenentatge de la técnica i disposar de valors de referéncia del centre on es
practica i per altre banda s’ha de coneixer la utilitat d’aquesta mesura en els malalts amb bronquiéctasi

difuses idiopatiques (BDI).

3 HIPOTESIS GENERAL

La mesura de la diferéncia de potencial nasal és una prova discriminatoria per poder realitzar el

diagnostic de FQ en malalts amb bronquiéctasi difuses.
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4 PRIMER ESTUDI: APRENENTATGE DE LA TECNICA I DETERMINACIO DELS
VALORS DE REFERENCIA

4.1 Justificacio

La DPN és una de les Uniques proves “in vivo” per demostrar la funci6 de la CFTR. Es una prova
necessaria per poder realitzar el diagnostic de les formes atipiques o no classiques de FQ per6 es
precisa que el centre que la practica disposi de personal técnic entrenat de manera que els resultats
siguin reproduibles. Aquest aspecte es basic ja que la prova de la DPN es una prova técnic-dependent.
Un cop assolit aquest punt, la mesura de la DPN pot esdevenir un criteri definitiu pel diagnostic dels
malalts amb FQ i prova de la suor negativa o intermedia, amb una o cap mutacié del gen de la CFTR.
Per considerar els resultats fiables i reproduibles, els diferents consens estimen que la xifra de

determinacions que ha d'haver fet un técnic oscil*la entre 300 i 400 determinacions.

4.2 Hipotesi
La determinacié de la mesura de la DPN realitzada per un técnic experimentat seguint un protocol
estandarditzat es Util pel diagnostic de Fibrosi Quistica o de malaltia relacionada amb disfuncié de la

CFTR. Per considerar el técnic experimentat s’han de realitzar entre 300 i 400 determinacions.

4.3 Objectius

1.- Realitzacio per part del técnic la xifra de mesures de DPN basal demanada per la literatura per fer
fiablement aquesta técnica

2.- Constatar en el nostre laboratori la repetibilitat de la técnica

3.- Establir en el nostre laboratori els valors de referéncia de DPN basals en malats afectats de FQ,
portadors sans i controls

4.-Valoarar si la mesura de la DPN basal en els malalts amb BDI pot ajudar al diagndstic de FQ.

4.4  Material i Métodes

4.4.1 Poblacid: classificacio dels malats en grups

Varem estudiar 88 individus dividits d’entrada en 5 grups

4.4.1.1 Controls sans no portadors de mutacions CF7R (Grup A). Individus sans, no fumadors, sense
clinica respiratoria, rinosinusal, ni malabsorcié intestinal, amb dues proves de la suor negatives, placa
de torax i sins normals, funcid respiratoria normal i sense cap mutacio pel la CF7R. Considerats com a

grup control.

4.4.1.2 Fibrotics quistics (FQ classica), portadors de 2 mutacions CF7TR (Grup B)._Pacients amb
diagnostic de FQ, clinica compatible, 2 proves de la suor patoldgiques i 2 mutacions de la CF7R .
4.4.1.3 Pacients adults amb bronquiéctasis difuses portadors d’una mutacié CF7R (Grup C)

Pacients amb prova de la suor negativa o amb valors limit.
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4.4.1.4 Pacients adults amb bronquiéctasis difuses no portadors de cap mutacié de la CF7R (Grup D).
Pacients amb prova de la suor negativa 0 amb valors limit.

4.4.1.5 Individus sans portadors d’una mutacié de CF7R (Grup E). Familiars sans (pares o germans de
malalts amb FQ), no fumadors, sense clinica respiratoria, rinosinusal, ni malabsorcié intestinal amb 2
proves de la suor negatives, placa de torax y de sins normal, funcid respiratoria normal i portadors

d’una mutacié de la FQ.

4.4.2 Prova de la diferéncia de potencial nasal

La tecnica es va realitzar com s’ha especificat préviament a l'apartat 1.8.3. Només es va realitzar la
mesura basal. Es va programar que el técnic realitzes un nombre de determinacions de DPN entre 300 i
400. Es varen realitzar mesures basals de DPN a cada individu la meitat a la narina dreta i l'altra
meitat a la narina esquerra. El valor final de la DPN va ser el valor obtingut de la mitjana aritmética

entre els valors de DPN obtinguts a la narina dreta i els obtinguts a la narina esquerra.

4.4.3 Protocol d’estudi d'invidus per diferenciacié de grups.

Es va estudiar la poblacié d’individus mitjancant historia clinica (especial émfasi en la clinica
respiratoria, rinosinusal i sindrome de malabsorcié intestinal), dues proves de la suor, radiologia de
torax i sins, proves de funcio respiratoria i estudi genétic (a tots els pacients se’ls va realitzar un estudi
genetic pel gen de la CF7R) i DPN.

Cal destacar que la prova de la suor es va fer i interpretar de la seglient de manera:

- Es va realitzar dues vegades en 2 periodes de temps diferents. La prova de la suor es va mesurar a
cada malalt per dues técniques, conductancia i determinacio bioquimica del clor. El valor de la prova de
la suor de cada pacient que es va acceptar va ser la mitjana aritmética dels 2 valors de Cl - de cada
una .

. Valors de normalitat acceptats de la prova de la suor:

Prova mesurada per conductancia: patologica quan el valor de Cl > 80 mEg/L. Es van considerar valors
limits quan els valors de Cl oscil*laven entre 50 i 80 meq Cl.

Prova mesurada per bioguimica: patologica quan Cl > 60 meq /L. Es van considerar valors limits quan
els valors de Cl oscil*laven entre 40 i 60 meq / L.

En cas de divergéncia de resultats, es va acceptar com a més fiable la determinaci6 de Cl per
bioquimica

Els malalts portadors de bronquiectasis varen ser estudiats d’acord amb el protocol del Servei de
Pneumologia de la Corporacié Parc Tauli especificat préviament (pagina 40).

A tots els individus se’ls va mesurar la DPN 4 vegades (dues a cada nariu). D'acord amb els resultats de
Hofmann et al (76 ) es van considerar valors de DPN normals = -20 mV i diagnostics de FQ < - 45

mv.
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4.4.4 Analisi estadistica

Les dades es van introduir en el paquet estadistic SPSS versio .18.

Es va determinar la repetibilitat de la técnica mitjangant el coeficient de correlacid interclasse (ICC),
amb limits superiors i inferiors per un interval de confianza del 95 %. Es va realitzar una prova de
Blandt i Altman per la totalitat del grup i per tres subgrups. El primer subgrup fou el primer ter¢ de
malalts estudiats, el segon subgrup el segon terg i el tercer el darrer.

Es va determinar el valor predictiu positiu (VPP) i negatiu (VPN), especificitat (E) i sensibilitat (S) de la
DPN. Pel que fa I'obtencié dels valors de referéncia dels diferents grups, els resultats s’expressen en
forma de mitjana + desviacio standart. La comparacié entre grups es va fer mitjancant I'analis de la

varianca (ANOVA amb la correccié de Bonferroni).

4.5 Resultats

4.5.1 Resultats de la técnica

Es varen realitzar 354 mesures basals de la DPN en els 88 pacients estudiats De les 352 se’'n van
analitzar 346 (es van rebutjar 8 mesures). Per procedir a l'estudi de repetibilitat es varen comparar les
mesures de dues en dues respectant el temps de realitzacio. El coeficient de correlacid intraclasse va
ser de 0,857 amb uns limits superior del 0,891 i inferior de 0,815.

Els CCI de cada subgrup esta en la taula 5.

Numero de Interval de
Mesures 959%
Grups Totals Excloses| Coeficient de | Limit inferior | Limit superior
Intraclasse
Grup total | 173 8 857 815 ,891
Subgrup 3 | 5 7 ,898 841 937
Subgrup 2 | 55 0 825 726 892
Subgrup 1 | 54 1 1292 -,103 564

Taula 5. El CCI de tot el grup es molt bo, perd observis com millora progressivament des del subgrup 1

(primer grup de malalts estudiats) fins el subgrup 3 (darrer grup de malalts estudiats).

Es van representar els resultats en forma de grafic de Blandt i Altman.
La figura 48 mostra els valors de les mesures dels tres grups en conjunt i la figura 49 mostra la

representacio dels tres grups per separat.
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Figura 48. Les mesures del grup 1 es representen en blau cel, les del grup dos en vermell i les del tres

en blau cel.
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Figura 49. Observis que en el grup tres els valors estan més agrupats.

Per procedir a la determinacio de la sensibilitat, especificitat, valor predictiu positiu (VPP) i negatiu

(VPN), es van comparar els valors obtinguts de la DPN (considerant-se valors de DPN normals = -20

mV i diagnostics de FQ < - 45 mv) i la prova de la suor amb el diagnostic basat en la clinica + al

menys una mutacio en I'estudi genetic.

DPN Prova de la suor
Sensibilitat (%) 91.7 77.8
Especificitat (%) 80 100
VPP (%) 78 100
VPN (%) 92,3 77,8

Taula 6. Resultats de sensibilitat, especificitat, VPP i VPN d’ambdues técniques.
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4.5.2 Valors de referéncia de diferéncia de potencial nasal dels diferents grups.

Es van estudiar 88 individus dividits en els 5 grups segons la classificacié diagnostica

L'edat dels malalts s’exposa en la taula 7.

N Edat MitjanaxDE | Mediana Minim Maxim
Grup A 15 39,7+10,5 39,5 20 60
Grup B * |17 21+7,2 22 9 35
Grup C 4 57,1+11,2 56 37 75
Grup D 22 62+12,5 67 32 77
Grup E 30 44,7+7,9 45 27 59

Taula 7 . Nombre de malalts per grup i edat.
* p= 0.0014. Solament els malalts del grup B varen ser mes joves respecte al grup A. La reste dels

grups no varen mostrar diferéncies d’edat entre ells.

Els resultats dels estudis genétics dels pacients amb FQ (grup B ) i portadors (Grup E) es mostren a les

taules 8 9.
IFreqUéncia Percentatge

1811+1,6KBA>G/Q1100P 2 11,8
3849+1G>A/9TMIV 1 5,9
DELTA F508/1812-1G-A 1 5,9
DF508/D924N 1 5,9
DF508/DF508 6 35,3
DF508/N1303K 1 5,9
DF508/R709X 1 5,9
DF508/Y1014C 3 17,6
L997F/DF508 1 5,9
Total 17 100,0

Taula 8. Estudi genétic dels malalts amb FQ



IFreqUencia

Percentatge

1716G/A /- 1 3,3
1716G/AT7- 3,3
1812-1G-A/- 1 3,3
389+1G>A/- 1 3,3
A1006E/- 1 3,3
DF508/- 16 50,0
1507D/- 1 3,3
L997F/- 1 3,3
N1303K/- 2 6,7
Q1100P/- 1 3,3
R709X/- 1 3,3
R75Q/- 1 3,3
Y1014C/- 2 6,7
Total 30 100,0

Taula 9. Estudi genétic dels portadors

Valors de DPN de cada grup

Les mesures de la DPN dels 5 Grups i de la prova de la suor es mostren en la taula 10.

L'analisi de la variancia (ANOVA) va mostrar unes diferéncies estadisticament significatives intergrups.

La comparacié grup per grup va demostrar per la DPN una diferéncia estadisticament significativa (p<

0.05)entreelgrup Bielsgrups A, Di E.

Pel que fa la prova de la suor, la diferéncia va ser estadisticament significativa (p<0.001) entre el Grup

B i tots els altres grups.

Grups A B C D E

N 15 17 4 22 30

DPN (mV) -25+ 22,1 -62,1+16,7* -63,4+7,9% -46,7+16,02 | -42,5+15,6
Prova de la 27,46£15,41 | 104,08+27,79*¥ 58,75+19,25 37,26£15,41 | 25,87+7,58
Suor (meq/L)

Taula 10. Resultats dels valors basals de la DPN i de la prova de la suor en els 5 grups.
*p< 0.05; ** p<0.001.
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Els 4 malalts del grup C varen ser portadors d’una mutacié de la CFTR i tots 4 tenien valors de DPN
patologics (< -45mV) (sensibilitat del 100%), com els FQ. En canvi pel que fa I'analisi de la prova de la
suor (taules 10 i 11) 2 malalts tenen proves de la suor normals (CI- < a 80 mEg/L mesurat per
conductancia i < 60 mEq/L mesurat per determinacié bioguimica); malalts 1 i 2 mentres que els altres
dos presenten valors de clor a la suor intermitjos tant si la mesura del Cl- es per conductancia ( 79
mEg/L i 71 mEg/L) com per determinacié bioguimica (45 i 40 mEg/L ). En principi doncs, d’acord amb
els criteris classics basats amb la prova de la suor, aquestos malalts serien considertas no FQ;en canvi

la prova de la DPN permet realitzar el diagnostic.

Prova de la suor (conductancia/ bioquimica) | Mutacio
Malalt 1 45 mEqCl- / 24 meq Cl- Q178K/-
Malalt 2 40 meEqCl- / 21gmeq CI- W1282X/-
Malalt 3 79 mEqCl-/ 45 meq Cl- 1807M/-
Malalt 4 71 mEqCl-/ 40 meq Cl- R1162L/-
Taula 11. Estudi genétic i proves de la suor en el malalts del grupC amb bronquiéctasi difuses

portadors de mutacions i DPN alterada
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4.6 Discusio

Classicament, el diagnostic de FQ es realitza mitjancant la clinica compatible acompanyada de dues
proves de la suor patologiques. En els fons, la prova de la suor es I'expressid “in vivo” de la disfuncio
de la CFTR. L'existéncia de casos dubtosos de FQ i el millor coneixement del funcionament de la CFTR
van motivar que la recerca s'orientés cap a l'estudi de técniques diagnostiques més sensibles i
discriminatories. Des d’un punt de vista fisiopatologic, la base de la malaltia radica en I'alteraci6 ionica
gue es produeix com a conseqiiéncia del mal funcionament de la proteina anomenada CFTR. Aix0
provoca uns canvis eléctrics en la superficie cel'lular que sén mesurables. La DPN mesura aquests
canvis en la mucosa nasal.

La DPN s'ha proposat com una eina Util per demostrar les alteracions en el transport epitelial de clor
secundari a disfuncié de la CFTR i conseqiientment com a prova util pel diagnostic de FQ especialment
en els pacients amb formes atipiques o no clasiques, (41, 45).

El problema d'aquesta técnica es que esta poc implementada encara en l'assisténcia médica habitual
d’'aquests malalts i que la seva fiabilitat depén de I'experiéncia del técnic que la realitza i que es
desconeixen alguns aspectes com el seu valor predictiu positiu i negatiu comparat amb la prova de la
suor.

Nosaltres hem determinat la mesura de la DPN basal en diferents grups d’individus que inclouen
malalts amb diagnostic de FQ classica, malalts amb bronquiéctasis difuses i portadors d'una mutacié de
CFTR, pacients diagnosticats de bronquiéctasis difuses sense cap mutacié de FQ, portadors sans d'una
mutacié CFTR i individus sans sense cap mutacio.

La nostra técnica ha realitzat 352 determinacions. Tenint en compte que la literatura (47) aconsella
que, perqué el técnic es consideri entrenat ha d’haver fet entre 300 i 400 determinacions aquest punt
s’ha assolit sobradament. El segon aspecte important lligat tant al técnic com a la tecnica és la
repetibilitat de la mateixa. Els criteris de repetibilitat : son els criteris que s'utilitzen per mesurar la
consisténcia entre mesures repetides d'un mateix caracter en un mateix individu. En altres paraules,
son els criteris que s'utilitzen per demostrar que una maniobra no tingui una variabilitat excessiva.
D'acord amb el VIM (Vocabulari Internacional de Metrologia ), la repetibilitat de resultats dels
mesuraments és la proximitat de concordanca entre els resultats dels mesuraments successius del
mateix mesurant sota les mateixes condicions de mesurament. Aquestes condicions son anomenades
condicions de repetibilitat. Les condicions de repetibilitat inclouen:

a) El mateix procediment de mesura

b) El mateix observador

¢) El mateix instrument de mesura utilitzat sota les mateixes condicions

d) El mateix lloc

e) La repeticio de la prova
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D’acord amb el VIM, la reproductibilitat de resultats de mesuraments és la proximitat de concordanca
entre els resultats de mesuraments successives del mateix mesurant sota condicions de mesura que
canvien. Una declaracio valida de reproductibilitat requereix que s’especifiqui la condicié que canvia. A
la reproductibilitat, les condicions que canvien poden incloure: a) Principi de mesura; b) Metode de
mesura; c) Observador; d) Instrument de mesura; e) Patrd de referéncia; f) Lloc; g) Condicions d'Us;
h) Temps.

(83 i 84). Nosaltres per tant varem estudiar la repetibilitat i no la reproductibilitat de la técnica. Les
nostres dades mostren una repetibilitat molt elevada.

L'especificitat i sensibilitat de la técnica han estat molt elevades aixi com el seu VPP i el VPN, de
manera que una determinacié de DPN negativa practicament exclou la malaltia. Les nostres dades de
sensibilitat i especificitat son concordants amb les de la literatura (45).

Comparant amb la prova de la suor, la mesura de la DPN ha mostrat ser més sensible i un valor
predictiu negatiu (VPN) més elevat, perd menys especifica que la prova de la suor possiblement per ser
técnic-dependent.

A la practica, aixo volt dir que una DPN basal normal (valor de DPN > - 20 mV), descarta practicament
FQ mentre que la prova de la suor no ho permet. A més, una DPN basal patologica permetria un
diagnostic de FQ tot i que la prova de la suor fos normal. De tota manera, s’ha implementat la mesura
de la DPN després de la irrigacid nasal amb diverses solucions la qual cosa ha modificat aquesta
conclusié preliminar (46).

L'analisi per subgrups, ha mostrat que en el grup de malalts amb FQ, la DPN ha resultat tant sensible
com la prova de la suor doncs tots els nens diagnosticats de FQ tenien un valor de Clor a la suor > a 60
meq /L i un valor de DPN inferior a -45 mV.

Els 4 malalts amb bronquiéctasis i portadors d’una mutacié de FQ tenien valors de DPN superposables
als del grup de FQ, perd en canvi la prova de la suor mostrava valors normals o intermedis. L'estudi
genétic d'aquest malalts va demostrar que eren tots portadors d’'una mutaci6 CF7R. Aquest fet ha
permés un canvi de diagnostic dels pacients i per tant la correcte filiacié dels malalts amb bronquiéctasi
difuses. Els nostres resultats estan en la linea de Hubert et al (85), autors que han demostrat que una
Unica mutaci6 CFTR en malalts afectes de bronquiéctasis difuses, pot tenir consequéncies
patogéniques. En canvi en el grup dels malalts amb bronquiéctasis i valors de DPN superposables als
controls sans, en cap cas es va trobar una mutacio FQ.

Els nostres resultats i els de Hubert et al (85) recolzen una revisié dels algoritmes diagnostics de la FQ
ja que la majoria d’ells només es basen en la prova de la suor com a Unica prova “in vivo” pel
diagnostic de la FQ. Aixd es especialment rellevant en malalts monossimptomatics. D’acord amb els
nostres resultats, la determinacié de la DPN s’hauria de fer abans de procedir a I'estudi genétic en
pacients amb bronquiéctasi difuses amb prova de la suor normal. La finalitat de la prova és doncs
evidenciar la disfuncié de la CFRT.

En resum, la DPN basal és una prova minimament invasiva i poc costosa, amb bona repetibilitat, que
permet diferenciar els malalts FQ dels no FQ essent d'especial interés en les formes

monossimptomatiques o per les formes no classiques de FQ. En les bronquiéctasis no filiades la DPN
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s’ha mostrat més sensible que la prova de la suor, el que ha permés un canvi de diagnostic dels
pacients. A més, pot evitar la realitzacié d’ estudis genétics en cassos amb bronquiéctasis difuses i

DPN normal.

4.7 Conclusions

1.- El nostre técnic ha fet 352 determinacions de manera que compleix els requisits especificats en la

literatura per considerar-se apte per fer la técnica correctament.

2.- Hem demostrat que en el nostre laboratori la técnica té una bona repetibilitat.

3.- Hem establert uns valors de DPN basal de referéncia pel nostre laboratori en els malalts afectats de

FQ, portadors sans i controls.

4.- Hem evidenciat que en alguns pacients afectes de bronquiéctasis difuses no filiades, la determinacio

de la DPN basal permet el diagnostic de FQ.
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5. SEGON ESTUDI: Utilitat de la mesura de la Diferéncia de Potencial Nasal en

Fibrotics Quistics que presenten un fenotip de Bronquiéctasis difuses idiopatiques

5.1  Justificacié

La utilitzacid de la prova de la diferéncia de potencial nasal (DPN) pel diagnostic de la FQ, esta
acceptada des del consens diagnostic de Rosenstein de 1998 (41). Avui per avui la determinacio de la
prova de la suor segueix considerant-se la prova de referéncia pel diagnostic de FQ (86-87) .

Gracies a l'aveng técnic i al coneixement de la fisiopatologia de la malaltia s’han anat desenvolupant
noves proves diagnostiques, com els estudis genétics i I'estudi “in vivo” de la funcié de la proteina
CFTR, mitjangant la prova de la diferéncia de potencial (DP) (88), de manera que avui en dia alguns
pacients amb clinica suggestiva de FQ que presenten proves de la suor al limit de la normalitat o fins i
tot normals, poden ser considerats com FQ o com a malaltia relacionada amb la CFTR (89). Els
malalts monosimptomatics amb una determinacio de la DPN patologica i portadors d'una mutacié de la
CFTR, se'ls podria incloure com a malalts afectats de FQ com apunten molts autors que s’estan
replantejant en l'actualiatat els algoritmes diagnostics de la FQ.

Una de les formes monosimptomatiques que s’estant incluent en els algoritmes diagnostics de la FQ
son les bronquiéctasis difuses (BD) amb proves de la suor normals, amb una o cap mutacions de la
CFTR.

En aquests malats la determinacio de la DPN podria permetre millorar els criteris diagnostics de FQ.
Gracies a aquesta técnica doncs es podria:

.- Caracteritzar i identificar nous malalts.

.- Millorar el diagnostic etiologic de les bronquiéctasi.

.- Escurcar el temps d’estudi i diagnostic de la malaltia.

.- Evitar la despesa econdomica que comporta I'estudi genétic exhaustiu de tot el gen CFTR.

5.2  Hipotesi

La determinaci6 del valor de la diferéncia de potencial (DPN) es una prova util en el diagnostic de FQ o
de la disfuncié de la CFTR. Permet confirmar o descartar la malaltia en pacients amb bronquiéctasis
difuses essent especialment rellevant en malats amb prova de la suor negativa o intermedia (valors de

clor a la suor entre 40 i 60 mmol/L).

60



5.3 Objectius

1. Determinar els valors de la DPN basal i després de la irrigacié de la mucosa bronquial amb diverses
solucions, en el grup de malalts afectats per la forma classica de FQ, malalts amb bronquiéctasis

difuses no filiades i en un grup control de sans no portadors de cap mutacio.

2. Comprovar que la prova de la DPN pot confirmar o excloure el diagnostic de FQ o disfuncié de

CFTR en els malats amb bronquiéctasis difuses i prova de la suor no patologica.

3. Valorar si la prova de la DPN basal pot ser util com a cribratge diagnostic en els pacients amb

bronquiéctasi difuses.

4. Descriure el porcentatge de mutacions de la CFTR observades en malalts amb bronquiéctasis

difuses amb prova de la suor normal i prova de la DPN patologica.
5. Valorar si la severitat de les mutacions de la CFTR en malalts amb bronquiéctasis difuses (BD),

prova de la suor normal i prova de la DPN patologica, son de diferent classe que les dels malalts amb

FQ classica
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5.4 Material i Métodes

5.4.1 Poblacié: Classificacié dels malats en grups:

Es van estudiar 173 pacients classificats en els seglients grups.

5.4.1.1 Fibrotics quistics (grup A). 17 pacients afectes de Fibrosi Quistica, edat superior de vuit anys
diagnosticats per malaltia tipica respiratoria i/o simptomes gastrointestinals classics, amb dues proves
de la suor patologica , efectuades en dos dies diferents. Aquests malalts tots eren portadors de dues
mutacions CF7R conegudes a Espanya. Cap dels 17 malalts varen ser diagnosticats per cribratge
neonatal

5.4.1.2 Pacients adults diagnosticats de bronquiectasis difuses i idiopatiques (BDI) (grup B). En
I'actualitat no fumadors. En tots els malalts es va practicar un estudi genétic de les mutacions CF7R
amb inclusié del al.lels 5T, 7T i 9T, dues proves de la suor complertes per conductancia (Macroduct) i
dues determinacions posteriors de clor per bioquimica.

5.4.1.3 Pacients sans portadors d’una mutacié CF7R (grup C). Tots ells pares o germans dels pacients
del grup A. A tots ells se'ls hi va practicar una radiografia de torax i de sins que havien d'ésser
absolutament normals, una espirometria normal, dues proves de la suor per conductancia (Macroduct)
i dues determinacions posteriors del Cl- de la suor per bioquimica.

5.4.1.4 Controls sans respecte la malaltia FQ (grup D). Malalts no fumadors, sense antecedents d'asma
bronquial, tos cronica, rinitis ni problemes de malabsorcid intestinal. A tots ells, se'ls va practicar una
radiografia de torax i de sins i un estudi de funcié pulmonar (que havien d'ésser estrictament normals),
dues determinacions de la prova de la suor complerta (Macroduct) i després dues determinacions

posteriors del clor de la suor per bioquimica i estudi genétic de la CF7R incloent els al.lels 5T,7T i 9T.

5.4.2 Protocol d’estudi

Es va aplicar el protocol d’estudi de bronquiéctasi de la CPT. Es detallen a continuacié algunes
proves especifiques.
5.4.2.1 Prova de la suor: es determinava primer per la técnica de Conductancia (Macroduct ) i a
continuacio es passava a efectuar la determinacio de la quantitat de clor per bioquimica, el resultat de
cada valor de suor es la mitja dels valors de clor obtinguts per la determinacié bioquimica per la técnica
de conductancia.
5.4.2.2 Estudi genetic: A tots els pacients se’ Is hi va practicar un estudi genétic complert que inclou
I'andlisi de les regions codificants i annexes del gen CFTR mitjancant les técniques de DGGE I SSA, amb
un nivell de deteccié del 97% en la poblaci6 de Fibrosi Quistica espanyola. S'estudien també els
marcadors intragénics IVS8-6 (T), IVS8CA I IVS17Bta.
5.4.2.3 Prova de la diferéncia de potencial nasal basal
La DPN es va determinar, a les dues narines, es va utilitzar el dispositiu Tholy —Medicap, amb
electrodes de plata/clorur de plata com a eléctrode de mesura connectat a la mucosa nasal i un

electrode de referéncia (catéter de puncié endovenosa) insertat al teixit subcutani de I" avant-brag, es
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col.loca I'eléctrode de mesura en contacte amb la mucosa nasal sota visié directe del cornet inferior a
una distancia de 2 cm de la narina, gracies a un especulum d’ ORL. Després de fixar-lo i de col.locar
una sonda de Foley de 8 Frenchs, s’ inicia el protocol de la DPN descrit a I'apartat 1.8.4.1.

Es considera valor basal, el valor més estable, considerant-se com a tal el valor de DPN que es manté
durant 3 minuts. Aquest procediment es va realitzar primer a una narina i després a l'altre. Es van
realitzar un total 6 determinacions de DPN per pacient, 3 determinacions en cada narina.

5.4.2.4 Prova de la diferéncia de potencial nasal post-irrigacid de la mucosa nasal amb diferents
solucions

Primer es va realitzar la determinacid de la DPN basal. Es considera com a valor basal el valor
mantingut durant 3 minuts. Posteriorment es va procedir a la mesura de la DPN, després de la irrigacid
de la mucosa nasal amb la solucié d’ Amilorida. Previ a la mesura, es fa passar a través de la sonda de
Foley, durant 3 minuts aquesta solucid irrigant la mucosa nasal. El valor que es manté estable durant 1
minut es el valor de DPN per la solucié d"Amilorida. A continuacié es realitza I'estudi nasal que avalla
la permeabilitat al clor per I'activacid de I’ AMPc. Per aix0 s'irriga la mucosa nasal durant 3 minuts amb
una solucid lliure de clor; el valor que s'accepta es el valor de DPN que es manté estable durant 1
minut. A continuacié es procedeix a la irrigacid de la mucosa nasal amb la perfusié d'isoproterenol
durant 3 minuts més, considerant-se el valor DPN el que es manté estable durant 1 minut. La velocitat
deninfusid de les differents solucions ha d'ésser de 300 ml/hora. Aquest procediment es va realitzar
primer a una narina i després a l'altre calculant-se la mitjana dels resultats obtinguts entre ambdues
narines. També es va realitzar la valoracio visual de la corba.

Es van determinar els valors absoluts de DPN basal, per cada una de les perfusions i es varen calcular

els increments dels valors de DPN per cada perfusio.

5.4.3 Analisi estadistica

Les variables qualitatives s’expressen en forma de frequéncies absolutes i percentatges. Les variables
quantitatives s’expressen en forma de mitjana, mediana, desviacié tipica i valors minin i maxim. La
comparacié de les variables quantitatives entre els grups de diagnostic es fara amb el calcul de I’
ANOVA si es compleixen las condicions d’aplicabilitat (normalitat i igualtat de variancies). Si no es pot
aplicar I ANOVA, s'emprara la prova no parametrica de Kruskal-Wallis. Per a les comparacions post-hoc
s’emprara la correccid de | “error Tipus I pel métode de la minima diferéncia significativa (MDS) en el
cas de I'ANOVA i de Bonferroni en el cas no paramétric (prova de Mann-Whitney posterior a la prova de
Kruskal-Wallis). Si es significativa la prova de Kruskall Wallis, es divideix el valor de la p (0.05) pel
nimero de comparacions 2 a 2 (per tant la p es < 0.05 i @ més el seu valor no es fixe doncs depen del
numero de comparacions fetes). La comparacio de les variables qualitatives es fara amb la prova de la
X2 En totes les proves el limit de la significacié estadistica es fixara en un valor de p inferior a 0.05. Per

a les analisis estadistiques es fara servir el programa SPSS v.18.
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5.5 Resultats

5.5.1 Caracteristiques demografiques del grups
Hem inclos un total de 173 pacients, repartits en 4 grups A, B, C i D. Noranta tres pacients (53.8 %)

van ser homes i 80 (46.2 % ) van ser dones. ( taula 11)

Freqiiéncia | Percentatge
dona 80 46,2
home 93 53,8
Total 173 100,0

Taula 11. Dades demografiques de sexe

La edat mitja dels grups va ser de 47,9 anys (rangs entre 9 i 87 anys). L'analisi per subgrups

s'especifica a la taula 12.

Mitjana | Desviacid| Mediana Minim Maxim
Grup A 21,06%* 7,2 22,0 9 35
(FQ)
Grup B 53,86 18,7 54,0 15 87
(BDI)
Grup C 44,73 7,9 45,0 27 59
(Portadors)
Grup D 39,71 10,5 39,5 20 60
(Controls)

Taula 12. Dades de I'edat en anys dels grups (* p<0.05 respecte els altres grups).

5.5.2 Dades analitiques dels grups

5.5.2.1 Analisi genétic

Es va realitzar un estudi genétic complet per les mutacions de la CF7R. Aquest estudi genétic inclou
I'analisi de les regions codificants i annexes del gen CF7R, mitjancant les técniques de DGGE I SSA,
amb un nivell de deteccié del 97% en la poblacié de FQ espanyola. S'estudien també els marcadors
intragénics IVS8-6 (T), IVS8CA i IVS17Bta.

Tots els malats amb FQ eren portadors de 2 mutacions CF7R, cap pacient del grup D o control sa era

portador de mutacions de CFT7R, tots els pacients del grup C (portadors sans) eren portadors d’una



mutacio per la CF7R. La taula 13 mostra les mutacions dels pacients afectes de bronquiéctasis. Trenta
nou de cent dotze (34,8 %) son portadors de mutacions tipiques de la FQ. D’aquestos trenta nou, 6
pacients son portadors de 2 mutacions dels quals tres malalts tenen 2 mutacions tipiques de CFTR (2
casos G542X/D443Y i 1 cas R75Q/R75Q). Pel que fa els 3 malalts restants portadors de 2 mutacions, 1
pacient es portador heterozigot de Delta F 508 i I'intrd 8, 5T a l'altre al.lé i un altre pacient es portador

de 1716G/A en un al.lé i 5T en l'altre al.lé. Finalment un altre pacient es homozigot pel 5T (5T/5T).

Tipy Fregiieng

1716G/A/-

1716G/A/5T

258G/G576A/ -

296+3INT,V75M/-

406-6T>C/-

5T-11TG/-

5T-12TG-V470/-

5T/5T

5T/7T

N N R LN

5T/DF508

7TI7T

al
o

7T/9T

N
ol

9T/9T

9TMV/-

D443Y ,G576A/

DF508/-

G542X /-

G542X/D443Y

G576A+R668C/-

1807M/-

L320V/-

L997F/-

Q179K /-

R75Q/-

R75Q/R75Q

V754M/-

[ | T e N T[SV P P § R | O P 17 T PN PN [V

W1282X/-

Total 112

Taula 13:Mutacions dels malalts amb bronquiéctasis
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5.5.2.2 Prova de la suor

Les concentracions del clor a la suor es poden veure a la taula 14. Els resultats s’expressen en forma
de mitjanes + SD, mediana i valors maxim i minim. La prova ANOVA no es va poder realitzar degut a
la manca d’ homogeneitat de les variancies entre grups. Per tant, es va usar la prova no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Per les comparacions post hoc entre parelles es va usar la prova de Mann-Whitney,
controlant I'error tipus 1 amb la correccid de Bonferroni. El grup A va presentar concentracions de Clor
a la suor superior a les dels altres grups que varen ser estadisticament significatives comparativament
amb tots els altres grups.

Es van realitzar un total de 416 proves. Es varen fer dues mesures en 173 malalts. En 70 vegades es
van haver de repetir degut a la poca quantitat de suor generada.

Els resultats es poden veure a la taula 14 i a la figura 49.

n Prova suor Macroduct Clor bioquimica
(mitjana + SD) (mitjana + SD)
(mediana; min/max) (mediana; min/max)
Grup A (FQ) 17 104,1 + 27.8 79.4 (£ 20.4)
113,0; 37/ 133,5 80,0 ; 35/ 100
Grup B(BDI) 112 37.9+ 16.3 25.6 (% 15.9)
33,5%; 12,5/ 100.0 21*;5/75
Grup C (Portadors) | 30 259+ 7.6 15.2 (£ 7.1)
24,5% ; 18.5/ 60 12*;7/35
Grup D (Controls) 14 27.5 £ 5.9 29.9 (£ 7.8)
28,0%; 16,5/ 37,5 27,5%; 20 / 45

* p < 0,0001 en la comparacié del grup respecte al grup A en la prova de Mann-Witney.

No hi varen haver diferénies entre els grups B, Ci D.

Taula 14. Prova de la suor per Macroduct i determinacio de Clor per bioguimica
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Prova de la suor

120 _
100
*: p < 0,0001 vs FQ
80
S
SO 60
S
*
40 I
* *
—— S —
20
O p—
FQ Bronquiéctasi Portadors Control
GRUP A GRUPB | GRUPC GRUPD

Figura 49. Prova de la suor per Macroduct dels diferents grups. EL grup A va ser estadisticament
diferent (p< 0,0001) de tots els altres grups.
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5.5.3 Resultats de la diferéncia de potencial nasal per grups

5.5.3.1 Determinacions basals

S’han obtingut 1038 mesures basals de DPN, 519 mesures en cada narina. La taula 15 i a la figura 50
mostren els valors basals de la DPN. Els resultats s'expressen en forma de mitjanes + SD, mediana i
valors maxim i minim. La prova ANOVA no es va poder realitzar degut a la manca d’ homogeneitat de
les variancies entre grups. Per tant, es va usar la prova no parameétrica de Kruskal-Wallis. Per les
comparacions post hoc entre parelles es va usar la prova de Mann-Whitney, controlant I'error tipus 1
amb la correccié de Bonferroni. El grup A (FQ) va mostrar diferéncies estadisticament significatives

respecte als altres grups pero els altres grups no tingueren diferéncies entre ells.

Grup A (FQ) Grup B (BDI)| Grup C Grup D
DPN basal (n=17) (n=112) (Portadors) (Controls)
(n = 30) (n=14)
mitjana £+ SD -65.1 £ 11.34 -39.2+£17.8 | -29.8 £ 10.6 -25.7 £ 6.1
mediana -66.3 * -34,0 -26,0 -24,7
min/max -88,67 /-46,33 | -80,0 /-7,0 |-65,7/-17,7 -33,4 /-13.0

* p < 0,0001 entre el grup Ai la resta de grups en la prova de Mann-Witney.

Taula 15 . DPN basals dels grups pre-determinats
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DPN

-70 7
-60
*: p < 0,0001 vs FQ
-50
*
-40
> *
S T
-30 _I_*
-20
-10
O —
FQ Bronquiéctasi Portadors Control
GRUPA GRUPB GRUPC GRUP D

Figura 50 . Valors basals de DPN en els diferents grups. El grup A va mostrar diferéncies
estadisticament significatives respecte als altres grups pero els altres grups no tingueren diferéncies

entre ells.

5.5.3.2 Irrigacié amb solucié d’amilorida

Aquesta i la resta de determinacions amb solucions d'irrigacié nasals es varen fer en una cohort de 92
malalts. Els resultats dels valors de la mesura de la DPN després dels 3 minuts de perfusié amb la
solucié d’ Amilorida els poden veure a la taula 16 i la figura 51. Els resultats s’expressen amb les
mitjanes * SD, mediana i valors maxim i minim.

La prova ANOVA no es va poder realitzar degut a la manca d’homogeneitat de les variancies entre
grups. Per tant, es va usar la prova no paramétrica de Kruskal-Wallis. Per les comparacions post hoc
entre parelles es va usar la prova de Mann-Whitney, controlant I'error tipus 1 amb la correccié de

Bonferroni.
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Els malats del Grup A (FQ) presenten uns valors de DPN menys negatius (-23.8 mV+ 7.8) després de la
perfusi amb amilorida amb un increment de 41.3 mV+13.9, demostrant la resposta exagerada a

I'amilorida, resposta tipica de aquest grup (FQ).

Comparant els increments de DPN del grup A amb els altres tres grups, es varen observar diferéncies
estadisticament significatives (p<0.016). No hi hagueren diferéncies entre els grups B, C i D. En aquest
estadi doncs, la prova tampoc ens permet un diagnostic etiologic diferencial en el grup de malats amb

bronquiéctasi no FQ.

N total Amilorida A Amilorida
(mitjana + SD) (mitjana + SD)
(mediana ; min/max) | (mediana; min/max)

Grup A (n=17) -23.8 £ 7.8 41.3 + 13.9

(FQ) -23,0; -42,0 /-10,0 44,7 ; 11,3 /65,0

Grup B (n=56) -22,9+7,0 27,8+ 17,8

(BDI) -23,0; -48,0/-12,0 30,3*; -6,3 /63,3

Grup C (n=5) -22,4+ 12,1 22,6 + 24,7

(Portadors) -18,0; 43,0/ -12,0 27,0; -17,6 [ 49,6

Grup D (n=14) |-13,5+7,1 12,2 £ 9.8

(CONTROLS) -12,5;-32,0/-5,0 13,2*%*; 4,0/ 27,3

* p =0,0049 en la comparacio dels grups respecte al grup A en la prova de Man

** p < 0,0001 en la comparacio dels grups respecte al grup A en la prova de Mar

Taula 16. Valors de la DPN després de la perfusié amb la solucié d’Amilorida. Els resultats s’expresen

amb les mitjes £ SD .
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Increment Amilorida

60 7

I p < 0,0001
50 7 ™ p = 0,0049
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FQ Bronquiéectasi Portadors Control

GRUP A GRUPB GRUPC GRUPD

Figura 51. Increments de DPN després de la perfusié amb amilorida

5.5.3.3 Irrigacié amb solucio lliure de clor i Isoproterenol

Els resultats dels valors de la mesura de la DPN després de la irrigacié de la mucosa nasal amb la
solucio lliure de Clor i Isoproterenol es mostren a la taula 17 i la figura 52. Els resultats s’expresen en
forma de mitjanes = SD, mediana i valors maxim i minim. La prova ANOVA no es va poder realitzar
degut a la manca d’homogeneitat de les variancies entre grups. Per tant, es va usar la prova no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Per les comparacions post hoc entre parelles es va usar la prova de
Mann-Whitney, controlant I'error tipus 1 amb la correccié de Bonferroni.

En els malalts del Grup A (FQ), no s‘observen canvis en els valors de la DPN després de la perfusio
amb isoproterenol i solucié lliure de Clor, respecte als resultats obtinguts amb la perfusié de la solucid

d’amilorida, essent I'increment d'isoproterenol practicament nul.
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La comparacio dels grups D amb el grup A i grup B varen ser estadisitcament significatives (essent la p
requerida < 0.016). La comparacio entre els grup A i B no va ser significativa (p= ns).

Aquests resultats ens va fer replantejar la utilitat de la DPN pel diagnostic de FQ en els malalts amb
bronquiéctasi, ja que no discriminava prou bé entre individus. Per obviar aquesta debilitat de la DPN,
varem dividir el grup B (bronquiéctasi) en 2 grups segons els valors de DPN basals de referéncia que

varem obtenir en el primer estudi (superior / inferior de -45 mV). Aquest aspecte es desenvolupa en

I'apartat segient.

N total

ISOPROTERENOL
(mitjana + SD)

(mediana ; min-max)

A Isoproterenol
(mitjana + SD)

(mediana ; min-max)

GrupA(n=17) | -27,3+8,2 3,5+2,3

(FQ) -27,0; -45,0 /-11,0 30;10/11,0
Grup B (n=56) | -29,6 + 8,7 6,7 7,2

(BDI) -29,0; -49,0 /-12,0 50;-13,0 /23,0
Grup C (n=5) -34,6 + 12,5 12,2 + 8,1
(Portadors) -32,0; -49,0 / -8,0 14,0;2,0 /22,0
Grup D (n=14) | -28,6 +5,2 15,1+ 4,8

(Controls) -2,0;-41,0/-22,0 13,5%; ** ;9,0 / 24,0

* p < 0,0001 en la comparacié del grup respecte al grup A en la prova de Mann-Witney

** p = 0,0023 en la comparacio del grup respecte al grup B en la prova de Mann-Witn

Taula 17. Valors de les mesures de la DPN i els increments després de la irrigacié nasal amb una
soluci6 lliure de Clor+ Isoproterenol.
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Increment Isoproterenol
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Figura 52. Increments de la DPN després de la perfusio lliure de Clor + isoproterenol

Comparacié Grup Avs B, p = ns.

5.5.4 Identificacié de subpoblacions en el grup de bronquiéctasi idiopatiques en funcié de la DPN
basal.

5.5.4.1 Valors basals de la DPN

Varem dividir el Grup B (bronquiéctasis difuses idiopatiques) en funcié del valor basal de DPN, en 2
subgrups. Es va agafar com a valor de cut-off, -45 mV. La hipdtesi va ser que els qui tenien un valor <
-45 serien FQ i els altres no, de manera que es varen crear dos grups anomenats de la segient
manera:

Grup Bronquiéctasi difuses-FQ (BD-FQ): 37 malalts amb valors basals mitjos de la DPN < -45 mV

Grup Bronquiéctasi difuses-noFQ (BD-NOFQ): 75 malalts amb els valors de basals mitjos de la DPN > -
45 mV.
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Els valors de les mesures del DPN basals en els malalts del grup BQ-FQ es mostren a la taula 18. Si es
comparen amb els valors de les mesures de la DPN en malalts del grup A previ (FQ) veiem que son
practicament valors superposables (p= NS). La comparacié entre l'antic grup D (controls sans) i els
malalts del grup BD-FQ mostra com es d'esperar unes diferéncies estadisticament significatives
(p<0.0001).

Posteriorment es va procedir a comparar els valors de la DPN basal entre el grup BD-no FQ i els grups

A i BD-FQ essent les diferéncies estadisticament significatives ( taula 18 i figura 53).

Grup A (FQ) BD-FQ BD-NOFQ Grup D (controls)
n 17 37 75 14
DPN Basal (mV) | -65,1 + 11,34 | -61,2+8,8 -28,3% 8,6 -25,746,1

Taula 18. Valors basals de DPN dels Grup D (Controls ), Grup A (FQ) , Grup BD-FQ i Grup BD-NOFQ .
Els resultats s’expresen amb les mitjes + SD. Comparacions amb la prova de Mann-Whitney: Grup A /
Grup BD-FQ : p=0.215 (NS). Grup A/Grup D: p<0.0001. Grup BD-FQ /Grup D :p<0.0001. GrupA/Grup
BD-NOFQ:p<0.0001. Grup BD-FQ/Grup BD-NOFQ:p < 0.0001. Grup BD-NOFQ/Grup D: p = 0.215 (ns).
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Figura 53. Valors de la DPN Basals dels Grups control, FQ, BD-FQ i BD-NOFQ

5.5.4.2 Valors de DPN port irrigacié amb solucié d'amilorida

Després de classificar en 2 grups els malalts del grup B (bronquiéctasi difuses idiopatiques) a partir dels
valors basals de DPN ( valors > -45 mV i valors < -45 mV ) en grup BD-FQ i grup BD-NOFQ, es varen
repetir les determinacions dels valors de la mesura de DPN després de la perfusio6 amb Amilorida;
aquests valors es mostren a la taula 19 i figura 54.

Els malalts BD-FQ presentaren uns valors de DPN de -28.5 mV £+ 7.0 i un increment post-amilorida de
38.8 mV+ 11.0; aquests resultats son estadisticament significatius comparats amb els resultats post-
amilorida dels pacients del grup D (controls sans) i del grup BD-noFQ (p< 0.001) i son superponibles
(p=0.14) comparats amb el grup A (FQ).

La mesura de DPN post-perfusio d’amilorida es per tant una prova discrimitoria per poder realitzar el

diagnostic de FQ, en malalts amb BD.
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N amilorida A amilorida
(mitjana + SD) (mitjana + SD)
(mediana ; min/max) | (mediana; min/max)
Grup A 17 -23,8+ 7,8 41,3*% + 13,9
(FQ) -23.0; -42/-10 44,7; 11,3 /65,0
BD-FQ 35 -22,5+7,3 38,8*%* +£11,0
-23,0; -48,0 /-12,0 40,0; 18,3 / 63,3
BD-noFQ 21 -23,4+ 6,5 9,6+ 10,3
-23,0; -39,0 /-12,0 8,7; -6,3 /30,7
Grup D 14 -13,5+ 7,1 12,2+ 9,8
(Controls) -12,5;-32 /-5 13,2; -4,0 / 27,3

* p < 0.0001 en la comparcié contra els grups BD-noFQ i D

** p < 0.0001 en la comparcié contra els grups BD-noFQ i D

Taula 19. Valors de la mesura de DPN i dels increments després de la perfusi6 amb Amilorida, en els

diferents grups.
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Increment amilorida

* *: p < 0,0001 vs BD-FQi control
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Figura 54. Valors dels increments de la DPN després de la perfusié d’amilorida en els Grups control, FQ,
BD-FQ i BD-NOFQ (P<0,001).

5.5.4.3 Irrigacié amb solucid lliure de Clor i amb solucié d’isoproterenol

Els valors de DPN després de la perfusiéo nasal amb Isoproterenol en el grup BD-FQ va ser de -28
mV£ 9, amb un increment de 5.6+5.7, superposable al del grup A (FQ). En canvi si comparem els
valors obtinguts en els pacients dels Gup D, els resultats presenten una diferéncia estadisticament
significativa.

Perd al comparar el grup BD-NOFQ amb el grup A (FQ), no s'obtenen diferéncies clarament
significatives (els valors de la p estarien en el limit de la significacio), resultat que faria que el DPN
basal establert de -45 mV no fés discriminatiu per utilitzar com a cribratge pel diagnostic de FQ en els

malalts amb bronquiéctassi difuses (taula 20. figura 55).
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Isoproterenol
(mitjana £ SD)

(mediana ; min/max)

A isoproterenol
(mitjana £ SD)

(mediana ; min/max)

Grup A 17 -27,3%8,2 3,5+2,3
(FQ) -27;-45,0 / -11,0 3,010 / 11,0
BD-FQ 35 -28.2+7.9 5,7+5,7

-28,0; -49,0 / -13,0 4,0; -6,0 / 22,0
BD-noFQ 21 -32.1+£9.6 8,6+£8.9

-32,0; -48,0 / -12,0 10,0; -13,0 / 23,0
Grup D 14 -28.6+5.2 15.1+4.8
(Control) -27,0; -41,0 / -22,0 13,5;9,0/ 24,0

Comparacions amb la prova de Mann-Whitney:
Grup A / Grup BD-FQ : p=0.297 (NS, per correccié de Bonferroni) .
Grup A/Grup D: p<0.0001. Grup BD-FQ /Grup D :p=0.000025.
GrupA/Grup BD-NOFQ: p = 0.01

Grup BD-FQ/Grup BD-NOFQ:p < 0.071

Taula 20. DPN basal i després duna perfusio lliure de Clor més isoprotrenol. Els resultats s’expresen

amb mitjes i + SD.
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Increment isoproterenol

20
p = 0,010
15
p = 0,071
]
Z 10 - p = 0,297
5 T
O -
FQ BDFQ BDnoFQ Control
Grup

Figura 55. Grafica dels valors de la DPN amb la perfusié Lliure de Clor i Isoproterenol

Comparacions amb la prova de Mann-Whitney: Grup A/Grup BD-FQ : p=0.297 (NS, per correccidé de
Bonferroni). Grup A/Grup D: p<0.0001. Grup BD-FQ/Grup D: p=0.000025. Grup A/Grup BD-NOFQ: p
= 0.01. Grup BD-FQ/Grup BD-NOFQ: p < 0.071.
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Varem analitzar els pacients del total del grup B (BD-FQ i BD-NOFQ) que tenien un increment patoldgic
d’isoproterenol. Considerant increment patoldgic als valors del rang d'increment d’Isoproterenol
obtinguts en el grup A (malalts amb FQ coneguda, entre 1i 11 mV).

En la figura 56 es poden observar els valors d’increment d'Isoproterenol patoldgics d’'ambdos grups de
bronquiéctasi (BD-FQ i BD-noFQ). Deu pacients del grup BD-noFQ es comporten com a FQ malgrat
haver presentat valors basals de la DPN > - 45 mV. Vuit malalts del gup BD-FQ es comporten com no
FQ. Aixdé dona que 37/56 (66%) pacients del grup total de bronquiéctasi son compatibles amb disfuncid

de la CFTR o malaltia relacionada.
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Figura 56. Valors de DPN basal i increment d’ Isoproterenol en ambdds grups. S'assenyalen els valors
d’'incerement de DPN entre 1i 11.
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5.5.4.4 Mutacions CF7R dels malalts amb bronquiéctasi difuses, prova de la suor normal i valors de la

DPN patoldgica.

Varem estudiar les mutacions de FQ observades en els malalts amb prova de la suor normal i prova de
la DPN post-irrigaci6 amb increment d'isoproterenol patologica. Es considera, com abans, que el
increment de DPN comprés en el rang 1 i 11 mV era patologic doncs es |'observat en els malalts amb
FQ coneguda i diagnosticada per criteris classics.

Hem dit que trenta set de 56 individus amb bronquiéctasi complien aquestes condicions. Les mutacions
d’aquests trenta set pacients es poden veure a la taula 21; 13/37 pacients (35%) foren portadors de
mutacions CFTR.

Varem analitzar també les variacions de l'intr6 8, entre els al.lels 5T, 7T. Un pacient va resultar
homozigot pel 5T (5T/5T), un altre heterozigot 5T/7T i 17 pacients homozigots 7T/7T, representant
19/37 (47%) dels pacients amb bronquiéctasi amb increment patologic de la DPN post-irrigacid amb
isoproterenol. El 82% dels malalts amb bronquiectasi, prova de la suor normal i increment
d'Isoproternol patologic son portadors d’ alguna mutacid compatible amb disfuncié de la CFTR. Dels 56
pacients estudiats per bronquiéctasi en aquets estudi, 37 (66%) es varen comportar com a malalts amb
disfuncié de la CFTR , i aquet grup que es va comportar bioelectricament com a FQ, el 82% dels
pacients van presentar alguna alteracié genética compatible amb disfuncié de la CFTR. El resum de les

alteracions geneétiques estan a la taula 21 i la descripcié de les mutacions a la taula 22.

TIPUS DE MUTACIO N PERCENTATGE | CARACTERISTIQUES
Mutacions establertes 13 35% 7 portadors;
classicament 6 amb dues mutacions
Variacions en l'intro 8 19 47 % 1 5T/5T; 1 5T/7T;

17 71/7T
Sense alteracions importants 5 18%

Taula 21.- Resum genétic dels pacients amb bronquiéctasi difuses relacionades amb prova patologica

de l'isoproterenol.
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Mutacions Freqiiéncia

1716G/A/-
1716G/A/5T
258G/G576A
406-6T>C/-
5T/5T

5T/7T

7TITT 17
7TI9T

9T/9T

G542X/-
G542X/D443Y
G576A+R668C
1807M/-
L320V/-
L997F/-
Q179K/-
R75Q/R75Q

=

e i = S = T ST SN

Total 37

Taula 22. Mutacions dels pacients amb increment d'Isoproterenol entre 1i-11 mV.

5.5.4.5 Prova de la suor dels malalts amb bronquiéctasis difuses

Si analitzem la prova de la suor dels pacients amb bronquiéctasi difuses i DPN patologic (increment
d’Isoproterenol entre 1- 11), podem veure que els pacients amb aquestes caracteristiques tenen una
prova de la suor amb valors més elevats encara que els valors absoluts de Cl- a la suor estiguin en un
rang de valors intermedis o baixos. En canvi no es troben diferéncies significatives de la prova de la
suor entre els 2 grups BD. La prova de la suor per tant no permet discrimar aquest grup de malalts
(taula 23).
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N Prova suor Macroduct | Clor bioquimica

(mitjana £ SD) (mitjana £ SD)

(mediana ; min/max) | (mediana ; min/max)
Grup A (FQ) 17 | 104,1* + 27,8 79,4*% £ 20,4

113,0; 37,0/ 133,5 80,0 ; 35,0/ 100,0
BD amb increment 17 |43,1+ 15,9 27,8 £ 16,8
d’isoproterenol fora del rang 42,5%* ; 255/ 92,0 25,0%** - 12,0 /75,0

entreli 11 mv

BD amb increment 39 | 479+ 18,5 33,9+ 17,0
d’isoproterenol entre 1 i 11 mV 47,0%* ; 17,5/ 100,0 37,0%** - 10,0/ 69,0
Grup D (control) 14 275 £ 59 29978

28,0%** ; 16,5/ 37,5 27,5%** 20,0/ 45,0

* p < 0.0001 en la comparacié del grup A respecte tots els altres grups en la prova de Mann-Witney.

** p = 0.310 en la comparacié entre ambdos grups BD en la prova de Mann-Witney.

*¥* p = 0.148 en la comparacio entre ambdos grups BD en la prova de Mann-Witney

*¥** p >0.0001 en comparacid del grup D respecte als altres grups

Taula 23. Prova de la suor dels pacients amb FQ, Bronquiéctasi difuses amb mesura de DPN patologica

(increment post-irrigaci6 amb isoproterenol entre 1 i 11 mV) i Bronquiéctasi difuses amb increment

d’isoproternol fora del rang > 11 mV

5.5.4.6 Valors de referéncia de DPN dels malalts amb FQ i dels controls sans.

A la taula 24 poden observar els resultats de referéncia de la nostra cohort, tant pels malalts afectes de

FQ com pels individus sans considerats com a grup control .

n (Basal [amiloride|Cl Lliure [isoproterenol A amiloride [A isoproterenol [Test
suor
Grup A 17 |- 65.1* [-23.8 -27.1 -27.2 +41.3%* +3.5%%* (£2.3)  [104,0%***
(FQ) (£11.34)[(£7.8)  [(£7.8)  [(%8.2) (£13.9) (£27.7)
Grup D 14 [25.7 -13.5 -27.9 -28.9 +12.2 +15.0 27.4
(Controls) (£6.1) |(£7.1) (£6.7) (£5.2) (£9.8) (£4.8) (£5.9)

¥, kX Rk kkkk < 0.005 en la prova de Mann-Witney.

Taula 24. Valors de referéncia de malalts afectes de FQ i controls sans. Els resultats es mostren en

forma de mitjana £ SD.
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5.6 Discusio

5.6.1 Consideracions metodologiques

Un aspecte basic en tot estudi que precisa d’'una técnica especifica, es que la persona que realitza la
técnica la faci de manera fiable. Per tant s’ha d’haver demostrat préviament la repetibilitat (capacitat de
reproduir una técnica de manera fiable sense variar-ne les condicions) o en alguns cassos la
reproducibilitat (capacitat de reproduir una técnica de manera fiable en condicions diferents). En el
nostre cas, en l'estudi previ d’aquesta tesi, ja hem demostrat que per una banda el técnic va fer el
nombre de proves establert per les normatives internacionals per considerar-se ensinistrat i per altre
banda es cumplien els criteris per demostrar una bona repetibilitat. Per tant, des d'un punt de vista

técnic, aquest segon estudi dut a terme cumpleix els criteris necessaris de fiabilitat metodologica.

5.6.2 Diagnostics i classificacié de la poblacié en grups

A Iinici de I'estudi, es varen classificar els malalts en els segiients grups:

- Grup A: malalts afectes de FQ classica, diagnosticats per la clinica i confirmat el diagnostic per les
proves de la suor i I'estudi genétic.

- Grup B: malalts afectes de bronquiéctasis difuses idiopatiques, tots ells en I'actualitat no fumadors.

- Grup C: portadors sans d’'una mutacio, germans o pares dels nens amb FQ.

- Grup D o control: grup d'individus sans, en els que s'exigia els segiients criteris d‘inclusié: no ser
fumadors, no patir patologia respiratoria ni rinosinusal, Rx de torax i sins normals, funcié pulmonar

normal, 2 proves de la suor normals i estudi genétic per FQ negatiu.

5.6.3 Consideracions sobre la corba d'aprenentatge de la técnica de la diferéncia de potencial nasal.

Per poder realitzar el diagnostic de FQ per la determinacié de la mesura de la DPN és molt important
demostrar que els valors de la DPN després de la irrigacié de la mucosa nasal amb les diferents
solucions tenen uns valors caracteristics que estan explicats a la taula 4. Els valors resultants de la
mesura de DPN basal per un malalt de FQ es < -45mV. Després de la irrigacié de la mucosa amb
solucié d‘amilorida els valors es fan més positius obtenint uns valors practicament zero; lo més
caracteristic en els malalts amb FQ es l'increment de valors de DPN entre el basal i el post-Amilorida
més que no pas els valors absoluts. Lincrement d’amilorida que es considera patologic es + 10
aproximadement. Després de la irrigacio amb la solucio Lliure de Clor i Isoproterenol, en els malats
amb FQ no es produeix practicament cap increment en els valors de la DPN. Els valors obtinguts es
poden representar graficament en forma de corba, com es pot veure a la figura 24 diferenciant-se molt

facilment els malalts FQ dels no FQ.



5.6.4 Interpretacid de resultats de la diferéncia de potencial nasal: basals i post-irrigacié de la
mucosa nasal.

El nostre projecte es un estudi prospectiu que té com objectiu demostrar el paper de la DPN en el
diagnostic de FQ en malalts amb bronquiéctasi difuses (BD) idiopatiques amb prova de la suor normal o
intermedia, es a dir avaluar el valor discriminatiu de la DPN. Encara que la FQ es diagnostica més
freqlientment durant la edat pediatrica, les BD son una de les formes de FQ atipica que normalment es
diagnostiquen a la edat adulta. La incidéncia de FQ es del 7.6 % entre els malalts de BD, en canvi en
estudis com el de Pasteur i cols (90) basats només en la prova de la suor demostren una incidéncia de
FQ en pacients amb bronquiéctasis no filiades del 2.7%. Aix0 es degut a que classicament el diagnostic
de FQ s'efectuava amb la combinacié de clinica compatible i dues proves de la suor positives, pero la
majoria dels pacients amb BD, al igual que altres pacients amb formes no classiques de FQ presenten
proves de la suor amb valors normals o intermedis. Per lo tant els malalts amb FQ atipica o amb formes
monosimptomatiques necessiten proves més sensibles que la prova de la suor per poderlos
diagnosticar.

La majoria dels pacients amb BD diagnosticats de FQ de l'adult presenten un fenotip FQ lleu o
monosimptomatic caracteritzat per suficiéncia pancreatica, mutacions lleus i malaltia pulmonar que pot
tenir diferents graus de gravetat (91, 92), anant des de formes molt lleus fins a pacients amb
colonitzacié cronica per Pseudomonas aeruginosa ifo azoospermia obstructiva. Els Ultims consensos de
diagnostic de FQ en les formes atipiques aconsellen expandir el diagnostic incloent I'estudi de les
mutacions CF7R i la demostracio “in vivo” de les propietats bioeléctriques anormals de | epiteli nasal
que presenten aquests malalts (41, 85). Una de les Ultimes publicacions efectuades per Bombieri et al
(93) els autors recomanen que per diagnosticar les malalties relacionades amb la disfuncié de la CFTR,
en l|'apartat de BD difuses, derivar a aquests malalts a un centre de FQ per intentar establir el
diagnostic de FQ atipica o malaltia relacionada amb la CFTR i per poder realitzar les determinacions de
la diferéncia de potencial transepitelial.

Els estudis publicats que utilitzen la determinacié de la DPN pel diagnostic de FQ en malalts amb BD
s’han dut a terme majoritariament en adults. No existeixen valors de referéncia perd es demostra que
els pacients amb DPN anormal acostumen a tenir malaltia pulmonar més greu. D'aqui que els liders
d’opinié recomanin estudiar aquestos malalts mitjangant la mesura de la DPN.

En el nostre estudi hem inclos tant poblacié pediatrica com adulta. Varem estudiar 173 pacients,
repartits en 4 grups, Grup A: 17 pacients afectes de FQ; Grup B: 122 pacients adults afectes de BD
sense diagnostic etiologic després de seguir el protocol diagnostic de BD proposat pel Servei de
Pneumologia de I'Hospital de Sabadell; Grup C: 30 portadors sans; Grup D: 14 controls sans. Es van
obtenir 1038 mesures de DPN basals permetent establir els valors de referéncia en els diferents grups
com es pot veure a la taula 15.

El resultat de les determinacions basals de DPN no ens varen permetre realitzar el diagnostic de FQ en
els malalts del grup B (BD) tal com conclou la Unica publicacié que utilitza en el protocol diagnostic de
BD la mesura de la DPN (93). En canvi els valors de la DPN basals mostraven una diferéncia molt clara

entre els malalts FQ i els controls sans. Varem continuar estudiant els pacients després de la irrigacio
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nasal amb les diferents perfusions esmentades. Aquest pas ens va permetre determinar els valors de
referéncia en el nostre medi dels malalts amb FQ (Taula 23) i controls sans, tant dels valors basals com
dels increments obtinguts després de la irrigacid amb les diferents solucions. També ens ha permeés
descriure el comportament d’un grup de malalts amb BD a priori no FQ.

La irrigacid amb amilorida va permetre diferenciar clarament els malalts amb FQ de la resta dels grups
perd no va ajudar en el procés de diagnostic etiologic del grup de malalts amb BD.

Al sotmetre als pacients a la irrigacid amb Isoproterenol de nou es va poder diferenciar els malalts
amb FQ de la resta. Quan ens fixavem en el grup B (BD) no hi havia diferéncies estadistisdicament
significatives quan el comparavem amb el grup FQ. Aixd podia fer pensar que tots els malalts del grup
B (BD) fossin FQ. Un analisi acurat dels resultats individualitzats va mostrar que hi havia una gran
dispersié de resultats, la qual cosa podria contribuir a explicar la manca de significacidé estadistica.
Aquests resultats ens van fer replantejar I'efectivitat de la DPN en la identificacié de cassos de FQ en
els malalts amb bronquiéctasi, donat que la DPN no ens discriminava suficient els individus del grup B.

Per obviar aquest problema varem dividir el Grup B (BD) en 2 subgrups segons els valors del tall basal
de la DPN a partir dels resultats que varem obtenir en el primer estudi (DPN <-45 mV). Es varen crear
doncs els seglients subgrups: grup BD-FQ (malalts amb bronquiéctasi amb valors de DPN basals < -
45mV) i grup BD-noFQ (malalts amb bronquiéctasis amb DPN basals amb valors > -45mV).

Si analitzem els valors de DPN basals obtinguts amb aquests subgrups i els comparem estadisticament
amb els malalts amb FQ (taula 18) observem que els valors basals de DPN dels malalts amb FQ i els
del Grup BD-FQ son superposables sense haver-hi diferéncies estadisticament significatives; en canvi si
comparem els valors basals del Grup BD-noFQ amb els valors basals del Grup A (FQ) i del Grup BD-FQ
les diferéncies si foren estadisticament significatives. EL pas seglient va ser demostrar que la
determinacid basal de DPN amb el tall establert ens permetia establir de manera fiable el diagnostic de
FQ sense que es perdessin cassos de FQ amb valors de DPN basal > -45 mV. S habia dedemostrar
aquesta realitat de manera funcional.

Després de la perfusié nasal amb la solucié d’Amilorida els pacients del Grup BD-FQ es comporten igual
que els pacients del Grup A (taula 19). La DPN amb perfusié d’Amilorida perd no es una prova
discriminatoria per poder realitzar el diagnostic de FQ per la seglient rad: hi ha malalts que presenten
BD i valors de la DPN tant basals com post-Amilorida compatibles amb disfuncié de la CFTR per6 que la
causa etioldgica no es deguda a mutacions de la CF7R en el canal de clor sino a mutacions del canal
epitelial de sodi (ENaC) (94). Aquest fet ens obliga a mesurar la DPN després de la irrigacid amb
solucio lliure de Clor més Isoproterenol. Aquesta prova si que es diferencial i patognomonica per
estudiar la funcié de la CFTR. Després de la mesura de la DPN amb isoproterenol, els pacients del
Grup BD-FQ es varen comportar com els malalts del Grup A (FQ), perd la DPN dels pacients del Grup
BD-noFQ tampoc presentaven diferéncies clarament significatives amb els pacients del Grup A (FQ).
Aixo doncs faria concloure que el tall de la DPN basal establert de -45 mV no és un valor discriminatiu
per poder-lo utilitzar com a cribratge pel diagnostic de FQ en els malalts amb bronquiéctasis difuses.
Després d'analitzar aquests resultats varem passar a estudiar els increments diisoproterenol que es

trobaven en el rang FQ (de 1 a 11 mV que es el rang l'increment post-isoproterenol que presentaven
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els nostres malalts de FQ). En aquest rang hi havia malalts del grup BD-FQ i malalts del grup BD-noFQ.
Per poder filiar correctament un malalt amb BD com a FQ, es necessari realitzar totes les
determinacions de la DPN amb totes les solucions i valorar especialment l'increment de DPN post-
isoproterenol. En el cas de mallats doncs amb BDI, un increment de DPN post-irrigaci6 amb
isoproterenol entre 1 i 11mv (rang del nostre laboratori) si que ens permet establir amb fiabilitat la

relacié causal entre FQ i BD.

5.6.5 Valoracié de I'estudi genétic en els malalts amb BD

Per poder realitzar el diagnostic de FQ en els pacients afectes de BDI els experts recomanen realitzar
I'estudi del gen complet (95). En el nostre estudi, analitzant el grup BD (grup B) varem trobar que el
34,8 % (veure taula 13) eren portadors d'una o dues mutacions CF7R. Aquesta xifra es superior a la
xifra de mutacions de la poblacié general (25%). Ara bé, si analitzem els pacients amb BD amb prova
de la suor normal o intermeédia i DPN patologic (increment de la DPN després de la irrigacié nasal amb
la solucié d'Isoproterenol i lliure de Clor entre 1 i 11) el percentage es molt més elevat doncs un 84%

(32 de 37) de pacients presenten alteracions en el gen de la CFTR.
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5.7 Conclusions

1.- Hem determinat els valors de referéncia de DPN basals i després de la irrigacié de la mucosa amb
diverses solucions, en els malalts amb forma classica de FQ, en els malalts afectats de bronquiéctasi
difuses i en els individus sans.

2.- La mesura de la DPN realitzada de manera completa, pot confirmar o excloure el diagnostic de FQ o
disfuncié de CFTR en malalts afectes de BD i prova de la suor no patologica.

3.- La mesura de la DPN basal no es util com a prova de cribratge diagnostic en els pacients amb
bronquiéctasi difuses.

4.- Els pacients amb bronquiéctasis difuses, prova de la suor normal i DPN patologica tenen un
percentatge molt elevat (82%) de mutacions CF7R. .

5.- Els pacients amb BD i PDN patologica tenen mutacions més lleus que els pacients amb

bronquiéctasis secundaries a formes classiques de FQ.
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6. DISCUSIO GENERAL

El diagnostic de les malalties relacionades amb la CFTR o de les formes no classiques de FQ es dificil
per la falta de definicié del protocol diagnostic en els algoritmes descrits en les diferenets publicacions
(94). En l'actualitat es discuteix la utilitat diagnostica tant de la prova de la suor, de Ianalisi de
mutacions i de les mesures de la diferéncia de potencial transepitelial. Les bronquiéctasis difuses
idiopatiques estan incloses en les patologies relacionades amb la disfuncié de la CFTR. Les BDI quan
etiologicament estan relacionades amb la disfunci6 de la CFTR es solen acompanyar de
simptomatologia sinopulmonar i de una major freqliencia de mutacions CF7R. Nosaltres també hem
observat aquest fet. Mentre que en la poblacié general hi ha un 25 % de portadors del gen de la CF7R,
els malalts afectats de BDI amb prova de la suor normal i DPN patologic presenten un 37 % de
mutacions tipiques de la CF7R i un 45% d alteracions a I'intrd 8. Aix6 vol dir que un 82% daquestos
malalts presenten alguna alteracié en el gen de la CF7R. La varietat de mutacions CF7R que es troben
en els pacients afectes de BD reflexa la naturalesa heterogénia d’aquesta entitat.

Per poder diagnosticar correctament als malats de FQ, s’han de derivar els malalts a un centre de
referéncia de FQ. En aquestes unitats, es podria dur a terme la determinacié de la DPN per técnics
ensinistrats adequadament, ja que la determinacié de la mesura de la DPN ajuda a diagnosticar les
formes no classiques de FQ. A l'actualitat posar en marxa aquesta técnica es relativament facil ja que
estan publicats tant els protocols com | estandarditzacié de la mesura de la DPN (46,47). Lo més
dificultds es I'acreditacio del tecnic i establir els valors de referéncia propis del centre.

En el primer estudi d'aquesta tesi, es varen assolir els objectius indispensables per tal de poder dur a
terme el segon estudi: acreditar la formacié d’un tecnic de forma fiable per realitzar la determinacié de
la DPN, constatar en el nostre laboratori la repetibilitat de la técnica, determinar en el nostre medi els
valors de DPN basals en els malats afectats de FQ, portadors sans i controls i determinar els valors de
DPN en un grup de pacients afectes de bronquiéctasis difuses no filiades. Els resultats del primer estudi
varen ser oportunament presentats en congressos internacionals (82).

El segon estudi t¢ com objectiu demostrar la utilitat diagnostica de la DPN en les BDI. Es van
determinar les mesures de DPN basals, després de la perfusié nasal amb solucié d’ Amilorida, solucio
Lliure de Clor més Isoproterenol en els malalts amb FQ, controls sans, malalts portadors d’'una mutacié
de la CFTRi malalts afectes de BD.

Quan varem estudiar tot el grup genéric de BD, no varem poder discriminar quins malalts eren FQ dels
que no ho eren. Per tal d'arribar al diagnostic de FQ, es va dividir el grup de BD en 2 subgrups segons
el valor de DPN basal de tall que varem obtenir en el primer estudi (taula 10) en < -45mV (BQ-FQ) i >
— 45mV (BQ-noFQ). Quan es van analitzar els resultats de la DPN basal i després de la perfusio nasal
amb les diferents solucions, els malalts BD-FQ es varen comportar com a verdaders FQ pero els
malalts amb BD-noFQ, després de la irrigacid amb isoproterenol, varen mostrar un patrd similar als
malalts amb FQ, de manera que no es va poder utilitzar la técnica per establir el diagnostic diferencial

en base al valor basal de DPN (< 0 no a -45 mV).
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A partir d'aqui, es va intentar esbrinar si I'increment de DPN post-irrigacid amb isoproterenol entre 1 i
11 mv (rang observat en els malalts diagnosticats de FQ) era el parametre que ens seria Util per poder
diferenciar als malalts de BDI en FQ i no FQ. Els nostres resultats han demostrat que la mesura
d’aquest parametre si que ens permet establir el diagnostic de FQ en malalts afectes de BDI. Aquest
resultat significa que a la practica, s’ha de mesurar la DPN tan en situacid basal com després de la
irrigacié de la mucosa amb les diferents solucions i que aquells casos que presenten un increment de
DPN després de la irrigacié amb Isoproterenol entre 1 i 11 mV poden ser diagnosticats de FQ.

Molts d'aquests malalts amb BD amb increments d'Isoproterenol patoldgics (entre 1 i 11 mV), tenen
valors de Clor a la suor dins dels rangs de normalitat, peré amb valors de Clor a la suor més elevats
que els valors del grup control. A més, un percentatge molt elevat (82%) dels malalts amb BDI i
increment d'isoproterenol entre 1 i 11 mV tenen a mes a mes mutacions del gen de la CF7R. Aquests
dos aspectes reforcen el valor diagnostic d'un increment de DPN post- perfusié amb isoproterenol entre
1i1 mV, tal com recolzen les darreres publicacions (95)

7. APLICACIONS CLINIQUES

Del nostre estudi es deriva la seglient aplicacio clinica: la mesura de la DPN en malalts amb BDI i prova
de la suor no patologica, ha resultat ser una proba Util per establir el diagnostic de FQ o de malaltia
relacionada amb la CFTR. Per aquest motiu, s’hauria d'incloure la determinacié de la DPN, en
I'algoritme diagnostic de les BDI, després de realitzar la prova de la suor i abans de realitzar I'estudi
genetic. Si el valor de l'increment de la DPN després de la perfusié amb isoproterenol fos > a 11 mV es
podria descartar el diagnostic de FQ i no caldria prosseguir amb I'ampliacié de I'estudi genétic amb el

conseqlient estalvi econdomic.
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ABREVIATURES I UNITATS

FQ: Fibrosi Quistica

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
DPN: Diferéncia de potencial nasal

OMS : Organitzacié Mundial de la Salut

DP: Diferéncia de potencial

DPT: Diferéncia de potencial transepitelial

NBD : Nucleotide-binding domain

Cl : Clor

Na :Sodi

Ca: Calci

ENaC: canals eptelials de sodi

mV: milivolts

ACCD :Abscencia congética dels conductes deferents
DIOS: Sindrome d“obstruccid intestinal distal

IP: Insuficiéncia pancreatica

TIR :Tripsina immunorreactiva

ABPA: Aspergilosi broncopulmonar al.lérgica

BD: Bronquiéctasis Difuses

BDI:Bronquiéctasis Difuses Idiopatiques

TAC : Tomografia compoturitzada

TACHR:TAC d'alta Resolucié

BDFQ :Bronquiectasics Difuses Fibrotics Quistics
BDnoFQ: Bronquiéctasis Difuses no Fibrotics Quistics
A amilorida: increment de DPN post irrigaci6 amb amilorida
A Isoproterenol: increment de DPN post irrigacié amb solucio lliure Clor+isoproterenol
SD : Desviacié standart

ICC: Coeficient de correlacié interclasse

VPP: Valor Predictiu Positiu

VPN: Valor Predictiu Negatiu

Pa: Pseudomonas aureginosa
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10.1

ANNEXES

Informe del CEIC

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLIiNICA

Dona COLOMA MORENO QUIROGA, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica
de la CORPORACIO SANITARIA PARC TAULI DE SABADELL (Barcelona)

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado |a propuesta del promotor BECA CIR/ FUCAP codigo
CIR2000/07 para que se realice el estudio titulado: "Valor diagndstic | prondstic del
potencial diferencial nasal en la fibrosi quistica " deif prolocolo v considera gue:

1.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del 'proincolu en relacion con
los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsible para
el sujeto. '

La capacidad del investigader v los medios disponibles son apropiadas para llevar
a cabo el estudio.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener gl consentimiento informado
como la compensacion prevista para ios sujetos por dafios que pudiera denvarse
de suU participacion en el estudio. '

El alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados eticos. )

¥ que el Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Corparacio Sanitaria
Parc Tauli de SABADELL por DOMINGO RIBAS CHRISTIAN, coma investigador
principal.

Lo que firma en SABADELL a jueves, 14 abril 2011

Firmado:

Parc Tauli Sabadell

Hosplial Universitar
R0 )R Grsoeis ae

Parc del I
08208 Sabadell, Barcelona

Dra. Coloma Morena Quircga
Ref: 1999027
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10.2 Financament

Fundacid

Parc Tauli
Institut Universitari UAB

Lluis Blanch Torra, director de Recerca i Innovacid de la Corporacid Sanitaria

Parc Tauli i director de I'Institut Universitari Parc Tauli (UAB),

FAIG CONSTAR:

Que Montserrat Bosque Garcia ha obtingut un ajut en la 2a Convocatoria de

Pare Taull, 1
ofzaf Sabadell « Barcelona {Spain)
Telefon: =34 037 236 673
Faxi +34 337175 287

les Begues Tauli de Recerca de la CSPT, amb el projecte titulat: Valor

diagnostic | prondstic del potencial diferencial nasal en la fibrosi quistica.

Que la quantitat atorgada al projecte ha estat de 500.000 pts.

| pergué consti, signo aguest document.

Sabadell, 14 de desefnbre de 2000

10.3 Taules de resultats
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10.3 Taules de resultats

[ldHlinica] Edad] Sexc] Estudi genetico |Diagn05'ﬂc02|Test del suder_1] Test del suder 2 [Na. QI PON_1[PDR_ 2|PDN 3|Arm|0ﬂd9| I50protendl] €I Posit-Megat] Diagnostico |
031950 | 40 | 0 | FTIT 2 35 23 _ i 40 F7 | B2 19 | 13 12 | MO-FG
084394 | 33 | © delta Fideta F 1 120 115 100 | 82 40 65 18 23 21 Positivo FQ
034497 | 25 | 1 7TIT 2 67 i | 75 | & 23 | 19| ' | ] | NO-FQ
08494z | m | 0 7T 2 27 2 13 | &4 20 | 18 | ' | | MO-FG
085365 | 27 | © 7T z &0 49 4 | 23 2 24 15 13| Megaivo | MNO-FQ
089432 | 26 | 3849+ 1G=AIOTINN 1 70 82 75 | EB 45 47 22 77 25| Positive FC
092047 | 34 | 1 150701 2 22 2 2 | % 23 2 j MO-Fo
093413 | 20 | o DF 5081~ 2 12 21 12 | a2 17 12 _ MC-F
09ea0z | 32 | 1 T 2 29 28 2 | 7B 28 Y. MO-Fi
100601 | 31 | 1 BTI5T 2 54 (5 58 | 47 69 74 23 29 22| Paosilivo FC
117331 | 28 | 1 T 2 29 20 [23 [ & 22 [ 24 | _ [ ] | NO-FO
118606 | 28 | 0O DF508/DF503 1 120 110 100 | 77 78 75 20 25 22| Positivo FG
118658 | 71 | 1 FTAT 2 34,00 22 [ 23 | 7 %5 | ' ' |_NO-Fa
132356 | 22 | 0 | DELTA FS08M312-1G-4 1 125 128 79 | A2 75 7z | == 24 2 Fa
135401 | 22 | 0 | 1811+1.6KBA=G/Q1100P 1 120 123 g7 | o 68 75 25 7 8 FQ
14295 | 34 | 1 | DF 5035 ' 2 23 2 2 [ 37 20 zZ | ' | | NOFQ
142528 | 2 | 1 ETIDFE03 ] &7 a7 75 | & 54 B | 15 29 2 | Fa
147062 | 24 | 4 T 2 24 42 44 | 20 7 Ty MO-FQ
148667 | 20 | © DF508/RT 02X 1 124 112 78 | &0 75 &3 23 4 3 . Fa
15199583 | &7 | 4 R7501- 3 23 21 2 | 20 17 2| ] | NGFG
152273 | 23 | 0 gTHIV - 2 34 Z s 23 1 15
183328 | 3 | T 2 28 2 2| o 27 B | [ ] | MO-FO
155226 | a0 | D DFE08- 2 25 2 11 10 I _ | | MO-FO
156073 | 20 | © DF508/DF503 1 126 93 0| 73 48 B5 12 15 17| Positive FC
1656487 | 25 | DF 508/DF508 1 120 102 98 75 76 74 10 | 11 17| Positva | FQ
157536 | 21 | 1 OF 508/- 2 45 kel 24 | 18 24 18 | j [ ] | MO-FO
163464 | 24 | 1 DF 598/ 2 28 S 2 | e 21 13 MO-Fi
164300 | 22 | © Leg7F/DF508 1 118 110 56 | 55 53 52 | 42 | 45 |46 Positvo | FQ
184308 | 22 | 1 [ 1811+1.6KBA=G/Q1100P | 1 135 120 g0 | T8 85 53 18 20 2z . Fa
166236 | 19 | 0 BTAT 2 45 47 2 5 47 19 28 29 31| Positivo FQ
166462 | 22 | 0 DF 508/~ 2 5 45 12 | 53 52 45 21 40 Megathvo | MNO-FQ
204685 | 42 | © DF 508/ 2 21 23 12 | 23 | MO-F
208013 | 3 | 0 G5424/D443Y 2 45 &7 57 | &7 75 72 26 23 2 FQ
212113 | 58 | 1 TT-16-327T-16- 2 43 45 32 | 5 64 75 24 S 27| Pasitivo FC
Ziaro0 | 75 | 7 LEG7F - z 23 2 12 | 30 19 15 25 12 13| Negativo ne iy
219464 | 35 | 1 Y0140 3 21 16 10 [ 20 28 [ = || | MNO-FG
223871 | 73 | 1 aTrT 2 28 2 15 | 48 44 43 23 43 45| Megatvo | MNO-FQ
224789 | 71 | D TTIT P 47 54 44 | 30 22 & 29 7 39 MNegatvo | NO-FG
227353 | @4 | O 1807 M- 2 B0 56 BB | 5 56 73 15 18 16 Positve = FQ
230255 | 57 | 1 DF 508/~ 3 18 Z 15 | 20 20 2 MC-FO
332122 | &0 | L320V/- 2 5 a3 68 | F@ &0 72 19 24 20| Pesitve | FQ
23314 | 41 | O DF 508/ 3 25 23 2 | o2 29 24 | MNO-FG
236529 | 45 | 1 L9a7F - 2 23 21 12 | 25 28 24 MC-FC
243557 | 70 | 1 7T 2 34 2 12| 20 40 ' 32 48 |45 | NO-FG
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[ldHClinica] Edad] Sexe]  Estudi genetice | Diagnostico? [ Test del sudar_ 1] Test del sudor_2[rMa_ G PON_1[PEN_2] PDN_2]Amiloride] 1S0protencl] €I] Posit-Megat| Diagnostico|
_ _ - _ T _ _ L=

244504 | 53 | 1 | N1303K- 3 23 27 2 | & | | 24 | ] ] | NO-FQ
247579 | 67 | O T 2 17,00 13 45 | o8 75 &7 23 22 25 Fa
247757 | 4 | O | 17 1BGIAT- & 23,00 2 28| B4 | 3 | 8 | ' [l | MNOFQ
249310 | 53| D A1006E/- & 32,00 ¥l W | B | 230 [ @B | ] Il | NO-FG
250607 | 75 | D 7T 2 3z 23 15 | 22 20 | 50 | 22 | 35 34| Negativo | NO-FQ
251860 | 76 | D G576A+REEEC 2 45 54 34 | 5 B0 | T4 18 19 18| Positivo FQ
257121 | 67 | D Tt ol 27 k¥l 15 | 25 23 | 4 ' _ ] | NO-FQ
25713 | 66 | © GETEA+REASC 2 47 £2 45 | B2 85 B | 23 27 25 Paositive Fa
257280 | 52| 1 et 2 56 &7 15 | 2 24 22 NO-FQ
258734 | 521 1 77T 2 23 S 3| 7 23 19 | | NO-FC
267118 | 70 | © 9Ti7T 2 23 28 14 | 70 53 7% | 14 26 3 MNegatvo | NO-FQ
267360 | 80 | © 406-6T=Ci- 2 25 43 10 | 3 30 &0 23 i Fo
268011 | 27 | 1 OF 208/ 3 23 23 12 | 27 | 24 2% | 43 & 5 NO-FO
274579 | o | 0 9T/aT 2 45 59 40 | 85 98 | 59 | 23 | 28 25| Posivo | FQ
276392 | 73 | 1 V12820 2 49 45 34 | B0 52 75 21 39 41| Positivo FQ
27E709 | 47 | 1 7T 2 38 7 23 | HO 18 /| 2 | B 24| Megalvo | NO-FQ
282149 | & 0 289+1G=AL- a 21 18 i = 28 2 | ] [1] ~ | HoFd
288413 | 82 | 1 G1100P- 3 23.00 45 25 | 43 38 12 MO FQ
28071 | 61 | 1 gt 2 21 4 iEE 21 | ' 0| | NO-FQ
02471 | 75| 0 T 2 3z £ 12 | 40 22 B | : [0l | NO-FG
303776 | 84 | 1 77T 2 18 34 12 | @ 12 23 NO-FC
306434 | 48 | 7T 2 23 T 18 16 18 15 | ' ]| MNO-FC
341837 | 84 | 7TIaT 2 54 45 43 g 14 85 | 12 | 3 33| Megatvo | MNO-FG
312129 | 45 | 1 TTIT 2 23 21 15 | 70 12 20 MNO-FC
318284 | 80 | © TT7TT 2 24 21 13 | 45 23 61 | 3@ | 4 42 Negatwo | NO-FQ
nHE | E]0 298+3INT W75 2 47 B2 3 B 18 | 21 | 20 | 3 3| Nepstvo | NOFQ
326139 | 65 | 1 aTI7T 2 28 35 33 | 4« 37 2 MO-FC
327038 | 72 | 1 T 2 23 29 12 | a2 a2 | E | ' il | NC-FG
230500 | & | 1 R70SH- & 23 i 12 | 29 20 | B | : il | NG-FG
337672 | 53| O T 2 g3 &7 £2 1 b 54 | 70 23 % 26 | kG
340607 | 49 | © 9Tt z 48 53 28 | 60 22 82 12 34 36 Megatvo | NC-FO
347432 | 87 | D 77T 2 23 25 3| 40 43 | 3 | 7 H 32 Megavo | HO-FQ
347544 | 63 | 1 7T 2 39 33 24 | 10 | 14 1| . MNO-FQ
348396 | 41 | 1 OF 508/- 3 24 15 7 20 28 16 MNO-FQ
353410 | 63 | 1 17168G/A 2 23 21 @ | ® | @ [ B | | NO-Fi
3535 5 0 T 2 38 35 18. | &% | 78 61 | 21 6 3| Negativo | NO-FQ
3505 75| D et 2 23,00 el 23 | B 30

3565 g | D 77T 2 37 ES 25 | 55 30 5| | NO-FO
365957 | 38 | 1 DF 508/- 3 21 24 12 | 2 23 _ . ) | NO-FQ
3672 7a | 0 7T 2 21 19 12 | & 29 19 NO-FQ
367407 | %5 | D G54230- 2 A5 49 42 | 40 33 B | 29 | 3 40| Megatvo | MNO-FQ
367750 | 80 [ 1 1T16GIA- 2 23 2 2F | 75 52 | B 21 24 22 Posivo | FQ
371639 | 44 | 1 T 2 B0 75 500 | =4 B2 74 35 7 36| Positivo Fa
37w | 70 ET-1TG- 2 35 39 g 2 14 2 | | NoFa
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||dchn|ca|Euad| Sexe] Estudi genetico | Diagnostice2| Test del sudor 1] Test del sudor 2] na. S PEN_ ‘1|F'DN 2| PCM_2]Amileride] 1I50protend] €I | Posit-Megat| Disgnostice |

379490 | 57 | 1 | TTT 2 40 _ 32 12 | B3 g B NO-FQO
380896 | 52 | 1 7T 2 21 19 12| % 23 15 NO-FQ
384083 | 73 | 1 255G/IGETEA 2 35 56 48 | &7 56 | 45 25 25 27| Posive | FO
38446 | 54 | 1 71T 2 23,00 29 16 | 43 3z 9 ' | NOFa
384456 | 54 | 1 TTRT 2 34 21 2 | 1 22 29 NO-FQ
396202 | 69 | O 7T77T 2 26 23 12 | 3 48 23 NO-FQ
403449 | 73] 0 aT/aT 2 23 32 23 | ® 27 47 . NO-FQ
407294 | 8 o Q178K 2 45 &1 w | & 80 70 48 | 49 43 FQ
410470 | 70 | 1 T 2 35 23 28 | 35 30 NO-FQ
413531 | 73 | 1 TTHT 2 3z 21 12 [ 4 72 23 12 2 o NO-FQ
417358 | 72 | 1 TTRT 2 58 59 Bg | 3E 7 35 32 42 43 | NO-FQ
419310 | 46 | © TTI87 z 26 21 12 [ 50 27 23 NO-FQ
420380 | 52 | 1 DF 508/~ 3 23 26 A 31 23 NO-FQO
423286 | 48 | O 1812-1G-4/- 3 23 21 14 | 15 20 13 NO-FQ
423896 | 53 | 1 DF 508~ 3 31 21 10 2 20 24 | _ - NO-FQ
424879 | B2 | 1 R75Q/RT5C 2 90 110 47 | 65 23 59 21 25 23| Positivo FQ
426673 | 58 | O D443y, G554/ 2 50 55 39 68 79 79 12 4 16| Positivo FQ
427237 | &7 | 1 TTAT 2 23,00 27 4 | s8 32 12

433050 | 57 | 1 TTRT 2 a0 52 45 | W 57 53 23 29 27| Positive FQ
441728 | 58 | 0O TT/aT 2 34,00 29 2| 5 45 37

446421 | 80 | 1 ST-12TG-V 470 2 25 23 13 | 47 45 15 NO-FQ
449021 | 30 | 1 71T 2 78 2t 56 | 54 57 75 23 2 24| Positivo s!
462376 | 28 | R75Q- 2 B8 2 43 | 77 3 2 23 40 48] | NO-FQ
463484 | 17 | 1 7T 2 43 37 23 | 0 42 0 17 2 28 NO-FQ
468188 | B3 | 1 71T 2 3z 5 15 | & 73 56 26 27 26 | |  Fa
487225 [ 7 | © VTSI 2 45 34 25 | 20 | 47 18 : . NOFQ
481334 | 7 | 1 DF508/N1303K 1 100 120 85 | B2 51 75 34 3 5 FO
484300 | 45 | O VB4 2 23 32 42 | 20 13 5 ' | NO-FQ
499336 | 44 | 1 71T 2 5o 49 45 | A 50 34 14 18 14| Posive | FO
500301 | 55 | O TTAT 2 28 o 12 | 2 30 18 NO-FQ
520707 | 55 | 1 7T/eT 2 29 29 15 | 65 42 28 21 # 3| Negatve = NO-FQ
528883 | 5 ] N 1303k 3 23 21 12| A 28 23 NO-FQ
53g287 | #1 | 0 DELTAF508 /- 3 32 23 12 [ 78 25 23 13 32 35 NO-FO
539967 | 15 | O TTAT 2 23 15 10 5 7 B NO-FQ
540622 | 32 | 1 7T/8T 2 26 34 21 | 0 | =24 15 NO-FQ
549982 | 65 | O TTAT 2 a7 4 12 [ 52 50 45 34 40 49| Negative = NO-FQ
560636 | 49 | 1 TTAT 7] 43 42 4 | B4 B5 &7 34 5 34| Positive Fa
570075 | 66 | O ITRT 2 25 26 14 | 27 13 | ' ) |

593302 | 66 | O 7T Z 13 i} g 5 59 21 _ . NO-FQ
503032 | 13.| O DF508/Y 1014C 1 55 50 a8 | 55 41 &7 23 27 24 FQ
504153 | 65 | 1 ~ITAT 2 43 45 38 28 28 85 9 37| Megative | NO-FQ
594787 | 12 | O DF 508/DF508 1 127 135 100 | 40 50 43 25 &7 26 FQ
599356 | 45 | 0 L9g7F /- 2 45,00 49 48 | &7 59 55 2 24 22 FQ
BOSTTT 1 T 2 13,00 12 5 59 23 15 NGFQ
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[1dHClinica] Edad] Sexc] Estudi genetico | Diagnostico2 [ Test del sudor_1] Test del sudor_2[Ma_ CI[ PDN_1]PDN_2][ PON_3 [Amileride] 1I50protendl] &I Posit-Negat| Diagnostico |

611444 | 53 | 1 L987F - 2 22 25 | 42 | 8 22 5 | L - No-FQ
642568 | 77 | 1 TTT 2 23 21 12 | 3 60 12 NO-FQ
647080 | 72 | © - aTiaT 2 21 25 | 15 | 25 20 e . [ ] - NO-FQ
657798 | 13 | 1 DF538/Y 1014C 1 35 ! | 35 | 75 &7 89 25 23 |26 . Fo
67373 | 62 | © 7Ti9T 2 32 45 17 | 80 4 | 74 28 39 41 MNegatvo ~ NO-FQ
622314 | 8 | 1 DF508/Y 1014C 1 59 93 80 | 76 87 | 75 26 29 25 . Fo
603037 | 40 | 1 7T 2 23 21 | 11 | 60 47 53 17 19 |16 Positive | FQ
704521 | 51 | 1 7TAT 2 45 k1) 19 | 3 B0 56 28 39 40 Megatwo | NO-FQ
701522 | 71 | a1t 2 32 35 | 8 | 19 29 % ' | | | MOFG
707377 | 42 | 1 OF 5081 = 23 25 12 | 50 51 5 12 29 28 MO-F
708115 | 46 | © DF 508/ 3 24 21 12 | 29 25 29 MO-FQ
700703 | 38 | O 1T16GIABT 2 32 34 15 | 60 58 81 15 17 18 Fo
724782 | 18| DF 508/DF508 1 120 121 g5 | &7 g7 82 35 9 Y Fi
720003 | 3 | 1 DF 5081 3 23 21 12 | ®m B0 56 18 18 17 Positiva Fo
750660 | 4 0 7TIeT 2 32 25 12| 13 10 12 15 25 27| MNegatvo = NO-FQ
755607 | 36 | O DF 508/ 3 24 25 g 26 38 [ 2 [ ] | NO-FO
758115 | 52 | @ DF 508/ 3 59 &1 35 | 4 | 52 53 23 45 53| Positivo MO Fi
758118 | a7 | 1718 GIA - 3 26,00 #H 26 | 42 ' |

758570 | 45 | 1 Y10140- 3 28,00 23 | 27 | 5 34

761207 | 43 | © 7TAT 2 32,00 3 36 | 58 75

768544 | 48 | 1 DF 508/ 3 23 3 | 12 | 28 18 B | | - NOFG
768846 | 76 | O TTT 2 34 29 | 22 | 78 44 2= |  NG-FQ
774627 | 3@ | 1 DF 508/ 3 35,00 35 15 | 50 5

797838 | 54 | © 7T 2 35,00 3 16. | 75 27

g08ess | 3B | 0 TTITT 2 21 25 | 12 | 0 2 27| il | NGFQ
geEe2 | 46 | O TTIOT 2 40 55 23 | 51 58 45 25 30 28| Posiivc | FQ
999398 | 3 | 1 DF508/D924N 1 65 5 78 | 69 72 G0 23 27 25 Fa
ANGELE| 34 | D TTIT 4 23 20 25 | 35 24 25 12 25 24

CONTRC | 20 | O 77T 4 20 20 20 | 20 20 20 17 27 28

LAURA | 34 | 1 7TIeT 4 23,00 21 26 | 40 38 21 11 25 29

MAITE | 45 | 1 7T/9T 4 29,00 H 34 | 38 34 23 13 3 £

WMONTSE| 40 | 7T 4 34.00 21 4 | 12 15 12 17 5 32

PEFl | 43| 0 7T/9T 4 28,00 26 23 | & 12 25 18 31 2

RESI | 80 | 1 7THT 4 27,00 3z 43 | 28 3y ch 32 41 40

SUSA | 56 | 1 aTieT 4 25,00 !z 3B [ M 22 7 g 22 27

TERESA | 28 | © TTAT 4 29,00 28 29 | 15 23 8 32 31

VALDE | 33 | 1 a1 4 35,00 40 45 | 0 49 el g 25 S

XAvi | 45| 1 7TT 4 25,00 28 31 | 28 34 32 5 =7 15

helena | 43 | 1 71T 4 37,00 3 23 | 18 26 23 19 28 21

JorRD! | 28 | D TTT 4 26,00 34 26 | 28 27 22 14 27 23

ALBA | 39 1 aTiaT 4 21,00 12 22 | % 21 28 11 23 21
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