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Introduccion

El término Acalasia significa “insuficiencia para relajarse”, y describe el sintoma
cardinal de este trastorno: la mala relajacion del esfinter esofagico inferior (EEI), que se
asocia con aperistalsis del cuerpo esofagico. De este modo, el esfinter produce una
obstruccion funcional del eséfago y provoca sintomas como la disfagia, la
regurgitacion, el dolor toracico, y finalmente, la pérdida de peso, asi como una
dilatacion esofagica que en casos evolucionados conduce a la presencia de un

megaesofago.

1.1.- Etiologia:

Una de las primeras hipétesis que pretendian explicar el origen de esta enfermedad fue
la existencia de una obstruccion crénica a nivel del EEI que daba lugar a una serie de
cambios manométricos irreversibles, basandose en un pequefio numero de evidencias
tanto clinicas como experimentales, tales como la resolucion de la aperistalsis tras la
realizacion de dilatacion o miotomia de pacientes postoperados de la union
esofagogastrica con estenosis postquirtirgica™?; la presencia de aperistalsis y dilatacion
esofagica similares a las de la acalasia inducidas mecanicamente cuando se colocaban

bandas'*

a nivel de la union gastroesofagica, con resolucién posterior cuando éstas se
retiraban, o la destruccion bioquimica en modelos animales del plexo mientérico del
EEI que daba lugar a cambios esofagico similares a los presentes en la acalasia®. Sin
embargo, s6lo la obstruccion distal del es6fago no es capaz de explicar todos los

cambios manomeétricos y fisiopatoldgicos descritos en esta enfermedad.

Otros sugirieron que el mecanismo gque conducia a padecer acalasia era la existencia de
una degeneracion neuronal. Esta hipétesis, se basa en la asociacion de esta entidad con
varios trastornos neurolégicos, tales como la enfermedad de Parkinson®?®, la ataxia
cerebelosa hereditaria® o la neurofibromatosis®® (tabla 1). Asi, se hallaron cuerpos de
Lewy en el esdfago de enfermos con acalasia y Parkinson que presentaban disfagia,

sugiriendo un mecanismo de degeneracién neuronal similar®.

Aunque la obstruccion esofagica y la degeneracion neuronal dan lugar a alteraciones
similares a las observadas en la acalasia, estas estan presentes solo en un pequefio
nimero de pacientes con esta enfermedad. Sin embargo, la pérdida de origen
inflamatorio de las células ganglionares inhibitorias mientéricas, tanto en el cuerpo

esofagico como a nivel del EEI, constituyen un hallazgo presente en todos los casos de
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Introduccion

acalasia, sugiriendo asi, que éste sea probablemente el mecanismo primario causante de
esta enfermedad. Pero, ;cual es el factor etioldgico que da lugar al inicio del proceso
inflamatorio?. Esta cuestion permanece aun sin resolverse, aunque se han implicado
factores genéticos, infecciosos y autoinmunes (tabla 1), como los responsables del inicio

del citado proceso.

Tabla 1: Causas de acalasia secundaria y enfermedades relacionadas.

Causas de acalasia secundaria Enfermedades relacionadas con la acalasia
Enfermedad de Chagas Enfermedades genéticas

Neoplasias Disautonomia familiar

Sarcoidosis Insuficiencia glucocorticoidea

Amiloidosis Sdr. Allgrove

Esofagitis eosinofilica Sdr. Rozyky

Acalasia posvagotomia Enfermedades autoinmunes

Enf de Anderson Fabry Sarcoidosis

Seudoobstruccién cronica idiopética Amiloidosis

Sdr. Sjogren

Enfermedades neuroldgicas

Ataxia cerebelosa herediataria
Parkinson

Tnos depresivos
Neurofibromatosis

Otros

Sdr. Down

Enf. Hirspchsprung

Eso6fago de Barret
Osteroartropatia hipertrofica

Fistula congénita traqueoesofagica

1.1.1.- Factores infecciosos:

La relacion de la acalasia con agentes infecciosos se ha establecido por la presencia de
diversas observaciones, tales como, los similares hallazgos clinicos y manométricos
presentes en la enfermedad de Chagas', producida por la infeccién del Trypanosoma

cruzi. Aungue son varios los casos de otras enfermedades infecciosas como el sindrome
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Introduccion

13,14

de Guillén-Barré®™, la Poliomielitis**'* o el virus varicela-zoster™ (VVZ) precediendo a

la aparicién de acalasia.

Jones et al'®

fue el primero que realiz6 un estudio de casos y controles con el objetivo
de conocer las causas infecciosas de la acalasia, recogiendo el suero de 18 enfermos y
12 individuos sanos, en los que buscé anticuerpos frente a diversos virus (herpes simple,
citomegalovirus, sarampion...) y bacterias, encontrando un aumento de los anticuerpos

frente al virus del sarampion significativamente superior en el grupo de los enfermos.

Robertson et al’

, realizando también un estudio similar al anterior, pero con 58 casos y
40 controles, encontré un aumento significativo de anticuerpos frente al VVVZ en el
grupo de los enfermos (16/58 vs 1/40), sin diferencias significativas en relacién con el

citomegalovirus o el virus del herpes simple tipo 1.

Ambos estudios sugieren una posible relacion entre las infecciones virales y la acalasia,
aunque por experiencia clinica sabemos que no todos los enfermos con acalasia tienen

sarampion o una infeccion por el VVZ.

En un estudio reciente, Facco et al*®, ha encontrado una expansion oligoclonal
especifica de células T citotdxicas a nivel de la union gastroesofégica, activadas por el
virus del herpes simple (VHS) tipo 1 o antigenos VHS-like. Asi, la infeccidn por este
virus podria ser el causante de la inflamacién del plexo mientérico y mediar la
destruccion neuronal en individuos genéticamente susceptibles. Sin embargo, estudios

en los que se realiz6 PCR'*?°

en el esofago de los enfermos de acalasia no muestran la
existencia de replicacion viral y ningun estudio ha establecido por el momento una clara

relacién causal entre la acalasia y una infeccion viral.

1.1.2.- Factores genéticos:

La mayoria de los casos de acalasia son esporadicos y no afectan a los familiares®,
aunque se detecta agregacion familiar de la enfermedad en un 2% de los casos®. Esta
forma de acalasia suele manifestarse en edades tempranas y se relaciona con la
consanguinidad®®. La asociacién de esta forma de acalasia con otras enfermedades de
transmision autosémica recesiva, como la disautonomia familiar o la insuficiencia
glucocorticoidea, y su transmisién horizontal®*** permiten sospechar una forma de

transmision autosémica recesiva del gen responsable. En el sindrome de Allgrove
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Introduccion

(caracterizado por acalasia, insuficiencia adrenal resistente a ACTH vy alacrimia) se ha
comprobado la ausencia de 6xido nitrico en el cardias, herencia autosomica recesiva y
una mutacién genética en el cromosoma 12913 (gen ALADIN). También se han
descrito casos de transmision vertical, aunque con menor frecuencia. Curiosamente la
edad de presentacion de los sintomas en este grupo suele ser mas tardia, probablemente
por la implicacion de un mecanismo etiopatogénico distinto o bien por una accion
menos virulenta del factor responsable que en los casos de transmisién horizontal®’. Un
hallazgo sorprendente es el notable riesgo de presentar una acalasia en los individuos

con Sindrome de Down??°,

Esta forma de presentacion de la acalasia plantea la posibilidad de que exista un
trastorno genético raro no descubierto, algun factor ambiental que favorezca la aparicion
de la acalasia en un determinado grupo familiar, o una predisposicion genética que

aumente la susceptibilidad de los individuos a padecer esta enfermedad®.

1.1.3.- Factores autoinmunes:

La naturaleza autoinmune de la acalasia se basa en tres premisas: la presencia de
anticuerpos antimientéricos, el infiltrado inflamatorio de células T y un aumento en la

prevalencia de los antigenos HLA clase II.

La presencia de anticuerpos antimientéricos ha demostrado ser mas prevalente en
pacientes con acalasia®®"; sin embargo, en un estudio® con 45 pacientes afectos por la
enfermedad, 16 con enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) y 22 controles
sanos se observo un aumento significativo de estos anticuerpos en los pacientes con
acalasia y ERGE, sugiriendo asi, que quizas no tuviesen un papel en la etiologia de esta
entidad, y dado que no todos los enfermos con acalasia los presentan y los anticuerpos
antimientéricos estan presentes en pacientes sin acalasia, fuesen resultado de una
reaccion no especifica de la propia enfermedad més que de su causa. Otros estudios™®
han relacionado una tendencia de estos anticuerpos a aparecer con mas frecuencia en
hombres, con mayor pérdida de peso al diagndstico, menor duracién de los sintomas o
una menor frecuencia de acalasia vigorosa. Sin embargo, son necesarios nuevos
estudios para definir si los anticuerpos antineuronales juegan algun papel en el fenotipo

de la acalasia.
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Introduccion

Hay trabajos**°

que han investigado la naturaleza de los infiltrados inflamatorios en el
plexo mientérico de los enfermos con acalasia, y mediante inmunohistoquimica se ha
observado un aumento de linfocitos T, fundamentalmente CD3 y CD8, en comparacion
con los controles sanos, en los que se observa un plexo mientérico normal sin infiltrado

inflamatorio.

El gen que codifica la tirosin fosfatasa linfoide, PTPN22, localizado en el cromosoma
1p13, es un importante regulador de la activacion de los linfocitos T y el polimorfismo
C1858T se ha relacionado con diversas enfermedades autoinmunes. En un estudio®
realizado en la poblacion espafiola se observd que la mujeres portadoras del

polimorfismo PTPN22 1858T son mas susceptibles de padecer acalasia.

Muchas enfermedades autoinmunes, tales como el Lupus Eritematoso Sistémico, el
Sindrome de Sjogren y otras conectivopatias, se han asociado con los antigenos HLA

[42-46

clase | y, ademas, los infiltrados inflamatorios que se encuentran en el plexo

mientérico presentan un predominio de linfocitos T. La asociacién entre el HLA clase 11

y la acalasia fue definida por primera vez por Wong et al*’

, que demostro en un estudio
de casos-controles con 40 casos, una asociacion significativa con el HLA DQw1; de
forma que el antigeno DQw1 estaba presente en el 80% de los casos, suponiendo, un

riesgo relativo entre el 3,6 y el 4,2 de desarrollar la acalasia.

Verne et al*®, en un estudio con 32 casos de acalasia (23 de raza blanca y 9 de raza
negra) y 268 controles encontré una asociacion significativa entre la enfermedad vy el
alelo DQB1*0602 en los caucasicos, sugiriendo la existencia de una asociacion del

HLA especifico en esta poblacion.

Un trabajo realizado en poblacién espafiola®® con 92 casos y 315 controles, encontré una
mayor frecuencia del HLA DQA1*0103, DQB1*0603 y del heterodimero DQ1*0103-
DQB1*0603, en los enfermos de acalasia, siendo estos hallazgos compatibles con los de
Wong et al*’, dado que el heterodimero DQ1*0103- DQB1*0603 es uno de los siete que
se encuentran en DQw1. También se observd un aumento en la prevalencia de
anticuerpos antimientéricos en los casos, siendo éstos significativamente mas elevados
entre aquellos que presentaban los alelos DQA1*0103, DQB1*0603.

Otros estudios*® han demostrado una asociacién negativa con el alelo DQB1*0602, y

Latiano et al*®® ha descrito una asociacion significativa de los alelos DQB1*0502 y
13



Introduccion

DQB1*0601, asi como la presencia de un alelo protector, el DQB1*0201, similar al

TNFal1, descrito en poblacién blanca espafiola®.

1.2.- Fisiopatologia:

1.2.1.- Alteraciones de la inervacion:

En la acalasia existe una disminuciéon del nimero de células ganglionares del plexo
mientérico o de Auerbach®. Esta reduccion varia de unos pacientes a otros e incluso, en
un mismo paciente, en los distintos tramos del es6fago. La parte mas proximal esta
practicamente libre de lesiones, y la mayor afectacién se produce cerca de la union
gastroesofagica. Probablemente por eso, la recuperacion de la peristalsis observada en
algunos pacientes despues del tratamiento es menos evidente en los tramos esofagicos
més distales™. Ademas, la reduccién de células ganglionares parece estar en relacion
directa con el tiempo de evolucion de la enfermedad; asi, los pacientes con una historia
mas larga de disfagia muestran un menor nimero de células ganglionares en el plexo
mientérico’. De hecho, la recuperacién de la peristalsis después del tratamiento es més

frecuente en los pacientes con una clinica menos evolucionada®.

Se ha confirmado que el trastorno fisiopatoldgico fundamental de la acalasia consiste en
la alteracion de los mecanismos nerviosos inhibitorios, mientras que la actividad
colinérgica posganglionar excitatoria permanece practicamente indemne. Asi, se han
realizado estudios fisioldgicos como el de Dodds et al*®, en el que la administracién de
Colecistoquinina intravenosa en sujetos normales daba lugar a una relajacion del EEI
dado que las neuronas inhibitorias impedian la estimulacion directa del esfinter; sin
embargo, en los enfermos con acalasia se producia una respuesta paraddjica con
contraccion del mismo, sugiriendo asi, la pérdida de neuronas inhibitorias a nivel del
plexo mientérico. Este hecho queda también demostrado por otros dos estudios, el

primero realizado por Tlottrup et al**

, en el que se observd una respuesta paradojica del
EEI a la administracion de atropina en el grupo de los enfermos, y en el de Paterson®,
donde tras inflar un balén en el EEI se producia una contraccion del mismo y del
esofago distal. La relacion de estos trastornos fisioneurologicos con el engrosamiento

subsecuente del EEI no se ha establecido®®.

Un estudio reciente® sugiere que también la pérdida a nivel esofagico de las células

intersticiales de Cajal pudieran contribuir al desarrollo de esta enfermedad, y un trabajo
14



Introduccion

realizado en ratones knockout para la proteina Lsc/pll5, que esta implicada en la
adhesion y migracion de linfocitos, mostro alteraciones motoras y de la inervacion

esofégica similares a las de la acalasia en estos animales®.

Las alteraciones del tejido nervioso en los pacientes con acalasia no se limitan a la
inervacion intrinseca del eséfago. Kimura® fue el primero en sugerir que lesiones en el
Sistema Nervioso Central podrian explicar los hallazgos clinico-manométricos
observados en la acalasia; asi, examino tejido nervioso de tres enfermos y observo una
degeneracion de las células de nervio vago en el nicleo motor dorsal. Posteriormente,

|60

Cassella et al”, realizaron un estudio similar en dos enfermos de acalasia y un control

sano, donde hallaron un descenso del 34-43% en el nimero de neuronas del ndcleo

motor dorsal, y Higgs et al*

, Induciendo lesiones a ese mismo nivel en 13 gatos,
observaron que 9, desarrollaban trastornos manométricos similares a los de la acalasia.
En algunos pacientes, el nervio vago muestra una degeneracién walleriana, con
desestructuracion de las células de Schwann y del axoplasma y, quizas por este motivo,
también pueden existir alteraciones de la motilidad géastrica, intestinal y de la vesicula

biliar en pacientes con acalasia®*®*

, aunque también es posible que la degeneracion del
vago Y la pérdida neuronal a nivel del nacleo motor dorsal, sea secundaria a la pérdida
de contacto con el plexo mientérico. De hecho, las alteraciones de la inervacion

65-67

extrinseca son raras en los enfermos con acalasia™™", siendo probable que éste no sea el

mecanismo primario por el cual se produce la enfermedad.

Se han obtenido resultados dispares en los estudios en los que se ha valorado la
existencia de una disfuncion autonémica generalizada en los pacientes con acalasia.
Algunos autores han objetivado diferencias significativas entre los pacientes y los
controles sanos®®; incluso, se han descrito casos de acalasia familiar en los que también
se producian alteraciones del sistema nervioso autonomo en los familiares libres de la
enfermedad®. Por el contrario, otros investigadores afirman que en los pacientes con

acalasia no existe un deterioro significativo de la funcién vegetativa’.

1.2.2.- Lesiones inflamatorias en el es6fago:

Histologicamente, la acalasia se caracteriza por una disminucion de las células del plexo
de Auerbach y por la presencia de un infiltrado inflamatorio en el que predominan los

linfocitos T citotoxicos, fundamentalmente CD3 y CD8, acompafiados de un nimero
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variable de eosindfilos que liberan una proteina (proteina eosinofilica cationica, ECP)

con propiedades citotoxicas y neurotoxicas’"’?

, Y que podria estar implicada en las
lesiones del plexo mientérico esofagico observadas en la enfermedad de Chagas’.
También forman parte de este infiltrado inflamatorio los mastocitos, que podrian jugar
un papel importante en la etiopatogénesis secundaria de esta enfermedad’, y la fibrosis
de las neuronas del plexo mientérico’™, aunque se desconoce si existe alguna relacion

entre la magnitud del infiltrado y la destruccion neuronal.

Incluso durante el proceso inflamatorio inicial existe una pérdida selectiva de las
neuronas inhibitorias posganglionares que contienen péptido intestinal vasoactivo (VIP)
y 6xido nitrico (NO). Este ultimo, es un importante mediador de la relajacion del EEI y,
por lo tanto, la pérdida de neuronas que contienen la 6xido nitrico sintasa dan lugar a
una ausencia de relajacion del esfinter. Hay trabajos publicados en la literatura donde
las citoquinas son capaces de regular la expresion génica, como el publicado por Hurst
et al’®, donde en un estudio realizado en ratas con una enfermedad inflamatoria
intestinal, observaron que la interleucina-1 era capaz de estimular la sintesis de la
Sustancia P en los nervios del plexo mientérico del intestino de estos animales, o el de

Bruley des Varannes et al”’

, donde la incubacion con suero procedente de enfermos con
acalasia con tejido del fundus humano, daba lugar a un descenso en el numero de
neuronas productoras de NO y VIP, sugiriendo asi, la probable implicacion de
mediadores inflamatorios u otras sustancias presentes en el suero de estos enfermos

como los responsables del efecto observado.

En un estudio reciente’®, realizado con 16 enfermos de acalasia cuyo objetivo era
evaluar la proporcion de células inflamatorias que expresaban TNFa e Interleucina 2 en
el EEI, se observo un aumento significativo en la proporcién de células que componian
el infiltrado inflamatorio a nivel del EEI que expresaban ¢l TNFa, reforzando la
hipotesis de la existencia de un proceso inflamatorio primario como el causante de esta
enfermedad. Pero esta citoquina puede estar implicada en la etiologia de la acalasia dada
su participacién en los mecanismos neurodegenerativos o su rol en enfermedades
autoinmunes. En este estudio, también se observo que la proporcion de TNFa era
superior en aquellos enfermos con menor duracion de los sintomas, sugiriendo que los
niveles de antigeno que provocan esta reaccion inflamatoria son mas elevados al inicio

de la enfermedad y que posteriormente se reducen como consecuencia de la respuesta
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Introduccion

inmunoldgica, o bien que estos niveles permanecen estables pero con mayor tolerancia

conforme progresa la enfermedad.

1.2.3.- Alteracion de los neurotransmisores:

La pérdida de neuronas en el eséfago tiene su traduccion molecular. La dopamina actia
en el EEI sobre receptores D2 induciendo la relajacion del EEI, mientras que la union a
los receptores D1 produce la contraccion de la unidn gastroesofégica. En los pacientes
con acalasia se ha descrito una desensibilizacion de los receptores D2 e integridad de los

D1, dando como resultado un aumento del tono de la unién gastroesofagica’®.

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es liberado por las fibras no adrenérgicas-no
colinérgicas (NA-NC) y por células del sistema inmunolégico, dando lugar a una
relajacion del EEI. En los pacientes con acalasia no sélo estdn reducidas las
concentraciones de VIP sino también el nimero de fibras nerviosas que lo contienen.
Existen dos tipos de receptores para esta molécula, de ellos, el tipo 1 (VIP-R1), que se
expresa en células inmunoldgicas, se ha implicado en la etiopatogenia de enfermedades

autoinmunes®®-8

y se ha establecido una relacion entre algunos haplotipos del gen que
lo codifica y la artritis reumatoide®. En un estudio realizado por Paladini et al®*, se
observo que la presencia de dos polimorfismos del gen que codifica este receptor, el
rs437876 y el rs896, eran significativamente mas prevalentes en el grupo de los
enfermos de acalasia y, cuando se considerd la edad como factor discriminante
encontraron la asociacién solo en los sujetos con enfermedad tardia. También,
observaron que la presencia del alelo A del polimorfismo rs437876 y el C del rs896 se
relacionaban con una menor efectividad de este receptor, haciendo que los individuos
con el haplotipo AC al tener una menor efectividad del receptor durante la reaccion
inflamatoria, diera lugar a un efecto protector, explicando asi la aparicion mas tardia de

la enfermedad®.

El oxido nitrico (NO) se considera actualmente como el neurotransmisor inhibitorio
NA-NC de mayor trascendencia funcional. En estudios realizados en ratones®® sin
neuronas con la sintasa del 0xido nitrico se observo un aumento de presion del EEI y
una ausencia de relajacion del mismo similar a la observada en la acalasia, y en estudios
realizados en humanos se ha demostrado, mediante estudios histoldgicos, la ausencia de

esta enzima en la unién gastroesofagica®’; sin embargo, la administracion exégena de
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donantes de NO induce una disminucion de la presion en el EEI, lo que sugiere la
integridad de los receptores de NO en el EEI®.

Se han identificado diferentes polimorfismos en las tres isoformas de la sintasa de 6xido
nitrico: la neuronal (NNOS), la isoforma inducible (iNOS) y la endotelial (eNOS), y en
el caso de la acalasia se ha observado, en un estudio con 80 casos®, un aumento de la
frecuencia de los genotipos de iINOS22*A/A y de eNOS 4a4da, sin que esta diferencia
fuese significativa, al igual que en el caso de un estudio posterior en 258 pacientes™ en
el que se analizo la relacion entre el polimorfismo rs 1060826 localizado en el exén 22

del gen NOS2 y la enfermedad.

1.3.- Manifestaciones clinicas:

La incidencia anual de la acalasia es de 1-2 nuevos casos por 100000 habitantes/afio®.
Afecta por igual a ambos sexos, a todas las razas y puede ocurrir a cualquier edad,
aunque es mas frecuente entre la tercera y la sexta década de la vida, y menos del 5% de
los casos presentan sintomas antes de la adolescencia. La duracién media de los
sintomas es de 2 afios (mas de 5 afios en algunas series) y frecuentemente se diagnostica

erroneamente de reflujo gastroesofagico en fases iniciales.

La disfagia es el sintoma predominante. En casi todos los pacientes aparece para solidos
y al menos en dos tercios para liquidos. La severidad de la disfagia fluctta, pero en
algunos pacientes alcanza una meseta y no empeora con el tiempo. En otros casos, la
obstruccion es tan importante que produce una marcada pérdida de peso. Los pacientes
suelen referir que recurren a bebidas carbonatadas o cambios posturales, como elevar
los brazos por encima de la cabeza, enderezar la espalda o ponerse de pie en una postura

muy erecta, para aumentar la presion intraesofagica y facilitar el vaciamiento.

El dolor toracico se informa en un tercio a la mitad de los pacientes con acalasia; tiende
a mejorar en el curso de la enfermedad y responde peor que otros sintomas al
tratamiento®”. A menudo es precipitado por la comida y constituye la causa de la

disminucion de la ingesta y de la pérdida de peso en algunos pacientes.

La regurgitacion de los alimentos no digeridos durante la comida o después de ésta se
produce en el 60 al 90% de los casos, siendo ésta a menudo activa y espontanea, con el

fin de aliviar la molestia causada por la replecion en la regidn retroesternal después de
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comer. Estos sintomas pueden llevar a error y confundir la acalasia con la anorexia

nerviosa o la bulimia®.

La pérdida de peso es comun y, cuando adquiere importancia, por lo general indica una

enfermedad avanzada con marcada retencién de liquidos y alimentos.

Hasta un 40% de los pacientes con acalasia presentan pirosis, causada por el mal
aclaramiento esofagico de algunos episodios de reflujo gastroesofagico, por la retencion
de alimentos acidos y/o la produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de los
alimentos en el eséfago®™. En una serie de estudios el 30% de los pacientes informaron
episodios de tos nocturna y cerca del 10% presentaron complicaciones

broncopulmonares significativas®.

1.4.- Diagndstico

La enfermedad se sospecha por la historia clinica compatible y el diagnéstico, por lo
general, se establece facilmente. En estadios iniciales puede no diagnosticarse si las
radiografias no revelan la dilatacion del eséfago o la distorsion tipica que se observa en
los casos mas avanzados. Algunos sintomas de esta enfermedad, en particular el dolor
torécico y la regurgitacion activa, pueden ser mas pronunciados al principio, antes de

que el esofago se dilate.

1.4.1.- Radiologia:

Caracteristicamente, en los pacientes con acalasia se observa la pérdida de la peristalsis
primaria en los dos tercios distales del es6fago y la presencia de ondas terciarias no
propulsivas. Estas alteraciones motoras, originan movimientos erraticos del bario
cuando el paciente esta en decubito supino o hacen que el bario permanezca inmdvil en
un esofago atdnico, conduciendo a un deficiente aclaramiento esofagico. En
bipedestacion se produce un vaciado incompleto, con retencion de alimentos y saliva, lo
qgue genera un nivel heterogéneo aire-liquido en la parte superior de la columna de
bario. La altura de la columna de bario y el cronograma de su vaciamiento se han

utilizado como marcadores de la eficacia del tratamiento de los pacientes con acalasia™.

La disfuncion del esfinter esofagico inferior ocasiona una imagen de estenosis lisa en el
esofago distal que, clasicamente, se ha descrito como en forma de “pico de pajaro”, y en

fases avanzadas, conforme aumenta la dilatacion esoféagica, éste puede llegar a simular
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la imagen de un sigma, definiendo el eséfago sigmoide como aquel con un diametro
superior a 10 cm y/o a aquel tortuoso en su trayecto hasta la unidén gastroesofégica.
También pueden observarse diverticulos por pulsion, debido a la presion producida

sobre las paredes esofagicas.

Figura 1: Dilatacion del cuerpo esofagico y afilamiento a nivel del EEI.

En la fluoroscopia puede observarse como el EEI se abre de forma intermitente,
permitiendo el paso de pequefias cantidades de bario, y es particularmente necesaria
para el diagnostico de la enfermedad en sus fases iniciales, cuando el es6fago no esta
todavia dilatado, ya que las imagenes estaticas de las radiografias pueden ser normales.
En pacientes con acalasia vigorosa, la gran intensidad de las contracciones puede

originar que el es6fago adopte la “forma de sacacorchos”.

1.4.2.- Endoscopia:

Esta exploracion permite excluir muchas de las enfermedades que imitan la acalasia

(tabla 1) y evaluar la mucosa esofagica antes de las maniobras terapéuticas.

Los hallazgos consisten en dilatacion y atonia del cuerpo esofagico, un EEI plegado con
aspecto de “roseta” por la convergencia de los pliegues de la mucosa, y dificultad de
apertura del cardias durante la insuflacion, que obliga a ejercer cierta presién para

atravesarlo.

La mucosa esofagica es de aspecto normal, pero en ocasiones puede aparecer
eritematosa, friable e incluso superficialmente ulcerada tras la inflamacidon por el estasis

de los alimentos, lesiones causticas por farmacos o candidiasis esofagica.
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La union gastroesofagica debe evaluarse minuciosamente en busca de evidencias de
neoplasias, asi como el cardias y el fundus; pero a pesar de una adecuada exploracion,
hay tumores infiltrativos que pasan desapercibidos en la endoscopia convencional y las

9% Los tumores de la union

biopsias de la mucosa pueden ser negativas
gastroesofagica pueden simular una acalasia (“seudoacalasia™) por compresion
extrinseca o invasion directa del plexo mientérico. Este hecho estd descrito en el
adenocarcinoma de la union gastroesofagica o del estdmago proximal, pero puede
ocurrir con tumores pancreéticos, de mama, pulmén o en el hepatocarcinoma®. En este
sentido puede ser de utilidad la ecoendoscopia, ya que permite estudiar lesiones
submucosas Yy ofrecer informacion sobre el tamafio, grado de infiltracion y adenopatias
locorregionales'®.Otros tumores, generalmente el cancer de pulmén de células
pequefias, puede simular una acalasia como efecto paraneoplasico mediante la secrecion

de anticuerpos antineuronales.

Figura 2: En la endoscopia aspecto de “roseta” del EEI.

1.4.3.- Manometria:

Es la técnica de mayor sensibilidad y el Unico método posible para el diagnostico en
fases iniciales en las que no se han producido los cambios morfoldgicos detectables por
endoscopia o radiologia. La especificidad de la manometria no es del 100% vy es
importante destacar que el patron manométrico de la acalasia es indistinguible de lo

ocasionado por la obstruccion mecanica del EEI que origina un cuadro denominado
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“seudoacalasia”, que debe ser particularmente sospechado en ancianos o en pacientes

con clinica rdpidamente progresiva.

La presion intraesofagica de reposo a menudo es mayor que la presion intragastrica de
reposo, a la inversa del patron normal. Este aumento de la presion seria atribuido a la
retencion del alimento y a las secreciones dentro del eséfago, ya que puede eliminarse

con la evacuacion esofégica.

Entre el 50 y el 75% de los pacientes con acalasia presentan hipertonia del EEI (presion
basal >45 mmHg por encima de la presion intragastrica de referencia) y hasta el 80%
una relajacién incompleta o ausente del EEI durante la deglucién'®, definida como
aquella en la que no alcanza la linea base de presidn intragastrica o es de escasa
duracion (< 6 segundos). Por dificultades técnicas, no es posible pasar el cardias con la
sonda de registro y evaluar adecuadamente el EEI hasta en el 10% de los pacientes con
acalasia y, si se utiliza un método de registro manométrico convencional (sonda con
orificios laterales), hasta el 20% de pacientes presenta una relajacién aparentemente

normal del EEI durante la deglucién'®*'%

generalmente breve que se considera un
artefacto. También como consecuencia de la lesion de la inervacion inhibitoria, los
pacientes con acalasia no presentan las relajaciones transitorias del EEI que se observan
en sujetos sanos durante la distension géstrica'®. La hipertonia del EEI es un signo
habitual, aungque no imprescindible, para establecer el diagnostico de acalasia. Diversos
estudios han determinado que la especificidad de una presion residual del EElI mayor de

10 mmHg es cercana al 100%.

La aperistalsis es un hallazgo constante y con mucha frecuencia se observan trenes de 2-
4 contracciones repetitivas y de baja amplitud (10-30 mmHg) en respuesta a una Unica
deglucion y que, ademas, se registran de forma idéntica en todo el eséfago liso
(contracciones isobaricas). Las contracciones isobaricas se asocian a contracciones no
oclusivas de la luz esofégica. En los pacientes mas evolucionados no suele observarse
ningun tipo de actividad motora en respuesta a las degluciones y, a veces, es dificil
distinguir las contracciones esofagicas de artefactos respiratorios. La contraccién
esofagica en el tercio superior del es6fago (estriado) puede estar preservada y mostrar
progresion peristaltica, ya que se origina en la activacion secuencial de motoneuronas

vagales centrales y no del plexo mientérico esofagico.
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Se han descrito hasta cuatro variantes manométricas del patron motor clasico de la
enfermedad. La variante méas conocida y aceptada es la denominada acalasia vigorosa,
que se caracteriza por contracciones aperistalticas del cuerpo esofagico de amplitud
elevada (superior a 37 0 a 60 mmHg, segin autores)'*>1%. Se especula si esta variante
vigorosa es realmente una forma inicial de acalasia clasica, pero en la actualidad se
acepta que su clinica y tratamiento son similares'®. Las otras tres formas'®* son muy
infrecuentes (< 10% de las formas clésicas), corresponden a diagndsticos muy
especializados, se caracterizan por presentar un segmento aperistaltico muy corto o una
relajacion deglutoria o transitoria intacta y, probablemente, representan la expresion de

la lesion incompleta de la inervacion motora inhibitoria esofagica.

Con la manometria de alta resolucién la acalasia se ha dividido en tres tipos: la tipo 1,
que es la acalasia clésica en la que al menos el 80% de las ondas tienen una amplitud
que no supera los 30 mmHg, la tipo 1l (acalasia con compresién) en la que méas de un
20% de las ondas presentan una presurizacion panesofagica superior a 30 mmHg, y la
tipo Il (acalasia espéstica) en la que al menos el 20% de las ondas son espasticas con
una velocidad del frente contractil >8 cm/s.

La manometria esofagica también es de utilidad en el seguimiento del tratamiento de los
pacientes con acalasia. El efecto del tratamiento sobre la reduccion de la presion media
del EEI se ha propuesto como un factor prondstico'®, y hasta un tercio de los pacientes
—especialmente los menos evolucionados— recupera parcialmente la peristalsis en el

es6fago liso después de un adecuado tratamiento®.

1.5.- Tratamiento:

La lesion degenerativa causante de esta enfermedad no puede corregirse, por lo que el
tratamiento va dirigido a mejorar los sintomas y a la prevencion de las complicaciones.
Si bien no se necesita un tratamiento agresivo en el paciente que tiene pocos sintomas y
dilatacion esofagica minima, en aquellos con dilatacién y retencion de alimentos es

imprescindible para prevenir complicaciones pulmonares graves.

Se dispone de cuatro tratamientos paliativos: farmacoterapia, inyeccion de toxina
botulinica, dilatacion neumatica y miotomia, ofreciendo estos dos ultimos beneficios

duraderos tanto para los sintomas como para el vaciamiento esofagico. Recientemente
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se ha publicado un trabajo sobre miotomia endoscoOpica, aunque actualmente esta

técnica tiene caracter experimental'’.

1.5.1.- Tratamiento farmacoldgico:

Aunqgue un considerable nimero de farmacos (nitritos de accién rapida o prolongada,
bloqueantes de los canales de calcio, agonistas B, adrenérgicos, y los inhibidores de la
fosfodiesterasa, como el sildenafil, y la terbutalina) son capaces de reducir la presion de
reposo del EEI'®, esta reduccién no siempre se acompafia de mejorfa clinica, lo que,
unido a la frecuente aparicion de efectos secundarios (dolor de cabeza, hipotension)
restringe su utilizacion en la practica a dos grupos de farmacos: los nitratos y los
bloqueantes de canales de calcio. La utilidad de estos agentes es muy variable: se ha
descrito mejoria de los sintomas en el 0-75% de los pacientes tratados con los
bloqueantes de los canales de calcio y en el 50-85% de los pacientes tratados con
nitratos de accion prolongada’®'®. Por su limitada eficacia, los efectos secundarios, el
hecho de tener que emplear la medicacion de por vida y la aparicién de taquifilaxia, se
considera que solo estan indicados para uso temporal y en pacientes que no son
candidatos a la dilatacion neumatica o cirugia y, en los que no responden o rechazan el

uso de toxina botulinica.

1.5.2.- Inyeccidn de toxina botulinica:

La toxina botulinica es una neurotoxina producida por la bacteria Clostridium
botulinum. De los 7 subtipos de toxina conocidos (A-G), el A es el que se utiliza méas
habitualmente en el tratamiento de la acalasia. EI mecanismo de accion se basa en la
penetracion de la toxina en las terminaciones nerviosas colinérgicas impidiendo la union
entre la membrana de las vesiculas sinapticas y la membrana celular, lo que provoca un
blogueo de la salida del neurotransmisor acetilcolina y una reduccion de la presion del
EEI aproximadamente del 50%"°. Este efecto revierte tras varias semanas, lo que

justifica el caracter transitorio de la accion terapéutica™.
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Inyeccién de toxina
botulinica en EEI

Figura 3: Inyeccion de toxina botulinica. A: Eséfago. B: Inyeccién en EELI.

Este tratamiento se realiza mediante la inyeccion de 100 unidades de toxina botulinica a
nivel del EEI y, aunque la inyeccion del doble de cantidad no aporta ningin beneficio,
existe un trabajo en el que se obtiene una remision del 80% frente al 55% a los 12
meses en aquellos enfermos que reciben una primera sesion de 100 unidades y una

segunda con la misma dosis al mes**2.

De los enfermos que responden a una sesion con 100 unidades, el 70% responderan a
una segunda, pero su respuesta se reduce con las sucesivas inyecciones; sin embargo,

menos del 20% responderan a una segunda sesion si la primera no fue efectiva.

El método es mas efectivo en las primeras semanas de tratamiento, pero se reduce
significativamente durante los meses siguientes. Asi, a los 6 meses, mas de la mitad

presenta recurrencia clinica, y a los 12 un 20-30% sigue en remision**3%,

Dada la temporalidad en la accion es necesario bien repetir el tratamiento o indicar otro
diferente, tal como la cirugia o la dilatacion con balon. Es por ello que se suele emplear

en pacientes de edad avanzada con poca expectativa de vida y/o alto riesgo quirurgico.

Los efectos secundarios son leves, siendo el mas frecuente el dolor toréacico y, en menos
del 1% los casos aparece el reflujo gastroesofagico. Otros mas raros pueden ser la

esofagitis ulcerativa, la retencion urinaria, el bloqueo cardiaco o la gastroparesia.
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1.5.3.- Dilatacién neumatica:

Se realiza con el fin provocar una disrupcion en la musculatura del EEIl y resulta eficaz

de forma inmediata en més del 80% de los pacientes.

En general, se puede afirmar que menos de la mitad de los pacientes con acalasia que
son tratados inicialmente con una dilatacion, precisaran un nuevo tratamiento en los
siguientes cinco afios, y las subsiguientes dilataciones con balones de 35 y 40 mm
pueden mantener al paciente en remision clinica hasta en un 86%™ de los casos. La
ganancia terapéutica con mas de tres dilataciones es minima, por lo que se aconseja otra
opcion terapéutica, como la miotomia, que no se ve dificultada por las dilataciones

previas''®,

Algunos autores realizan de rutina un estudio esofagogastroduodenal tras la dilatacion
para descartar la existencia de perforaciones, pero la mayoria no lo recomiendan salvo

que exista sospecha clinica.

Se han identificado marcadores de buena respuesta con el fin de seleccionar mejor a los
pacientes, siendo factores predictores de buena respuesta la edad superior a 40 afios y la
presion postratamiento del EEl < 10 mmHg, asi como su reduccion en mas del 50% de
su valor inicial**’. Sin embargo los predictores de recaida son: edad inferior a los 40
afios, género masculino, la anchura del es6fago, los tipo | y Il de acalasia con la
manometria de alta resolucion, el realizar una sola dilatacion, el tamafio del balon
inferior a 30 mm, la presion del EEl > 10-15 mmHg tras un afio de realizada la
dilatacion y el pobre aclaramiento de la columna de bario tras el tratamiento.

EEI

Balon
completamente
inflado

Balén abriendo EEI

Figura 4: Dilataciéon neumatica. 26
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Las contraindicaciones de esta técnica son: una mala situacion cardiorrespiratoria y un
importante riesgo quirdrgico, por la eventualidad de precisar una intervencion en caso
de perforacion. Algunos autores sugieren que los pacientes con acalasia vigorosa,
diverticulo epifrénico, hernia hiatal, malnutricion o mas de una dilatacion previa tienen
mayor riesgo de perforacion; pero un estudio retrospectivo con 237 pacientes, donde 7
de ellos se perforaron, no demostrd diferencias clinicas, manomeétricas endoscopicas ni

radioldgicas en comparacién con los que no presentaron esta complicacion™®.

La complicacién inmediata mas grave es la perforacion (1,9%, rango 0-16%)™°, cuyo
diagnostico precoz es esencial; otras como el dolor toracico (15%), el hematoma
intramural, la fiebre, erosiones de la mucosa, la neumonia por aspiracion son menos
frecuentes, y generalmente de escasa gravedad. A largo plazo, la complicacion mas
importante es el reflujo gastroesofagico (<20%), que cuando aparece suele responder

bien a los inhibidores de la bomba de protones.

1.5.4.- Cirugia: Miotomia de Heller

El procedimiento original descrito por Heller en 1914 incluia una miotomia doble,
anterior y posterior'?®. En la actualidad, se practica una miotomia Unica longitudinal
sobre la cara anterior del eso6fago distal y del cardias. La intervencion puede llevarse a
cabo por via toracica o abdominal y la longitud de la miotomia oscila, por lo general,
entre 6 y 12 cm. Es importante preservar la integridad del nervio vago anterior para no
provocar gastroparesia, que podria facilitar el reflujo gastroesofagico (RGE)
postoperatorio. Para asegurar la seccion total de la musculatura esofagica y cardial hay
que llegar al plano de la submucosa, lo que resulta facil en el es6fago pero no en la
vertiente gastrica, ya que aqui la submucosa es menos laxa y la capa muscular esta
fuertemente adherida a la mucosa, por lo que no resulta dificil producir una
microperforacion. La perforacion “inadvertida” de la mucosa es excepcional, ya que el

cirujano aprecia la salida de aire, saliva o jugo gastrico y procede a suturarla en el acto.
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Mucosa
esofégica a
través de la

miotomia

S - EEI

Figura 5: Miotomia.

En los ultimos afios la miotomia por via laparoscépica ha ido progresivamente
desplazando a la técnica abierta, con unos resultados similares y una morbimortalidad

inferior.

Algunos autores recomiendan utilizar la esofagoscopia intraoperatoria para confirmar la
seccion de cardias, al observar su apertura y el paso sin dificultad del endoscopio al
estdmago. La mayoria recomiendan también asociar un procedimiento antirreflujo, que
suele ser la funduplicatura parcial anterior o técnica de D or cuando se realiza por via

laparoscopica, para disminuir el riesgo de reflujo gastroesofagico postoperatorio.

La complicacion mas frecuente de la cirugia es el RGE patoldgico (18%, rango 5-
559%)™'°, aunque en la mayoria de los pacientes el tratamiento conservador controla la
sintomatologia. En casos de RGE intenso, se pueden producir complicaciones tales
como el es6fago de Barrett, estenosis, etc... Otra complicacion es la persistencia o
recidiva de la disfagia, que puede deberse a distintos mecanismos: miotomia distal
incompleta, reaproximacion de los bordes de la miotomia o creacion de un mecanismo
antirreflujo excesivo. Este tipo de complicacién pude ser tratada mediante dilatacion o

requerir tratamiento quirdrgico.

En acalasias muy evolucionadas, con es6fago sigmoideo, asi como en algunos fracasos
de la cirugia, con estenosis esofagicas intensas por RGE, la mejor opcion terapéutica

puede ser una esofaguectomia transhiatal con plastia célica o gastrica cervical*?".

122-124

Hay grupos que han publicado sus resultados a largo plazo tras la realizacion de

una miotomia con un total de 179 pacientes, de ellos el 18% requirieron dilatacion
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neumatica, el 5% inyeccion de toxina botulinica, y un 5-10% una nueva miotomia o

esofaguectomia.

1.6.- Analisis coste-efectividad:

Tomando en consideracion la eficacia, el coste y la seguridad, se ha estimado que la
inyeccion de toxina botulinica es la més costosa, y tiene menor coste-efectividad y
coste-utilidad®® que la dilatacién, siendo esta Gltima el método més econdmico y més

coste-efectivo que la miotomia quirdrgica®?.

1.7.- Estudio genético:

Tal como ha quedado reflejado, la fisiopatologia exacta de esta enfermedad permanece
aun sin esclarecerse y, aunque se han implicado en su etiologia algunas citoquinas
proinflamatorias, la implicacion de otras tales como la interleucina-4 (IL-4), la
interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), asi como la endotelina-
1 (EDN1) o determinados polimorfismos de la sintasa del éxido nitrico ain no han sido

estudiados en esta enfermedad.

1.7.1.- Sintasa endotelial del éxido nitrico (NOS3):

El gen que codifica la eNOS humana (NOS3) se localiza en el cromosoma 7qg35-36.
Este gen consta de 26 exones y 25 intrones que ocupan 20,78KDb y se transcriben en un
mRNA de 3690pb que codifica una proteina de 133,2kDa.

El éxido nitrico (NO) es un gas simple que se libera por la conversion del aminoacido
L-arginina en L-citrulina’*"*?. Para la sintesis de NO, ademas de la L-arginina como
sustrato, se requiere de la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin
mononucledtido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD), tetrahidrobloptenina
(TBH) y de nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH). Esta reaccion es
catalizada por la enzima oOxido nitrico sintetasa (NOS) y puede ser inhibida por
derivados estructurales de dicho aminoacido: la N-mono-metil-L-arginina (LNMMA),
la N-nitro-L-arginina metiléster (LNAME) y otros.

129-131
893

Se ha identificado mas de una isoforma de NO , constituidas por subunidades

homodiméricas con pesos moleculares entre 125 y 155 KDa:
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- Dos isoformas constitutivas calcio-dependientes (cNOS): la endotelial (eNOS) o
tipo 111 'y la neural (NNOS) o tipo I, presentes en diferentes tejidos (células endoteliales,
neuronas, neuroglias y otros) que producen concentraciones fisiologicas de NO al actuar

como sefializador molecular.

- Una forma calcio-independiente (iNOS) o tipo Il, inducible en un nimero de tipos
celulares como macrofagos, hepatocitos, neutrofilos, muasculo liso, endotelio en
respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos tales como: interferon gamma (IFN-y),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o ) y lipopolisacarido bacteriano (LPS), los cuales
generan gran cantidad de NO que puede ser toxico en células tumorales o infectadas por
virus. El conocimiento de esta amplia distribucion de las NOS ayudan a explicar

algunos de los efectos en el organismo asociados con la liberacion de 6xido nitrico.

1.7.2.- PPARYy:

Los PPARs (Peroxisome proliferator activated receptors) son miembros de la familia de
receptores nucleares. Se activan por acidos grasos y sus metabolitos (eicosanoides), y
controlan una gran variedad de genes envueltos en etapas clave del metabolismo y la
sefializacion inflamatoria, fundamentalmente en el contexto de enfermedades
metabolicas. La familia de los PPARs estd compuesta de tres subtipos (PPARa,
PPARP/6 y PPARYy) y todos forman heterodimeros con el receptor de retinoides X
(RXR). El PPARa modula la accion pleiotropica de los proliferadores peroxisomales,
regulando genes de la homeostasis lipidica, tales como los del metabolismo de acidos
grasos en mitocondrias, peroxisomas, y citocromo P450, la sintesis de apolipoproteinas,
transporte intracelular de lipidos y supresion de la apoptosis. PPARB/S se expresa en
gran variedad de tejidos, pero fundamentalmente en el cerebro, la piel y el tejido
adiposo™?. El PPARgamma se localiza en el tejido adiposo, linfoide, en el colon, higado
y el corazon, regulando la diferenciacion de los adipocitos y la homeostasis de la
glucosa. Se ha implicado en numerosas enfermedades tales como la obesidad, la
diabetes, la arteriosclerosis y el cancer, que tienen una base inflamatoria. También se ha
observado que la deficiencia de PPARy en células T en modelos experimentales con
ratones acelera el inicio y la pérdida de peso en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal,
demostrando asi, su papel en la prevencion de la inflamacién mediante la regulacion de
moléculas de adhesion y mediadores inflamatorios.
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El gen que codifica el PPARgamma esta localizado en el cromosoma 3p25, consta de 9
exones y 8 intrones, que ocupan 146,9 pb y codifica una proteina de 57,6 kDa. Este gen
se transcribe en tres mMRNA que dan lugar a dos proteinas PPAR y1 y PPARY2, siendo
la expresion de esta ultima limitada al colon y el tejido adiposo, mientras que la primera

tiene una localizacion mas ubicua®®**%,

Los PPARs son factores de transcripcion a los que se unen moléculas que estimulan o
inhiben la transcripcion de los genes que regulan los PPARs, modificando asi la
expresion génica, tales como DAX-1, un receptor nuclear atipico que actta inhibiendo a

PPARYy impidiendo la adipogénesis en células 3T3-L1%%

1.7.3.- Endotelina-1 (EDN1):

El gen que codifica esta proteina se encuentra en el cromosoma 6p24-23, consta de 5
exones y 4 intrones, ocupa 6899 pb y se transcribe a un mMRNA que codifica una
preproendotelina de 212 aminodcidos, y tras su degradacion da lugar a un producto
final, que es el péptido activo, compuesto de sélo 21 amino&cidos.

Existen tres isoformas de las endotelinas, 1, 2 y 3, de ellas, la endotelina-1 es un potente
vasoconconstrictor producido por las células endoteliales. Se puede unir a dos tipos de
receptores ampliamente distribuidos en todos los tejidos del organismo, facilitando asi,
su rol como molécula vasoactiva, éstos también se localizan a nivel de estructuras no

vasculares, tales como las células epiteliales, la glia y las neuronas.

El 75% de la Endotelina-1 se libera hacia las células musculares adyacentes al
endotelio, donde se une a receptores especificos actuando primariamente como una
sustancia paracrina/autocrina. Sin embargo, es posible detectarla en plasma o suero,
donde los niveles se correlacionan con la severidad de algunos estados patolégicos, tales
como en la insuficiencia cardiaca congestiva y la hipertension arterial pulmonar. La
Endotelina-1 es producida, ademas, por células del SNC (neuronas, astrocitos), células

endometriales y hepatocitos.

La biosintesis estd estimulada por factores de riesgo cardiovascular, como un elevado
nivel de colesterol, las lipoproteinas de baja densidad y la glucosa, la deficiencia de

estrogenos, la obesidad, mediadores procoagulantes semejantes a la trombina.
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Vasoconstrictores, factores de crecimiento, citocinas y moléculas de adhesion, también
estimulan la produccién de endotelinas**"®. En contraste, vasodilatadores como el NO
y la prostaciclina inhiben la produccion de la endotelina-1, al igual que la hormona
natriurética auricular. Estas mismas hormonas inhiben el efecto mitégeno y

vasoconstrictor estimulado por la endotelina™***4.

La Endotelina-1 y el receptor A de la endotelina (ETA) probablemente, tienen un papel
en el mantenimiento basal del tono vasomotor y de la presion sanguinea en los
humanos™*. Por otro lado, es un mitégeno directo de células de masculo liso que actda
por activacion de los dos tipos de receptores (A-B) y estimula, a su vez, la produccion
de citocinas y factores de crecimiento™*2**3, También induce la formacién de proteinas
de la matriz extracelular y fibronectina, y potencia el efecto del factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-b) y del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF)*3. El efecto en la produccién de coléageno esta mediado por ambos receptores,
ETA y ETB (receptor B de la endotelina) en los fibroblastos de la piel. En cambio, en
los fibroblastos cardiacos el mediador son los ETB. La Endotelina-1 también posee una
potente accién proinflamatoria®**'**. Por otro lado, induce agregacién plaquetaria y
estimula la produccion de aldosterona por un mecanismo mediado por receptores
ETBl42'146.

Las concentraciones nanomolares de Endotelina-1 tienen un efecto inotropico y
cronotrépico positivo, y pueden inducir hipertrofia cardiaca por la estimulacion de
ambos receptores ETA y ETB. Tabla 2.
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Tabla 2. Efecto de la endotelina en diferentes drganos.

Organo-Sistema Efecto

Potente sustancia vasoconstrictora

Proliferacion celular

Vasos sanguineos | Remodelacion celular y depoésitos de colageno

Estimulacion de la produccion de éxido nitrico y prostaciclina via receptores
ETB

Accidn positiva inotropica y cronotrépica bajo condiciones fisiologicas

Incremento del potencial de accion

Corazon i i
Hipertrofia
Disminucién del gasto cardiaco in vivo

. Broncoconstriccion

Pulmon _
Depuracion de ET-1
Incremento en la resistencia vascular

Rifion Disminucion en el grado de filtracion glomerular y en el flujo sanguineo renal

Natriuresis y diuresis via receptores ETB tubular

Accis Estimulacion de la secrecion del péptido natriurético, renina, aldosterona

ccion

neuroendocrina y catecolaminas

1.7.4.- Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa):

El gen que codifica el TNFa se localiza en el cromosoma 6p21.3. Este gen consta de 4
exones y 3 intrones, ocupa 3,6 Kb y se transcriben en un mRNA de 1669 pb que
codifica una proteina de 25,6 kDa.

El TNF pertenece a una superfamilia de mediadores que llevan su nombre y a la cual
pertenecen al menos 15 citoquinas. Entre las similitudes que comparten los miembros
de esta superfamilia estan el ser proteinas monotriméricas (excepto la Linfotoxina),
estar principalmente expresadas en la membrana celular, y participar en la regulacion de
la proliferacion celular y la apoptosis; aunque varios miembros, como el TNF-q, tienen
una importante actividad proinflamatoria. EI TNF-a, es una citoquina secretada
principalmente por células del sistema inmune, como los monocitos, macrofagos,
neutrofilos, células NK y linfocitos T CD4+; aunque otras células pueden producirlo

como respuesta a un estimulo, como astrocitos, microglias, miocitos y fibroblastos.
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El TNF-a tiene una potente actividad citotoxica, capaz de eliminar células tumorales y
de actuar como un mediador letal en la respuesta inmune aguda o crénica de
enfermedades inflamatorias e infecciosas. Las principales actividades biologicas del

TNF-a han podido ser reproducidas utilizando la proteina purificada o recombinante:

- Producir necrosis hemorrdgica de tumores, gracias a sus propiedades

proinflamatorias sobre el endotelio vascular.
- Inducir apoptosis en algunos tumores y lineas celulares transformadas.

- Producir caquexia, al estimular la lipolisis, inhibir la actividad de la lipasa en los

adipocitos y estimular la lipogénesis hepatica.

La sintesis del TNF-a puede ser inducida por virus, parasitos, bacterias, células
tumorales, isquemia, trauma e irradiacion, asi como por citoquinas tales como el
interferon-gamma (IFN-g), la interleucina (IL)-1, IL-2, IL-12, el factor estimulante de
colonias de granulocitos-macrdfagos (GM-CSF), el factor activador de plaquetas (PAF)
y el mismo TNF-a,***. El
de citoquinas [IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-g, factor de crecimiento

y trasformacion-beta (TGF-b)], PAF, leucotrienos, proteinas de fase aguda y hormonas

efecto pleitrépico del TNF-a tiene como resultado la sintesis

(cortisol, epinefrina, glucagon, insulina, norepinefrina). Muchos de los mediadores
inducidos por el TNF-a actian a su vez como inhibidores de su expresion, tales como la

IL-6, IL-10, la prostaglandina E2 y el cortisol.

1.7.5.- Interleucina-6 (IL-6):

El gen que codifica la IL-6 se localiza en el cromosoma 7p21-p24 y esta formado por 5
exones y 4 intrones que ocupan 4,8Kb, codifican un mRNA de 1125pb que se traduce
en una proteina de 23,7kDa. Se han descrito varios polimorfismos en la region
promotora del gen, siendo el mas estudiado el de la posicién -174 que supone un
cambio de una guanina (G) por una citosina (C). Este polimorfismo altera los niveles de
expresion de esta proteina y por esto se ha estudiado su posible implicacion en
enfermedades como el mieloma multiple, enfermedades coronarias e inflamatorias, la

obesidad, la diabetes tipo 11 o el sindrome metabélico'*® entre otras.
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Se trata de una citoquina con actividad pro y antiinflamatoria, secretada por células T y
macrofagos que juega un papel esencial en la diferenciacion de las células B,
favoreciendo la produccion de inmunoglobulinas. También es secretada por las células
musculares, de forma que sus niveles se elevan en respuesta a la contraccion muscular,
por los adipocitos y los osteoblastos, estimulando la formacién de osteoclastos.
También actla a nivel de los hepatocitos, las células precursoras hematopoyéticas o el
sistema nervioso central. El rol de esta interleucina como sustancia antiiflamatoria, esta
relacionada con la inhibicion de TNF-alpha y la IL-1, asi como con la activacion de IL-
1ra e IL-10.

1.7.6.- Interleucina 4 (1L-4):

El gen que codifica la IL-4 se localiza en el cromosoma 5q31.1, estd formado por 4
exones y 3 intrones, ocupa 10 kb y se transcriben en un mRNA de 921 pb que codifica
una proteina de 17.4 kDa. Se han descrito varios polimorfismos de este gen, siendo el
objeto de este estudio el -33 T/C.

La interleucina-4 esta producida por la activacion de células T que participa en la
activacion, entre otras células, de los linfocitos B e induce la expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il. Aumenta tanto la secrecion como la
expresion de IgE e 1gG1, y regula la expresion de la porcion Fc del receptor de la IgG,

en linfocitos y monocitos.

35



2.- OBJETIVOS




Obijetivos

La acalasia es una enfermedad que histolégicamente se caracteriza por la presencia de
un infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos T citotoxicos, fundamentalmente
CD3 y CD8, fibrosis y disminucién de las neuronas del plexo mientérico, y siendo
conocido que los linfocitos son células productoras de citoquinas, si éstas tuviesen un
fenotipo proinflamatorio se podria sugerir que su presencia son la respuesta a un

determinado antigeno aun desconocido.

En la literatura son pocos los estudios que han comparado la eficacia de los posibles
tratamientos de la acalasia en términos clinicos, manométricos y radioldgicos, sin que
hasta ahora se haya estudiado la implicacion de citocinas proinflamatorias, la 6xido
nitrico sintasa y determinados factores de crecimiento en la forma de presentacion
clinica o evolucion de la enfermedad, de tal forma que se podria identificar una
poblacion de riesgo y predecir la evolucion clinica.

Los objetivos de este trabajo son:

- Conocer la evolucion de los pacientes diagnosticados de acalasia, segin hayan sido

tratados con inyeccion de toxina botulinica, dilatacion neumatica o cirugia.

- Evaluar la respuesta a los posibles tratamientos en términos clinicos, manométricos y

radiologicos mediante el transito baritado.
- Comparar la eficacia de las diferentes estrategias terapéuticas.

- Establecer la implicacion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-4, TNFa), la sintasa
del 6xido nitrico, la endotelina 1 y el PPARy (Peroxisome proliferator activated receptor
gamma) en la etiopatogénesis de la acalasia y su asociacion con la forma de

presentacion o la evolucion dela enfermedad.
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Material y Métodos

3.1.- Pacientes:

Se analizaron 51 pacientes (26 hombres y 25 mujeres) diagnosticados de Acalasia por el
Servicio de Aparato Digestivo del Hospital Clinico de Salamanca, todos fueron
debidamente informados de la naturaleza y objetivos del estudio, y a todos ellos se les
solicitdé su autorizacion para la extraccion de una muestra de sangre para realizar el
estudio genético. Todos residian en la provincia de Salamanca, salvo tres, que eran de

Zamora.

Los controles sanos fueron obtenidos a partir de un banco de controles de la Unidad de

Medicina Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca.

La sintomatologia de los pacientes se evalu6 segun la clasificacion de Eckardt, de modo
que la disfagia, la regurgitacion y el dolor toracico recibian una puntuacién de 0 a 3,
segun el sintoma estuviese ausente, fuera ocasional, diario o varias veces al dia. La
pérdida de peso se clasificd segun la ausencia, la pérdida inferior a 5 Kg, entre 5y 10
Kg o méas de 10 Kg. Asi, los pacientes podian tener una puntuacion entre 0 y 12,
correspondiendo el primero a aquellos que estuvieran asintomaticos y los Gltimos a los
mas sintomaticos. Se considerd éxito o remision si los sintomas desaparecian o si el

Eckardt final era dos puntos inferior al inicial y menor o igual a tres.

3.2.- Diagnostico:

Se baso en los resultados de los estudios de manometria, transito baritado, endoscopia y
Phmetria. La manometria se realizd en todos los pacientes, salvo en uno por mala
tolerancia, el segundo en 43, la endoscopia en todos los casos y la phmetria solo en
pacientes seleccionados.

3.2.1.- Gastroscopia:

Se llevd a cabo utilizando gastroscopios de Olympus serie GIFH-180, recogiéndose en
todas las exploraciones de forma sistematica la presencia o ausencia de retencion
alimentaria y la dilatacion del cuerpo esofagico. Se realiz6 en todos los pacientes antes

del tratamiento con el fin de descartar causas secundarias de acalasia.
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3.2.2.- Transito baritado:

El estudio radioldgico en pacientes con acalasia incluyd tanto aspectos dindmicos
(fluoroscopia) como estaticos. La fluoroscopia se realizé en posicion prona y oblicua,
con el objetivo de eliminar el efecto de la gravedad en el transporte del bolo; el
contraste se administré en forma de bolos individuales, ya que las degluciones multiples
inhiben de forma fisiologica la peristalsis primaria. En nuestros pacientes evaluamos al

inicio y durante el seguimiento el didmetro del cuerpo esofégico y el del cardias.

3.2.3.- Manometria:

Se basa en la transmision de las variaciones de presion que se producen en la luz
esofagica por medio de un catéter con orificios laterales abiertos, que se mantiene con
perfusion continua de agua destilada a bajo flujo hasta un transductor localizado en el
extremo proximal del catéter, de donde parte la sefial eléctrica hacia el aparato
registrador. Nosotros usamos un sistema de registro multicanal con catéteres de
polivinilo multiperforados (catéter de 3,2 mm de didmetro, de 180 cm de longitud,
compuesto de cuatro canales separados 5 cm y colocados espacialmente cada 90°) y un
sistema de perfusion hidroneumocapilar (UPS-2020 UGI, MMS, The Netherlans). La
manometria se realiz6 en todos los pacientes al inicio, considerando una manometria
diagndstica cuando se observa aperistalsis y relajacién incompleta del EEI. En este
trabajo se recogen las variables de amplitud de las ondas del cuerpo y la presion de EEI,
que no fue posible recoger en todos los casos por incapacidad de la sonda para pasar a
través del EELI.

3.2.4.- Phmetria:

Se realizé mediante la introduccion de una sonda de pequefio calibre a través de la nariz.
El extremo de la sonda se ubicé en la parte baja del es6fago 5 cm por encima del limite
proximal del EEI medido por manometria, permaneciendo en esta posicion 24 horas,
durante las cuales el paciente realizo su actividad fisica y dieta habituales. La sonda
registrd de forma detallada los episodios de reflujo acido en el interior del es6fago y los
transmitid a un pequefio registrador que el paciente llevaba ajustado en su cinturon.
Nosotros usamos un sistema de registro (Orion, MMS, The Netherlans) y sonda de

phmetria de antimonio con referencia interna.
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Los datos obtenidos en dicho estudio permitieron confirmar la presencia de reflujo acido
gastroesofagico, evaluar su intensidad y confirmar su asociacion con los sintomas del

paciente.

La insercion y retirada de la sonda se realizd en la consulta médica. Antes de la
colocacion de la sonda fue necesario un ayuno minimo de 6 horas y por lo general
suspender los medicamentos que modifiquen la acidez del estbmago al menos 7 dias

antes de la exploracidn, ya que podrian alterar los resultados del estudio.

3.3.- Tratamiento:

3.3.1.- Inyeccion de toxina botulinica:

Se realiz6 mediante una gastroscopia, sin sedacién previa, en la que tras localizar la
zona del EEI se introdujeron 100 unidades de Botox® (Neurotoxina tipo A de
Clostridium botulinum 100 unidades por vial, del laboratorio Allegran Inc., Irvin,
California, USA), 25 unidades en los cuatro cuadrantes del EEI unos milimetros por
encima de la linea Z, que se inyectaron mediante una aguja terapéutica opaca para
inyeccién Interject™, de 4 mm de longitud (Boston Scientific, USA). El Botox se
conservo entre 2-8°C hasta su reconstruccion inmediatamente antes de su uso, en que se

diluy6 en 4 cc de suero fisiologico.

3.3.2.- Dilatacién neumatica:

Se llevé a cabo por el mismo endoscopista empleando balones neuméticos (Regiflex ™,
Boston Scientific, USA) y con sedacion previa mediante midazolam 2-4 mg. Estos
balones se inflaron de forma lenta y colocando la parte media del balon en el EEI,
aplicando una presion entre 7-10 psi. La primera dilatacion se realizé con balones de 30
mm de didmetro durante un minuto. Segin la respuesta clinica, las siguientes

dilataciones se realizaron con balones de 35y 40 mm.

3.3.3.- Cirugia:

La técnica quirargica que se empled fue la Miotomia de Heller (laparoscopica o
abierta), que consiste en la seccién de las fibras musculares circulares hasta por debajo
del nivel de la mucosa de los ultimos 6-8 cm del es6fago. Conscientes de que esta

miotomia podia condicionar reflujo gastroesofagico, especialmente nocivo en estos
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pacientes, ya que no disponen de un aclaramiento esofagico normal, se asocid siempre
una técnica antirreflujo, que en nuestro caso fue la de D or, que consiste en una
funduplicatura anterior realizada en el mismo acto quirurgico, en la que se recubre la
zona miotomizada protegiéndola de microperforaciones, y que solo cubre el 90% de la

circunferencia esofagica.

3.4.- Sequimiento:

A partir del primer tratamiento se recogieron las variables clinicas mediante
seguimiento por la consulta al mes, a los seis meses y posteriormente cada afio,
haciendo especial hincapié en los datos referentes a las complicaciones precoces y
tardias derivadas del mismo. Se consider6 que el paciente estaba en remisién clinica si
la puntuacién de Eckardt no excedia de 3. En caso de no haber tenido consulta en el
ultimo afio se realiz6 una entrevista telefonica con el fin de obtener una puntuacion al

final del estudio.

En los pacientes tratados con toxina botulinica sélo se realizé un seguimiento clinico.
En el resto, ademés estudio de manometria y transito baritado, la phmetria s6lo en

pacientes seleccionados.

3.5. Obtenciéon del ADN a partir de sangre periférica:

Se obtuvieron 10mL de sangre periférica por venopuncion. Las células nucleadas de la
sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis eritrocitaria con solucién

hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50mL de ddH,O durante 30 minutos,

1500 rpm, a 4°C). Tras la recuperacién de la interfase y lisis de los glébulos rojos con
agua destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampon Fornace (0.25M
Sacarosa; 50mM Tris-HCI pH: 7.5; 26mM KCI; 5mM MgCI2) y se precipitaron

mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. EI boton de células nucleadas de la

sangre se resuspendié en tampdén Fornace a una concentracion estimada de 5x106
células/mL, tras lo cudl se afiadi6 EDTA (&cido etilendiamino-tetraacético,
concentracion final 10 mM), SDS (Dodecil sulfato sédico, concentracion final 1%) y
Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50 pg/mL). La mezcla se
incubd a 55 °C durante 8-16 horas. Tras la incubacion, se procedié a purificar el ADN

con fenol y cloroformo.
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La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenido, se calculo
tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro
(GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente formula:

ug de DNA/mL = (D.O., ) x (factor de dilucion) x (50)

260

Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad Optica con una
luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 pg de ADN/mL.

El cociente  D.O.,/D.O.,,, se utiliza para determinar el grado de

contaminacionproteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y
2.0. Valores inferiores a los sefialados indican contaminacién por proteinas o por
solventes organicos, realizdndose en estos casos una nueva purificacion del ADN.
Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cudl se eliming tratando la

solucion de ADN con RNAsa y purificando nuevamente segun el método antes descrito.

La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1,000 y 1,500 pg/mL, se
almacen6 en tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion

progresiva del ADN como su posible contaminacidn por microorganismos.

3.6. Amplificacion de los fragmentos de ADN mediante PCR:

Las reaccion de amplificacion se realizé con una dilucion que contenia 5ul de Master
Mix TagMan®, 0,5 ul de DNA, y dependiendo del polimorfismo a estudio 4,25-4,75
ddH20 y 0,5-0,25 pl de los oligonucledtidos o 1 ul de éstos y 0,04 de los fluorocromos
VIC y FAM.

Para asegurar que no existia contaminacion y que las reacciones eran especificas para
cada muestra de partida, se prepard, como control una reaccion conteniendo todos los
reactivos antes citados excepto ADN molde. Todas las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo en un termociclador automatico y la manipulacion post-PCR se realizd

en un laboratorio distinto de donde se llevd a cabo la extraccién del ADN.

3.7. Discriminacion alélica mediante sondas TagMan:

En la PCR con sondas TagMan, los procesos de amplificacion y deteccion se producen

de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion
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posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la
amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de
amplificacion. Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas TagMan
incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR con
sondas TagMan pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas

marcadas con fluorocromos.

Para la discriminacién alélica nosotros hemos empleado sondas especificas marcadas
con fluorocromos. Estas sondas de hibridacién especifica son oligonucle6tidos
marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5’ que emite fluorescencia al ser
excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el
donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar
espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emision de la primera se ha de solapar
con el espectro de absorcion de la segunda. En todos nuestros ensayos de
discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan los fluorocromos empleados
fueron VIC y FAM. Tabla 3.
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Tabla 3. Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la PCR con sondas TagMan.

Fluorocromo | MAX Aats (nm) | MaX hom (nm)
Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluaresceina (FITC) 494 520
SYBR Greenl 497 520
TOTO-1 313 532
FAM 495 535
Luciferina 430 540
VIC 538 554
HEX 530 560
Cy3 552 565
POPO-3 534 570
Rodamina 540 570
NED 553 575
TAMRA 560 580
Naranja de acridina 460,502 526,650
Cys G43 GGT
Quantum Red/Red 670 480,563 670
Bromuroe de etidio 526 605
ROX 580 6035
Red 613 480,565 G13
Rajo de Tejas 596 615
Homodimero de etidio 534 616
Yoduro de propidio 536 617
IRD 700 G85 705
Cy7 T43 67
IRD 800 795 849

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por
el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la sonda se hibrida
con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de
sintesis, la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’ exonucleasa,
hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo
donador. Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia

emitida por el primero es captada por el lector (figura 6).

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcién de fluorescencia
emitida. EI empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite

identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.
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Figura 6. Mecanismo de la PCR con sondas TagMan.

Este estudio se realiz6 en un termociclador de Applied Biosystems que dispone de
varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos fluorocromos a la
vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos,
para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los genes estudiados,

obteniendo asi, la siguiente representacion grafica (figura 7):

Allelic Discrimination
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Allele X (IL6 G174)

Figura 7. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el estudio mediante PCR con sondas TagMan
del polimorfismo G-174C del gen IL6.

Por éste métodos se estudiaron los siguientes genes, cuyas secuencias de las sondas

empleadas fueron (tabla 4):
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Tabla 4: Secuencia de las sondas empleadas en genes a estudio. En negrita los nucleétidos marcados con las

diferentes sondas.

GEN SONDAVIC SONDA FAM

IL6 TCTTGCGATGCTAAA TCTTGCCATGCTAAA

IL4 TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTG | TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTGT
CCTCACATTGTCACTGCAAATCGA | CTCACATTGTCACTGCAAATCGACA
CA

EDN1 TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCA | TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCAA
AGCCCTCCAGAGAGCGTTATGTGA | TCCCTCCAGAGAGCGTTATGTGACC
CccC C

PPARG AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGA | AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGAC
CCCAGAAAGCGATTCCTTCACTGA | GCAGAAAGCGATTCCTTCACTGATA
TAC Cc

TNFa GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAAT | GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATC
CAGAGCAGGGAGGATGGGGAGTG | GGAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTG
TGAG AG

eNOS CCCCAGATGATCCCCCAGAACTC CCCCAGATGAGCCCCCAGAACTC

3.8. Discriminacion alélica mediante digestion con nucleasas de restriccion:
Se incubaron 12,5 ul de Master Mix, con 10,5 pl de ddH20, 1 pl de oligonucleétidos y

1 pl de ADN. Esta mezcla se introdujo en un termociclador durante aproximadamente
una hora y media, para posteriormente realizar una electroforesesis en gel de agarosa y
comprobar que la reaccion de PCR se habia llevado a cabo correctamente. A
continuacion, se realizé una nueva dilucion con 6 pl de PCR, 1,5 ul de buffer Tango®,
0,5 ul de la enzima de restriccion (Nael®) y 11 pl de ddH20, esta mezcla se incubé a
37°C durante unas 12 horas para finalmente realizar una ultima electroforesis en gel del

agarosa para la identificacion de los genotipos. Esquema 1.
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Esquema 1: Discriminacién alélica mediante digestion con nucleasas de restriccion.

El estudio del polimorfismo T-786C del gen NOS3 se llevd a cabo mediante este
método con las siguientes condiciones (tabla 5):
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Tabla 5. Condiciones empleadas en el estudio del polimorfismo -786T>C del gen NOS3.

Cebadores

Sentido: 5"-TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3’

Antisentido: 5-GCCTCCACCCCACCCTGTC-3

Programa

1 ciclo: 95°C 5 minutos

35 ciclos] 95°C 1 minuto

60°C 1 minuto

72°C 1 minuto

1 ciclo: 72°C 10 minutos

Fragmento: 180pb

Enzima: Nael Digestion:37°C/12 horas

Alelos

TT: 140y 40 pb
TC: 140, 90, 50 y 40 pb

CC: 90, 50 pb

Tras la PCR se obtuvo un fragmento de 180 pb (figura 8A) y como resultado de la
digestion se obtuvieron hasta cuatro fragmentos de 140, 90, 50, y 40 pb dependiendo del
genotipo (figura 8B).
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(A) (B) CCTCTC TT TT MK

140 pb
90 pb
50y 40 pb

Figura 8. Fotografias de los resultados obtenidos en el estudio mediante PCR (A) y digestion con enzimas de
restriccion (B) del polimorfismo -786T>C del gen NOS3.

3.9.- Andlisis estadistico:

Se realizé utilizando el programa SPSS version 15.0. Para comprobar la homogeneidad
de las variables cuantitativas se empleo el test de Kolmogrov-Smirnov. En el caso de
variables cualitativas se usé el test de Chi-cuadrado y para las cuantitativas la T de
Student, salvo en los casos en los que variable no se distribuia de forma normal, en los
que se emplearon test no paramétricos (U de ManWitney). Para calcular las curvas de
supervivencia se utilizé el test de Kaplan-Meier y para comparar las curvas de
supervivencia el test de Log Rank, aceptando en todos los casos un nivel de

significacion estadistica p<0,05.
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Resultados

4.1.-ANALISIS CLINICO:

Se analizaron 51 pacientes, con una mediana de tiempo de seguimiento de 8,7 afios (DT
8,3; rango: 0,4-38); en el caso de los pacientes tratados con toxina botulinica, el
seguimiento fue de 3,95 afos (DT 4,27; rango 0,4-14); en el grupo de los pacientes
tratados con dilatacion neumatica el seguimiento fue de 8,13 afios (DT 5,54; rango 1-
27) y en los tratados con cirugia de 11,23 afios (DT 10,9; rango 1-38). El 51% de los
pacientes eran varones y la media de edad al diagndstico fue de 51,22 afios (DT 18,8;
rango 17-83). La mediana de los meses de duracion de los sintomas hasta el momento
del diagndstico fue de 18 (rango 1-240), siendo el sintoma mas frecuente la disfagia,
seguido de la regurgitacion (figura 9). La puntuacion media de Eckardt inicial fue de
5,96 (DT 2,06; rango 2-10).
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Disfagia Regurgitacion Dolortoracico Pérdidade peso

Figura 9: Sintomas al diagnéstico segun la clasificacion de Eckardt.

Inicialmente presentaron pirosis 14 pacientes (27,5%), todos ellos tenian tratamiento
con inhibidores de la bomba de protones, asumiendo que el diagndstico realizado por su

médico era de Enfermedad por Reflujo Gastroesofagico.

En la manometria, la media de la amplitud de las ondas del cuerpo esofagico fue de 27,8
mmHg (DT 13,8; rango 10-62) y se midid la presion de EEI en 33 pacientes (64,7%)
debido a la incapacidad de la sonda para sobrepasarlo; en los que se logro medir, la
presion media fue de 31,3 mmHg (DT 8,8; rango 12-49). Para el transito baritado el
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diametro del cuerpo esofégico fue de media 4,5cm (DT 1,1; rango 2-8) y el del cardias
de 0,4 cm (DT 0,2; rango 0,2-1).

Tal como se muestra en la figura 10, en la mayoria de los pacientes se realizd un
tratamiento Unico y en 5 pacientes (9,8%) combinado: en uno con la secuencia Toxina

Botulinica-Dilatacion neumatica y en cuatro Dilatacion neumatica-Cirugia.
9.8%

90.2%

mUnico = Combinado

Figura 10: Porcentajes de tratamiento Unico o combinado.

4.1.1.- Toxina Botulinica:

Se realizaron 18 tratamientos en 8 pacientes, con una media de edad de 78,3 afios (DT
5; rango 70-83).

Se realiz6 una sesion de toxina botulinica en 3 pacientes (37,5%), dos en otros 3
pacientes (37,5%), y en el resto (25%) tres 0 mas (figura 11). La media de mejoria tras
la primera sesion fue de 18,62 meses (DT 10,39; rango 9,6-30,4), observandose en la
mayoria de los casos una disminucion de la efectividad conforme se recibian mas
sesiones de este tratamiento. Sélo un paciente ha necesitado una dilatacion como terapia

de rescate tras la tercera sesion de toxina botulinica.

37.5% 37.5%

Una sesion Dos sesiones Tres o mas
sesiones

Figura 11: Namero de sesiones de toxina por paciente.
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4.1.1.2.- Complicaciones:

No se observo ninguna complicacion inmediata ni tardia.

La tasa de éxito o remision clinica a los 6 meses fue del 100% y al afio del 62,5%, con

un tiempo medio de respuesta tras cada sesion de 19,4 meses (DT 9.95; rango 8-33,5).

4.1.2.- Dilatacion neumatica:

Se llevaron a cabo 29 dilataciones en 23 pacientes, realizandose en todos como primera
opcion terapéutica salvo en uno, en el que se hizo como tratamiento de rescate, ya que
habia recibido tres sesiones de toxina durante 27 meses sin éxito, y tras la dilatacion
consiguid la remision clinica. Los 22 pacientes restantes, en los que la dilatacion
neumatica se emple6 como primera estrategia terapéutica, tenian una media de edad al
diagndstico de 53,1 afios (DT 15,7; rango 23-77). En 17 casos (74%) sélo se preciso de
una dilatacion y en 6 (26%) de dos. Al final del seguimiento, la remision clinica se
logrd en 19 pacientes (82,6%): con una dilatacion en 15 (65,2%) y con dos dilataciones
en 4 (17,4%); siendo necesaria la cirugia como tratamiento definitivo en 4 pacientes
(17,4%) (figura 12).

63,2%

17.4% 174%
Una Dos Cirugia

dilatacion  dilataciones

Figura 12: Numero de dilataciones y tratamiento de rescate cuando no fueron efectivas.

Los didmetro maximo de los balones neumaticos empleados fue de 30 mm, en 16
(69,6%) pacientes, de 35 mm en 6 (26,1%) y de 40 (4,3%) en un enfermo.

4.1.2.1.- Complicaciones:

Se produjeron tres complicaciones (13%), de las que dos fueron inmediatas: uno por
dolor toréacico (4,3%) y otro por perforacion (4,3%); y una tardia (4,3%) por
Enfermedad por Reflujo Gastroesofagico (ERGE). En este ultimo caso se realizd

54



Resultados

endoscopia y phmetria, resultando ser la primera normal y la segunda patologica,

resolviéndose los sintomas con inhibidores de la bomba de protones.

La tasa de éxito o remision clinica con una dilatacion al afio fue del 91% (20 pacientes),
y alos 5 afios del 72,7% (18 pacientes).

4.1.3.- Cirugia:

Recibieron este tratamiento 25 pacientes, de los que en 4 (16%) se realiz6 como
tratamiento de rescate tras la dilatacion, consiguiendo la remision clinica, y en el resto,
21 pacientes (84%), como primera opcidn terapéutica, en los que la media de edad al
diagnostico fue de 38,8 afios (DT 12,5; rangol17-57). En 12 casos (57,1%) se realizd por

via laparoscdpica, en uno se hizo una conversion y el resto fue por laparotomia.

4.1.3.1.- Complicaciones:

Se registraron tres complicaciones (12,5%), de las que una fue inmediata, por
eventracion postlaparotomia debido a dehiscencia de la sutura, y el resto tardias, por
ERGE en dos pacientes (8,3%): esofagitis en uno y estenosis post-RGE en la
endoscopia con phmetria patolégica que respondieron a tratamiento con IBP y

dilatacion, respectivamente (figura 13).

88,5%
4,2% 8,3%
: I
No complicaciones  Deshicencia de ERGE

sutura

No complicaciones m Complicaciones inmediatas m Complicaciones tardias

Figura 13: Complicaciones de la Cirugia.

La tasa de éxito con este tratamiento fue del 100%, puesto que ningun paciente ha
precisado tratamiento de rescate.
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4.1.4.- Manometria:

Se llevo a cabo un estudio comparativo entre las diferencias de presion del EEI y la
amplitud de las ondas esofagicas antes y después del tratamiento, con el fin de evaluar si

existian diferencias entre cada técnica.

4.1.4.1.- Presion del esfinter esofaqgico inferior:

A.- Cirugia:

En este grupo la presion del EEI tenia inicialmente una media de 35,4 mmHg (DT 5,9,
rango 26-45) y tras el tratamiento de 11,8 mmHg (DT 3,1; rango 11-18), con lo que la
diferencia de presion fue de 23,6 mmHg, de tal modo, que la presion en este caso se
redujo un 66,6%; siendo esta reduccion de la presion estadisticamente significativa (p <

0,0001) (figura 14).
B.- Dilatacion neumatica:

En este caso, la presion inicial tenia una media de 29,4 mmHg (DT 10,1; rango 12-49) y
tras el tratamiento de 14,7 mmHg (DT 4,5; rango 8-24), de modo que la diferencia de
presion fue de 14,7 mmHg. Es decir, la dilatacion demostré una disminucion de la
presion del 50%, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p = 0,002) (figura

14).
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Figura 14: Diferencias de presion del EEI pre y postratamiento segun el tratamiento efectuado (dilatacion o

cirugia) y el nivel de significacion estadistica.
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La presion del EEI se redujo de forma estadisticamente significativa en los pacientes
que recibieron como tratamiento tanto la cirugia como la dilatacion, pero al comparar

ambos tratamientos no se demostro la superioridad de una técnica con respecto a la otra.

4.1.4.2.- Amplitud de las ondas esofagicas:

A.- Cirugia:

Inicialmente la amplitud de las ondas esofagicas tenian una media 25,6 mmHg (DT 9;
rango 15-46) y tras el tratamiento de 26,4 mmHg (DT 17,4; rango 5-66), sin que esta

diferencia fuera estadisticamente significativa (p >0,05).
B.- Dilatacion neumaética:

En el momento del diagnostico la amplitud de las ondas esoféagicas tenian una media de
29,1 mmHg (DT 16,8; rango 10-62) y tras el tratamiento de 35,4 mmHg (DT 18,9;

rango 10-70), sin que esta diferencia fuese significativa (p = 0,87).

4.1.5.- Transito baritado:

Esta prueba diagnostica se realizd en los pacientes al inicio y tras el tratamiento,
evaluandose en cada momento el diametro de cuerpo esofégico y el del cardias. Asi, la
media del diametro del cuerpo era de 4,51 cm (DT 1,11; rango 2-8) y la del cardias de
0,47 cm (DT 0,21; rango 0,2-1) antes del tratamiento; tras el mismo fue de 3,16 cm (DT
0,22; rango 2-5) y 0,94 cm (DT 0,3; rango 0,2-1,5), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (figura 15).
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Figura 15: Didmetro inicial y tras el tratamiento del cuerpo y el cardias con diferencia estadisticamente

significativa.

4.1.5.1.- Cirugia:

En esta opcidn terapéutica la media fue de 4,6 cm (DT 0,9; rango 3-6) para el didmetro
del cuerpo esofagico, y de 0,4 cm (DT 0,1; rango 0,2-1) para el cardias antes del
tratamiento, y tras el mismo, fue de 2,9 cm (DT 0,2; rango 2,5-3,5) y 1,1 cm (DT 0,2;
rango 0,8-1,5), consiguiéndose asi, que el primero se redujera en un 36,9% y el segundo
aumentase un 63,6%, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p = 0,003)

(figura 16).

4.1.5.2.- Dilatacién neuméatica:

En este caso la media del diametro del cuerpo esofagico fue de 4,3 cm (DT 1,1; rango 2-
6) y la del el cardias de 0,5 cm (DT 0,2; rango 0,2-1) v, tras el tratamiento, de 3,3 cm
(DT 0,7; rango 2-5) y 0,8 cm (DT 0,3; rango 0,2-1,5), respectivamente. Asi, tras la
dilatacion se consiguié una disminucion del didmetro de cuerpo del 23,2% y un
aumento del cardias de un 37,5%, siendo estas diferencias -estadisticamente

significativas (p = 0,03 y 0,04 respectivamente) (figura 17).
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Figura 16: Diametro inicial y tras la cirugia del cuerpo y el cardias con diferencia estadisticamente

significativa.
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Figura 17: Didmetro inicial y tras la dilatacion del cuerpo y el cardias con diferencia estadisticamente
significativa.

Cuando se compararon ambas técnicas, se observd que, a pesar de que existia una
mayor reduccion del didmetro del cuerpo esofégico con la cirugia, esta diferencia no era
estadisticamente significativa (p= 0,27); sin embargo, si lo fue en el caso del aumento

del diametro del cardias (p = 0,04) a favor de la cirugia.

4.1.6.- Respuesta clinica al tratamiento:

Como ya se ha mencionado, tanto la sintomatologia inicial como la posterior al

tratamiento se evaluaron en funcion de la clasificacion de Eckardt.

Inicialmente la puntuacion media de Eckardt fue de 5,96 (DT 2,06; rango 2-10) y tras el
tratamiento de 0,76 (DT 1,18, rango 0-10), lo que implica una reduccion del 87,2%, que
es estadisticamente significativa (p < 0,0001) (tabla 6).
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Tabla 6: Diferencia entre los sintomas segun la clasificacion de Eckardt antes y después del tratamiento. 1:

Antes del tratamiento. 2: Tras el tratamiento. %: Porcentaje en que se reducen los sintomas. p: Significacion

estadistica.
Media 1 | Desviacidn tipica 1| Media2 |Desviaciontipicaz| % p
Disfagia 2,39 0,87 0,54 0,88 77,04 | 0,0001
Regurgitacion | 1,12 0,32 0,26 0,63 76,78 | 0,0001
Dolor toracico | 1,41 0,49 0,31 0,52 78,01 | 0,0001
Pérdida peso 1,37 0,48 0,05 0,22 96,35 | 0,0001

En el caso de las diferentes modalidades terapéuticas, los sintomas también se redujeron

de forma estadisticamente significativa, salvo la regurgitacion y la disfagia en el caso

del tratamiento con toxina botulinica, a pesar de que éstas se redujeron en un 61,9% y

un 52%, respectivamente (tablas 7-9).

Tabla 7: Diferencia entre los sintomas segun la clasificacion de Eckardt antes y después del tratamiento con

toxina botulinica. 1: Antes del tratamiento. 2: Tras el tratamiento. %: Porcentaje en que se reducen los

sintomas. p: Significacion estadistica.

Media 1 | Desviacion tipica 1| Media 2 | Desviacion tipicaz2| % p
Disfagia 2,63 0,51 1 1 61,97 | 0,06
Regurgitacion 1,25 0,46 0,6 0,89 52 0,18
Dolor toracico| 1,63 0,51 0 0 100 | 0,034
Pérdida peso 15 0,53 0 0 100 | 0,038

Tabla 8: Diferencia entre los sintomas segun la clasificacion de Eckardt antes y después del tratamiento con

dilatacion neumatica. 1: Antes del tratamiento. 2: Tras el tratamiento. %: Porcentaje en que se reducen los

sintomas. p: Significacion estadistica.

Media 1 | Desviacion tipica 1| Media 2 | Desviacion tipica2| % P
Disfagia 2,27 1,14 0,62 1,02 72,68 | 0,0001
Regurgitacion | 1,14 0,35 0,33 0,73 71,05 | 0,002
Dolor toracico| 1,45 0,51 0,33 0,48 77,24 | 0,0001
Pérdida peso 1,32 0,47 0,1 0,3 92,42 | 0,0001
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Tabla 9: Diferencia entre los sintomas segun la clasificacion de Eckardt antes y después del tratamiento
quirargico. 1: antes del tratamiento. 2: tras el tratamiento. %: Porcentaje en que se reducen los sintomas. p:

significacién estadistica.

Media 1 | Desviacion tipica 1| Media 2 | Desviacion tipicaz| % P
Disfagia 2,43 0,81 0,23 0,43 90,53 | 0,002
Regurgitacion | 1,05 0,21 0 0,46 100 | 0,0001
Dolor toracico| 1,29 0,46 0,38 0,65 70,54 | 0,01
Pérdida peso 1,38 0,49 0 0 100 | 0,0001

Se realizd un estudio mediante curvas de Kaplan-Meier (figuras 18-20) de la proporcion
de pacientes que se encontraban en remision clinica a lo largo del tiempo de
seguimiento tras el primer tratamiento, definiendo el evento como la necesidad de un

segundo tratamiento.

Aunque la edad de los pacientes se distribuye de forma heterogénea (p<0,0001) en
todos los grupos, al comparar las curvas de supervivencia (figurasl8-19) tras el
tratamiento con cirugia y la dilatacion o la toxina, se observaron mejores resultados a

largo plazo para los que recibieron el primero (p<0,0001).
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Figura 18: Curva de Kaplan-Meier para la cirugia y la toxina.
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Figura 19: Curva se supervivencia de Kaplan-Meier para la cirugia y la dilatacion.

Sin embargo, en el caso de la toxina y la dilatacion, aunque existen mejores resultados

con la dilatacion, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,17).
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Figura 20: Curva se supervivencia de Kaplan-Meier para la toxina y la dilatacion.

4.1.7.- Situacion clinica final:

La mejoria clinica global segun la puntuaciéon de Eckardt tuvo una media de 0,76 (DT
1,18, rango 0-6), y en el caso de la dilatacion la media fue de 0,86 (DT 1,35; rango 0-6),
para la cirugia de 0,42 (DT 0,69; rango 0-2) y en la toxina de 1,25 (DT 2,2; rango 0-4).
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4.2.- ANALISIS MOLECULAR:

4.2.1.- GEN DE LA SINTASA ENDOTELIAL DEL OXIDO NIiTRICO (NOS3):

4.2.1.1.- NOS3 894 G/T (rs 1799983):

En el estudio de la distribucion de los genotipos del SNP rs 1799983 el més frecuente
fue el GT, presente en el 51% de los casos frente al 45% de los controles, sin detectarse
diferencias estadisticamente significativas con el resto de genotipos (tablas 10-11), al

igual que para los alelos, donde el predominante fue el G (figura 21).

Tabla 10: Distribucion de los diferentes genotipos del polimorfismo eNOS 894 G/T en la muestra.

Genotipo GG Genotipo GT Genotipo TT
Casos 22 (43,1%) 26 (51%) 3 (5,9%)
Controles 41 (41%) 45 (45%) 14 (14%)
p>0,05
Tabla 11: Comparacidon del genotipo TG frente al resto.
Genotipo GT | GenotiposGGy TT
Casos 26 (51%) 25 (49%)
Controles 45 (45%) 55 (55%)
p>0,05
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Figura 21: Distribucién por alelos en la muestra (p>0,05).
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4.2.1.1.1.- Edad de diagndstico:

En los enfermos portadores del genotipo TT, la edad media de diagndéstico fue de 61
afios (DT 24,75; rango 33-80), en los portadores del GT de 51,5 afios (DT 17,58; rango
22-83) y en el caso del GG, de 49,55 afios (DT 20,05; rango 17-83). No demostrandose

significacion estadistica entre los tres grupos.
4.2.1.1.2.- indice de Eckardt inicial:

Los pacientes mas sintomaticos en el momento del diagnostico fueron aquellos con
genotipo GG, con una media inicial de 6,41 (DT 1,89; rango 4-10), sequido del GT y
TT, cuyas medias fueron de 5,81 (DT 2,19; rango 2-10) y 4 (DT 1, rango 3-5), no
siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Por alelos, los que presentaban el alelo G tenian una media indice de Eckardt inicial de
6,08 (DT 2,06; rango 2-10) y aquellos con el alelo T, de 5,64 (DT 2,18; rango 2-10), sin

que estas diferencias fueran estadisticamente significativas.
4.2.1.1.3.- Transito baritado:

Los casos con genotipo GG presentaron en el momento del diagndstico un mayor
diametro del cuerpo esofagico, cuya media fue de 4,58 cm (DT 0,81; rango 3-6), siendo
la del cardias de 0,47 cm (DT 0,17; rango 0,3-1). Para los portadores de los genotipos
GT y TT las medias fueron de 4,52 cm (DT 1,37; rango 2-8) y 0,45 cm (DT 0,25; rango
0,2-1) y de 3,75 cm (DT 1,06; rango 3-5) y 0,65 cm (DT 0,21; rango 0,5-0,8),
respectivamente, no demostrandose diferencias estadisticamente significativas (tabla
12).

Por alelos, la media de didmetro del cuerpo esofagico fue de 4,55 cm (DT 1,12; rango 2-
8) y la del cardias de 0,46 cm (DT 0,21; rango 0,2-1) para los portadores del alelo G, y
en el caso del T de 4,45 cm (DT 1,37; rango 2-8) y 0,46 cm (DT 0,25; rango 0,2-1),

respectivamente, aunque no se demostraron diferencias significativas (tabla 12).
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Tabla 12: Media de los valores del diametro del cuerpo esofagico y del cardias segun los diferentes genotipos y

alelos.
Genotipo | Genotipo | Genotipo |Alelo | Alelo
GG TG TT G T
Diametro del cuerpo esofégico 4,58 4,52 3,75 455 | 445
(cm)
Diametro del cardias (cm) 0,47 0,45 0,65 0,46 | 0,46

p>0,05
4.2.1.1.4.- Presion del EEI:

La media de presion del EEI para los enfermos con genotipo GG fue de 30,07 mmHg
(DT 7,72; rango 18-46), para aquellos portadores del GT de 34,38 mmHg (DT 8,13;
rango 20-49) y en el caso de aquellos con el genotipo TT de 16,5 mmHg (DT 6,36;
rango 12-21), no encontrandose significacion estadistica, al igual que para los alelos,
donde las medias fueron, en el caso del G de 32,29 mmHg (DT 8,10; rango 18-40) y
parael T de 32,39 mmHg (DT 9,7; rango 22-83).

4.2.1.2.- eNOS -786 C/T (rs 2070744):

En la distribucién genotipica del SNP rs 2070744 se observd que el genotipo més
frecuente fue el CT en el grupo de los pacientes y los controles (tablas 13-15), sin
embargo se observO una asociacion significativa entre éste y la aparicion de la
enfermedad (p=0,03; OR 2,06; IC 1,04-4,08), asi como en el caso de los portadores del
genotipo CC, que resultd ser un factor protector frente a ésta (p=0,03; OR 0,37; IC 0,14-
0,99).

Por alelos, el mas frecuente fue el T, pero sin observarse diferencias estadisticamente
significativas (figura 22).
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Tabla 13: Distribucion de los diferentes genotipos en la muestra.

Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
Casos 6 (11,8%) 29 (56,9%) 16 (31,4%)
Controles 26 (26%) 39 (39%) 35 (35%)
p<0,05

Tabla 14: Comparacion del genotipo CC frente al resto de genotipos.

Genotipo CC

GenotiposCTy TT

Casos 6 (11,8%)

45 (88,2%)

Controles 26 (26%)

74 (74%)

p<0,05

Tabla 15: Comparacion del genotipo CT frente al resto de genotipos.

Genotipo CT

Genotipos CCy TT

Casos 29 (56,9%)

22 (43,1%)

Controles | 39 (39%)

61 (61%)

p<0,05

1
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Figura 22: Distribucién por alelos
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en la muestra (p>0,05).

4.2.1.2.1.- Edad de diagnéstico:

Confroles

Para los portadores del genotipo CC, la edad media de diagnostico fue de 47,17 afios
(DT 20,05; rango 27-80), para aquellos con el CT de 55,14 afios (DT 19,09; rango 19-
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83) y en el caso del TT, de 45,63 afios (DT 17,3; rango 17-77), no demostrandose

significacion estadistica en la comparacion entre los tres grupos.
4.2.1.2.2.- indice de Eckardt inicial:

El indice de Eckardt fue similar en los enfermos con los genotipos CT y TT, siendo en
el primero de ellos de 6,17 (DT 2,08; rango 2-10) y en el segundo de 6,19 (DT 2,13; 2-
10); en el caso de aquellos con genotipo CC, éste fue de 4,33 (DT 1,03; rango 3-6), sin
que se demostraran diferencias significativas entre los tres grupos, de igual forma que
entre los alelos, donde para el C el indice de Eckardt inicial fue de 5,86 (DT 2,06; rango
3-10) y parael T de 6,18 (DT 2,08; 2-10).

4.2.1.3.3.- Transito baritado:

La media del didmetro del cuerpo esofagico para el genotipo CC fue de 4,17 cm (DT
1,25; rango 3-6) y la del cardias de 0,36 cm (DT 0,05; rango 0,3-0,4), para el CT de
4,46 cm (DT 13; rango 2-8) y 0,48 cm (DT 0,24; 0,2-1) y para el TT de 4,67 cm (DT
0,74; rango 3-6) y 0,47 cm (DT 0,18; 0,3-1), respectivamente, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre los tres genotipos (tabla 16).

Aquellos que presentaban el alelo C tenian una media de diametro del cuerpo esofagico
y del cardias de 4,43 cm (DT 1,28; rango 2-8) y 0,46 cm (DT 0,23; rango 0,2-1)
respectivamente, y para el T de 4,54 cm (DT 1,12; rango 2-8) y 0,47 cm (DT 0,21;
rango 0,2-1), sin que se demostrasen diferencias estadisticamente significativas (tabla
16).

Tabla 16: Media de los valores del didmetro del cuerpo esofégico y del cardias segun los diferentes genotipos y

alelos.
Genotipo Genotipo Genotipo | Alelo | Alelo
CC CT 1T C T
alr?]r)netro del cuerpo esofagico 417 4,46 4,67 443 | 454
Didmetro del cardias (cm) 0,36 0,48 0,47 0,46 | 0,47

p>0,05
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4.2.1.3.4.- Presion del EEI:

La presion inicial del EEI fue superior para el genotipo CC, siendo ésta de 33,75 mmHg
(DT 9,91; rango 21-43) y para los genotipos CT y TT de 31,11 mmHg (DT 9,35; rango
12-49) y 30,8 mmHg (DT 8,06; rango 18-45), respectivamente (p>0,05).

Para el alelo C, la media de presion inicial fue de 31,57 mmHg (DT 9,27; rango 12-49),
y para el T del 31 mmHg (DT 8,78; rango 12-49), no existiendo diferencias

significativas.
4.2.2.- GEN DE PPARYy 12Pro>Ala (rs 1801282):

En el anélisis de la distribucién de los genotipos del SNP rs 1801282 se observé que el
mas frecuente era el CC (86%), sequido del CG (9,8%) y el GG (3,9%), sin que se
observaran diferencias significativas entre pacientes y controles (tablas 19 y 20), de
igual modo que en relacion con los alelos, donde el predominante fue el C (figura 24).

Tabla 19: Distribucion de los diferentes genotipos en casos y controles.

Genotipo CC Genotipo CG Genotipo GG
Casos 44 (86,3%) 5 (9,8%) 2 (3,9%)
Controles 83 (83%) 15 (15%) 2 (2%)
p>0,05

Tabla 20: Comparacion del genotipo CC frente al resto.

Genotipo CC | Genotipos CGy GG
Casos 44 (86,3%) 7 (13,7%)
Controles | 83 (83%) 17 (17%)
p>0,05

68




Resultados

HAlelo G

40 HAleloC

Porcentaje (%0)
n
=

Casos Controles

Figura 24: Distribucién por alelos en la muestra (p>0,05).

4.2.2.1.- Edad de diagndstico:

Los casos con genotipo CC tenian una edad media al diagnostico de 49,55 afios (DT
1,99: 3-10), aquellos con el CG de 59,2 afios (DT 17,8; rango 42-83) y para el GG de 68
afios (DT 4,24; rango 65-71), no siendo estas diferencias significativas.

Por alelos, los que presentaban el C, tenian una media de edad de 50,53 afios (DT 18,9;
rango 17-83), mientras que en el caso de aquellos portadores del alelo G, ésta fue
superior, de 61,71 afios (DT 15,26; rango 42-83) sin que se demostraran diferencias

estadisticamente significativas.
4.2.2.2.- indice Eckardt inicial:

Los casos con mayor indice de Eckardt al diagndstico fueron los que presentaron el
genotipo CG, seguido del CC (figura 25); y por alelos, en el caso del C la media fue de
6 (DT 2,09; rango 2-10), mientras que para el G fue de 5,86 (DT 2,67; rango 2-9). En

ninguno de los casos se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

N pacientes

cC

Q
Q
Q
o

Figura 25: Indice de Eckardt inicial segiin los diferentes genotipos (p>0,05).
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4.2.2.3.- Transito baritado:

En aquellos enfermos portadores del genotipo CC, el diametro del cuerpo esofagico fue
de 4,4 cm (DT 1,02; rango 2-6) y el del cardias de 0,46 cm (DT 0,23; rango 0,2-1); para
los portadores del CG, de 5,5 cm (DT 1,41; rango 5-8) y 0,46 cm (DT 0,11; rango 0,3-
0,6); y por ultimo, para los casos con genotipo GG, de 4 cm (DT 1,41; rango 3-5) y 0,5

cm (0,28; rango 0,3-0,7), respectivamente.

En los pacientes portadores del alelo C, el diametro del cuerpo esofagico fue de 4,54 cm
(DT 1,19; rango 2-8) y el del cardias de 0,46 cm (DT 0,21; rango 0,2-1) y para el alelo
de G, de 5,07 cm (DT 1,48; rango 3-8) y 0,47 cm (DT 0,14; rango 0,3-0,7),

respectivamente.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores del
diametro del cuerpo esoféagico y del cardias en los diferentes genotipos y alelos (tabla
21).

Tabla 21: Media de los valores del didmetro del cuerpo esofagico y del cardias segun los diferentes genotipos y

alelos.
Genotipo Genotipo Genotipo | Alelo | Alelo
CC CG GG C G
Diametro del cuerpo esofagico 4.4 55 4 454 | 507
(cm)
Diametro del cardias (cm) 0,46 0,46 0,5 0,46 | 0,47

p>0,05

4.2.2.4.- Presion del EEL:

Los casos con genotipo GG, fueron los que presentaron una presion inicial superior del
EEI, con una media de 34 mmHg (DT 4,24; rango 31-37), siendo de 33 mmHg (DT
5,65; rango 29-37) y 31,03 mmHg (DT 9,27; rango 12-49) en los genotipos CG y CC
respectivamente. Por alelos, en los portadores del G la presion inicial del EEI fue de
33,5 mmHg (DT 4,12; rango 29-37) y de 31,16 mmHg (DT 9,03; rango 12-49) para los
portadores del C. No se detectaron diferencias significativas entre los diferentes

genotipos y alelos respecto a la presion del EEI.
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4.2.3.- GEN DE LA ENDOTELINA-1 (EDN1 594 G/T rs 5370):

El analisis del SNP rs 5370 segun sus diferentes genotipos mostro que el mas frecuente

fue el GG en el grupo de los pacientes y en los controles (tablas 22 y 23) y, por alelos,

el alelo G (figura 26), sin que se demostraran diferencias significativas entre los

diferentes genotipos y alelos.

Tabla 22: Distribucion de los diferentes genotipos TNFa. en la muestra.

Genotipo GG Genotipo GT Genotipo TT

Casos 32 (62,7%) 19 (37,3%) 0 (0%)

Controles 54 (54%) 39 (39%) 7 (7%)
p>0,05
Tabla 23: Comparacion de genotipo GG frente al resto.

Genotipo GG | Genotipos GTy TT

Casos 32 (62,7%) 19 (37,3%)

Controles | 54 (54%) 46 (46%)
p>0,05
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Figura 26: Distribucién por alelos en la muestra (p>0,05).

4.2.3.1.- Edad de diagnostico:

Controles

HAlelo G
HAleloT

La media de edad de diagndstico en los pacientes con genotipo GG fue superior a la de

los que presentaban el GT, siendo la primera de 52,41 afios (DT 20,68; rango 17-83) y
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la segunda de 49,21 afios (p>0,05). En el caso de los alelos, para los portadores del G, la
edad media fue de 51,22 afios y para los del T de 49,21 afios (p>0,05).

4.2.3.2.- indice de Eckardt inicial:

El indice de Eckardt fue similar en los enfermos portadores de los genotipos GG y GT,
siendo en el primero de ellos de 5,97 (DT 2,13; rango 2-10) y en el segundo de 5,95
(DT 2,01-, 3-10), igual este ultimo que en los portadores del alelo T, siendo en el caso

del G de 5,96 (DT 2,06; rango 2-10). No se demostraron diferencias significativas.
4.2.3.3.- Transito baritado:

El diametro del cuerpo esofagico para los enfermos con genotipo GG fue de 4,39 cm
(DT 1,05; rango 2-6) y el del cardias de 0,46 cm (DT 0,23; rango 0,2-1), y para los
portadores del GT de 4,68 cm (DT 1,2; rango 3-8) y 0,47 cm (DT 0,2; 0,2-1), no siendo
estas diferencias estadisticamente significativas, al igual que para los alelos, donde en el
caso de aquellos con el alelo T el diametro del cuerpo fue de 4,68 cm (DT 1,2; rango 3-
8) y el del cardias de 0,47 cm (DT 0,2; rango 0,2-1) y para el G de 4,51 cm (DT 1,11;
rango 2-8) y 0,47 cm (DT 0,21; rango 0,2-1) (tabla 24).

Tabla 24: Valores del diametro del cuerpo esofégico y del cardias segun los diferentes genotipos y alelos.

Genotipo GG | Genotipo GT| AleloG | Alelo T
Diametro del cuerpo esofagico (cm) 4,39 4,68 4,68 4,44
Diametro del cardias (cm) 0,46 0,47 0,47 0,47
p>0,05

4.2.3.4.- Presion del EEL:

La presion del EEI en los portadores del genotipo GG fue de media superior a la del GT,
siendo en el primer caso de 32,23 mmHg (DT 8,26; rango 18-49) y en el segundo de
29,55 mmHg (DT 9,97; rango 12-43), aunque esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

En el caso de los enfermos portadores del alelo T la media fue de 29,55 mmHg (DT
9,97; rango 12-43), y de 31,33 mmHg (DT 8,8; 12-49) para los portadores del G, no

siendo estas diferencias significativas.
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4.2.4.- GEN DEL TNF ALFA -238 A/G (rs 361525):

En el andlisis de la distribucion de genotipos del SNP rs 361525, el genotipo GG fue el
més frecuente entre los pacientes y el grupo control, seguido del GA, sin que se
observaran diferencias significativas (tablas 25 y 26), al igual que en el caso de la

distribucion por alelos, donde el predominante fue el alelo G (figura 27).

Tabla 25: Distribucion de los diferentes genotipos en casos y controles.

Genotipo GG Genotipo GA Genotipo AA
Casos 47 (92,2%) 4 (7,8%) 0 (0%)
Controles 82 (82%) 16 (16%) 2 (2%)

p>0,05

Tabla 26: Comparacion del genotipo GG frente al resto.

Genotipo | Genotipos GA'y
GG AA

Casos 47 (92,2%) 4 (7,8%)

Controles | 82 (82%) 18 (18%)

p>0,05
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Figura 27: Distribucién por alelos en la muestra (p>0,05).
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4.2.4.1.- Edad de diagnostico:

Los pacientes con genotipo GA presentaron una edad media de diagnostico inferior a
aquellos con genotipo GG, siendo éstas de 34,75 afios (DT 13,64; rango 17-50) y 52,62
aflos (DT 18,65; rango 19-83),

estadisticamente significativas; al igual que en el caso de los alelos, donde la edad

respectivamente, no siendo estas diferencias
media para los portadores del G fue de 51,22 afios (DT 18,84; rango 17-83) y para el A,
de 34,75 afos (DT 13,64; rango 17-50).

4.2.4.2.- Indice de Eckardt inicial:

Para los portadores del genotipo GG la media del indice de Eckardt fue de 5,98 (DT
2,09; rango 2-10) y para los que presentaban el GA de 5,75 (DT 2,06; rango 3-8), no
siendo estas diferencias estadisticamente significativas, al igual que en la comparacion
por alelos, donde para los portadores del G la media fue de 5,96 (DT 2,06; rango 2-10)
y para los del A de 5,75 (DT 2,06; 3-8).

4.2.4.3.- Transito baritado:

En el caso de los enfermos con genotipo GG, la media del didmetro del cuerpo
esofagico inicial fue de 4,54 cm (DT 1,14; rango 2-8) y la del cardias de 0,45 cm (DT
0,20; rango 0,2-1), y para el GA de 4,20 cm (DT 0,20; rango 3-5) y 0,57 cm (DT 0,34;
rango 0,3-1), respectivamente, aunque no se encontraron diferencias significativas, de la
misma forma que para los alelos, donde la media del diametro del cuerpo fue de 4,51
cm (DT 1,11; rango 2-8) y la del cardias de 0,47 cm (DT 0,21; rango 0,2-1) en el caso
de los portadores del alelo G, y de 4,20 cm (DT 0,96; rango 3-5) y 0,57 cm (DT 0,34;
rango 0,3-1), respectivamente, para los del A (tabla 27).

Tabla 27: Media de los valores del diametro del cuerpo esofagico y del cardias segun los diferentes genotipos y

alelos (p>0,05).
Genotipo GG | Genotipo GA| Alelo G Alelo A
Didmetro del cuerpo esofagico (cm) 4,54 4.2 451 472
Didmetro del cardias (cm) 0,45 0,57 0,47 0,57
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4.2.4.4.- Presion del EEI:

En el momento del diagnostico, los casos con genotipo GA presentaron una presion
inicial del EEI de 32 mmHg (DT 10,55; rango 18-43) y aquellos con GG de 31,24
mmHg (DT 8,75; rango 12-49), no siendo estas diferencias estadisticamente

significativas, del mismo modo que para los alelos, donde en el caso del G, la media fue
de 31,33 mmHg (DT 8,8; rango 12-49) y en el A de 32 mmHg (DT 10,55; rango 18-43).

4.2.5.- GEN DE LA IL6 -174 G/C (rs 1800795):

El andlisis de la distribucion de los genotipos del SNP rs 1800795 mostré que el

genotipo mas frecuente era GG, presente en el 41% de los casos, sin que se observaran

diferencias significativas con los controles (tabla 28 y 29), al igual que en el caso de los

alelos, donde el predominante fue el G (figura 28).

Tabla 28: Distribucion de los diferentes genotipos en casos y controles.

Genotipo GG Genotipo GC Genotipo CC

Casos 23 (41,1%) 20 (39,2%) 8 (15,7%)

Controles 48 (48%) 41 (41%) 11 (11%)
p>0,05
Tabla 29: Comparacion del genotipo GG frente al resto.

Genotipo GG | Genotipos GCy CC

Casos 23 (45,1%) 28 (54,9%)

Controles | 48 (48%) 52 (52%)
p>0,05
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Figura 28: Distribucién por alelos en la muestra (p>0,05).

4.2.5.1.- Edad de diagndstico:

En los pacientes con genotipo GG, la media de edad en el momento del diagndstico fue
de 52,91 afios (DT 20; rango 20-83), existiendo una asociacion significativa entre éste y
la aparicion de la enfermedad entre los 20 y los 40 afios (p=0,04; OR 3,8; IC 1,01-14),
de tal modo que el ser portador de este genotipo es un factor de riesgo para padecer la
enfermedad en ese rango de edad y un factor protector frente a ésta en menores de 20
afios y entre los 40 y 60 afios (p=0,03; OR 0,27; IC 0,08-0,95) (figura 29).
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Figura 29: Distribuciéon de los pacientes con genotipo GG por intervalos de edad.

De los enfermos con genotipo GC, la media de edad al diagnostico fue de 51,25 afios
(DT 18,86; rango 17-83), y para el genotipo CC, de 46,25 afios (DT 16,47; rango 19-
71), no siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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Por alelos, la media de edad al diagnostico fue de 52,14 afios (DT 19,28; rango 17-83)
para los portadores del alelo G y de 49,82 afios (DT 18,04; rango 17-83) para el T, sin
que se demostraran diferencias significativas.

4.2.5.2.- indice de Eckardt inicial:

Los pacientes con genotipo GG presentaron una media del Eckardt inicial de 5,83 (DT
1,77; rango 3-9) y los portadores de los genotipo GC y CC de 5,75 (DT 2,29; rango 2-
10) y 6,88 (DT 2,29; rango 3-10), respectivamente, sin que se demostraran diferencias
significativas, al igual que en caso de los alelos, donde la media del indice de Eckardt
inicial fue de 5,79 (DT 2; rango 2-10), en el caso de los portadores del alelo G, y de
6,07 para los del C (DT 2,3; rango 2-10).

4.2.5.3.- Transito baritado:

En los pacientes portadores del genotipo GG el didmetro del cuerpo esofagico tenia una
media de 4,61 cm (DT 1,28; rango 3-8) y el del cardias de 0,46 cm (DT 0,23; rango 0,2-
1), en los portadores del genotipo GC de 4,72 cm (DT 0,74; rango 3-6) y 0,41 cm (DT
0,13; rango 0,3-0,8), y en el caso del genotipo CC, de 3,88 cm (DT 1,21; rango 2-6) y
0,57 cm (DT 0,28; rango 0,3-1), respectivamente, sin que se observaran diferencias
significativas, de igual forma que para los alelos, donde en el caso de los portadores del
alelo G, el didametro del cuerpo tenia una media de 4,66 cm (DT 1,06; rango 3-8) y el
del cardias de 0,44 cm (DT 0,19; rango 0,2-1), y enel C, de 4,44 cm (DT 0,99; rango 2-
6) y 0,47 cm (DT 0,20; rango 0,3-1), respectivamente (tabla 30).

Tabla 30: Media de los valores del diametro del cuerpo esofégico y del cardias en los diferentes genotipos y

alelos.

Genotipo GG | Genotipo GC | Genotipo CC AIC(;eIo Alglo
Diametro del cuerpo 4.61 472 3,88 466 | 4,44
esofagico (cm)
Diametro del cardias (cm) 0,46 0,41 0,57 0,44 | 0,47

p>0,05
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4.2.5.4.- Presion de EEI:

Los casos con genotipo GG, fueron los que presentaron una presion inicial superior del
EEI, con una media de 34,5 mmHg (DT 9,4; rango 18-49), siendo de 29,86 mmHg (DT
9,42; rango 12-43) y 28,86 mmHg (DT 9,27; rango 12-49) en los genotipos GC y CC
respectivamente. Por alelos, en los portadores del G la presion inicial del EEI fue de 32
mmHg (DT 9,5; rango 12-49) y de 29,52 mmHg (DT 8,09; rango 12-43) para los
portadores del C. No se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
genotipos y alelos respecto a la presion del EEI.

4.2.6.- GEN DE LA IL-4 -33 C/T (rs 2070874):

En el estudio de la distribucién del SNP rs 2070874 se observo que el genotipo méas
frecuente fue el CC (tablas 31 y 32), presente en el 84% de los casos, frente al 69% de
los controles, siendo asi este genotipo un factor de riesgo para la aparicion de la
enfermedad (p=0,04; OR 2,4; IC 1,0-5,7).

Por alelos, el menos frecuente fue el alelo T, que demostro ser un factor protector frente
a la enfermedad (p=0,03; OR 0,44; IC 0,2-0,95) y el C un factor de riesgo (p= 0,03; OR
2,26; IC 1,04-4,91) (figura 30).

Tabla 31: Distribucion de los diferentes genotipos en casos y controles.

Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
Casos 43 (84%) 7 (13,7%) 1 (2%)
Controles 69 (69%) 26 (26%) 5 (5%)

p<0,05
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Tabla 32: Comparacion del genotipo CC frente al resto.

Genotipo Genotipos CTy
CcC TT
Casos 43 (84,3%) 8 (15,7%)
Controles | 69 (69%) 31 (31%)
p<0,05
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Figura 30: Distribucién por alelos en la muestra (p<0,05).

4.2.6.1.- Edad de diagnostico:

Los enfermos con genotipo CC tenian una edad media en el momento del diagndstico
de 52,93 afios (DT 18,81; rango 17-83) y en el caso del genotipo CT, de 43 afios (DT
18,35; rango 19-73). Por alelos, los portadores del T tenian una media de 42 afios (DT
17,2; rango 19-73) y aquellos con el C de 51,54 afios (DT 18,88; rango 17-83). No se

detectaron diferencias significativas entre los diferentes genotipos ni alelos.
4.2.6.2: Indice de Eckardt inicial:

Los pacientes con genotipo CC presentaron una media del Eckardt inicial de 5,88 (DT
2,04; rango 2-10) y en los portadores del genotipo CT éste fue de 6,71 (DT 2,21; rango
3-9), siendo de 4 en el unico enfermo portador del genotipo TT. No se demostraron
diferencias significativas en la comparacion entre los genotipos, al igual que en el caso

de los alelos, donde la media del indice de Eckardt inicial fue de 6 (DT 2,07; rango 2-
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10), en el caso de los portadores del alelo C, y de 6,38 para losdel T (DT 2,26; rango 3-
9).

4.2.6.3.- Transito baritado:

El didmetro del cuerpo esofégico, en el caso de los portadores del genotipo CC, tenia
una media de 4,54 cm (DT 1,13; rango 2-8) y el del cardias de 0,44 cm (DT 0,19; rango
0,2-1), y en los portadores del CT de 4,33 cm (DT 1,08; rango 3-6) y 0,61 cm (DT 0,3;
rango 0,3-1), respectivamente, no encontrandose diferencias significativas entre ambos

grupos. En el Unico caso con genotipo TT no se realizo este estudio.

En aquellos enfermos que presentaban el alelo C, la media del diametro del cuerpo
esofagico fue de 4,51 cm (DT 1,11; rango 2-8) y la del cardias de 0,47 cm (DT 0,21;
rango 0,2-1), y en los que tenian el T, de 4,33 cm (DT 1,08; rango 3-6) y 0,61 cm (DT

0,3; rango 0,3-1), respectivamente, no siendo estas diferencias significativas.
4.2.2.4.- Presion del EEI:

La presion inicial del EEI para los enfermos con el genotipo CC fue de media 31,52
mmHg (DT 9,3; rango 12-49) y con el CT de 30 mmHg (DT 0,8; rango 29-31), no
existiendo diferencias significativas (p>0,05). En el Unico caso con genotipo TT la

sonda de manometria no paso el EEI.

Para los portadores del alelo C, la media de presion inicial del EEI fue de 31,33 mmHg
(DT 8,08; rango 12-49) y para el T de 30 mmHg (DT 0,8; rango 29-31), no siendo esta

diferencia estadisticamente significativa.
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5.1.- Estudio clinico:

En este trabajo hemos evaluado los resultados a largo plazo de las diferentes
modalidades terapéuticas en el tratamiento de la acalasia. Hasta el momento se han
realizado pocos estudios que comparen los tres tratamientos mas comunes de la acalasia
a lo largo de varios afios, teniendo en cuenta los casos complicados y no complicados, el
manejo de los fracasos y recaidas, y el uso de tratamientos combinados. La mayoria de
los estudios se refieren s6lo a una modalidad terapéutica y a un seguimiento a corto

plazo.

De los 51 pacientes incluidos en nuestro trabajo, la distribucion por sexo fue similar y la
edad media del diagndstico fue de 51,22 afios (DT 18,8; rango 17-83), con una mediana
de duracion de los sintomas hasta el diagnostico de 18 meses. El sintoma mas frecuente
fue la disfagia, seguida de la regurgitacion (figura 9), y un 27,5% fue diagnosticado
inicialmente de ERGE. Estos hallazgos son similares a los de un trabajo publicado en el
que el orden de frecuencia de los sintomas fue el mismo que en nuestro estudio pero, sin

embargo, la tasa de diagndstico de ERGE inicial llegé hasta el 45%%°.

En nuestro estudio analizamos la respuesta de la puntuacion de Eckardt antes y después
de cada tratamiento, observandose una mejoria estadisticamente significativa con todos
los tratamientos (tablas 7-9), salvo para la toxina botulinica en el caso de la disfagia y la
regurgitacion, a pesar de reducirse en un 62 y un 52% respectivamente. Ninguna técnica

parece ser superior en mejorar los sintomas a corto plazo.

El tratamiento con toxina botulinica se llevé a cabo en pacientes con una media de edad
de 78,3 afios (DT 5; rango 70-83) dado que hay estudios que demuestran que es un

tratamiento eficaz en pacientes afiosos™™**

y que en mayores de 80 afios se obtiene una
mejoria sintomética de uno o dos afios con una sola inyeccién®?. Es por ello, y por la
menor tasa de complicaciones en comparacion con otras terapias, que la hemos
empleado en pacientes afiosos y con comorbilidades, en los que la dilatacion o la cirugia

suponen un mayor riesgo que beneficio.

Aungue este tratamiento se ha seguido de resultados inicialmente satisfactorios, hemos
observado una pérdida de eficacia con el trascurso del tiempo; de forma similar a
algunas series en pacientes mas jovenes que presentan tasas de remision del 67% a los 6

meses y entre un 20-30% al cabo de un afio™****. En nuestro trabajo los resultados son
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satisfactorios, con tasas de remision a los 6 meses del 100% vy al afio del 62,5%, con un
tiempo medio de respuesta tras cada sesion de 19,4 meses (DT 9.95; rango 8-33,5),

resultados similares a los que se observan en series con pacientes de edad avanzada.

En ninguno de los casos tratados con toxina botulinica se registraron complicaciones,
aunque en otros trabajos la mas frecuente es el dolor toréacico, que puede llegar a

aparecer hasta en el 25%"* de los casos.

La dilatacion neumatica se realiz6 como primer tratamiento en pacientes con una media
de edad mas elevada que en la cirugia, 53,1 afios (DT 15,7; rango 23-77), dado que hay
estudios que demuestran que los menores de 40 afios responden peor a este tratamiento,

con tasas de remision del 29% frente al 67% de los mayores de 40 afios™*™".

El éxito de la dilatacion neumatica en nuestra serie fue del 91% (20 pacientes) al afio y
del 72,7% (18 pacientes) a los 5 afios, siendo necesaria una segunda dilatacion o la
cirugia en el 34,8% de los casos (8 pacientes) (figura 12). Otros estudios han mostrado
una efectividad tras una dilatacién del 67-95% a los 6 afios™ e incluso en un estudio de
144 pacientes, al cabo de 6 afios se encontraban en remisién completa el 85%° de los
casos. Posteriormente, estudios realizados de forma prospectiva han mostrado tasas de
éxito a los 5 afios entre un 40-80%, y a los 10 afios del 36-58%"**¢*, Con la dilatacion
graduada, usando balones de mayor tamafio en caso de recaida clinica, se consigue hasta
un 86% de pacientes en remisién clinica**>**%. En un metaanalisis reciente que incluye
105 articulos y 7855 pacientes, la remision clinica a largo plazo fue de un 68,2%, y de

un 25% la necesidad de otra terapia para mantener la remision™®.

Las complicaciones inmediatas que se produjeron tras la dilatacion neumatica fueron el
dolor toracico y la perforacion. La Unica tardia fue el ERGE en el 4,3% de los casos,

inferior a muchas series en las que llega hasta el 53%*.

Aquellos pacientes que no respondieron a la dilatacion neumatica fueron tratados
quirargicamente, sin que la efectividad de la cirugia se viese afectada por el tratamiento
previo. Estos hallazgos corroboran los descritos en una revisién de 232 pacientes™™, en
la que se observd que en aquellos pacientes en los que fracasaba la dilatacion neumatica
o la toxina botulinica y recibian cirugia o dilatacion respectivamente, se obtenian éxitos
similares a aquellos que se trataban por primera vez. Sin embargo, un estudio posterior

prospectivo con 202 pacientes'® demostré que los pacientes sometidos a una dilatacion,
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toxina botulinica o0 a ambos procedimientos previos a la cirugia, presentaban una mayor
tasa de complicaciones intraoperatorias, tales como la perforacion (9,7% vs 3,6%),
postoperatorias y recaidas que los que se operaban sin haber recibido previamente

ningun tratamiento.

La cirugia se realizo como primera opcidn terapéutica en 21 pacientes con una media de
edad de 38,8 afios (DT 12,5; rangol7-57) con resultados excelentes, de forma que el
100% se encuentra en remision completa tras un tiempo medio de seguimiento de 11,23

184 muestra

afios (DT 10,9; rango 1-38). En la literatura, el Unico estudio randomizado
tasas de éxito a los 5 afios del 95% en la cirugia y del 65% para la dilatacion, aunque
este estudio ha sido muy criticado por emplear un protocolo de dilatacion no adecuado.
Los resultados clinicos de la miotomia de Heller con técnica antirreflujo asociada
muestran una remisién clinica del 90%, una morbilidad del 6,3% y una incidencia de

162

reflujo postoperatorio del 8,8%“ en un metaanalisis reciente.

Entre las mayores desventajas de la cirugia se encuentras el elevado coste, el mayor
tiempo de recuperacion y el desarrollo de ERGE, que en nuestra serie fue la

complicacion mas frecuente (8%) (figura 13).

La manometria y el transito baritado tras el tratamiento s6lo se realizaron en los
pacientes sometidos a cirugia o dilatacion, ya que en el grupo de los que recibieron

toxina se realiz6 solamente seguimiento clinico.

En la manometria se analizaron dos parametros: la presion del EEI y la amplitud de las
ondas esofégicas antes y después del tratamiento. En el caso del primero, se observé una
reduccion estadisticamente significativa tras la dilatacion y la cirugia (p<0,0001 y
p=0,0002, respectivamente) (figura 14), pero cuando se compararon ambas técnicas, no
se observd superioridad de una respecto a la otra (p=0,10). Aunque no hay trabajos que
comparen la presion del EEI entre ambas técnicas, si los hay con la dilatacion, y en ellos

se observa una reduccion inicial de la presion del EEI del 45,67%%

, €N nuestro caso
ésta fue del 50% y demostré ser predictora de buena respuesta. En el caso de la cirugia
la reduccion fue del 66,6%. En cuanto a la amplitud de las ondas esofagicas, no parecen
reducirse de forma significativa, ya que tras el tratamiento, aunque la sintomatologia

mejore, el es6fago no recupera su peristalsis normal.
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En el caso del transito baritado el diametro del cuerpo esofagico se redujo y el del
cardias aumentd, ambos de forma significativa (figuras 15-17). Al comparar la
dilatacion con la cirugia, se observé que la Gltima era superior en cuanto al aumento del
diametro del cardias (p=0,04), sin que existieran diferencias en lo que a la disminucién
del didametro del cuerpo esofagico se refiere. Aungue hay referencias en la literatura de
trabajos que comparan el didmetro del cuerpo esofagico y el del cardias’® con
disminucion y aumento respectivamente, en ningin caso se comparan respecto a la

dilatacion y la cirugia.

El tratamiento que ha demostrado ser més efectivo para el tratamiento de la acalasia es
la cirugia (figuras 18-19), ya que en ningun caso de los pacientes operados se ha
registrado ninguna recaida, y el tiempo de remision clinica es estadisticamente superior
a los tratados con dilatacion (p<0,001) o toxina (p<0,001); sin embargo, no existen
diferencias estadisticamente significativas entre la dilatacion y la toxina (figura 20). Hay
que tener en cuenta que la edad se distribuye de manera heterogénea en los tres grupos,
de manera que la edad puede ser un factor de confusion para la supervivencia sin

recaidas tras el tratamiento, asi como el tiempo de seguimiento en cada técnica.

5.2.- Estudio molecular:

5.2.1.- Estudio del gen de la 6xido nitrico sintasa (NOS3):

Se han identificado diferentes polimorfismos en las tres isoformas de la sintasa de 6xido
nitrico: la neuronal (NNOS), la isoforma inducible (iNOS) y la endotelial (eNOS), y en
el caso de la acalasia se ha observado, en un estudio con 80 casos®, un aumento de la
frecuencia de los genotipos de iINOS22*A/A y de eNOS 4ada, sin que esta diferencia
fuese significativa, al igual que en el caso de un estudio posterior en 258 pacientes™ en
el que se analiz6 la relacién entre el polimorfismo rs 1060826 localizado en el ex6n 22
del gen NOS2 y la enfermedad.

Desde la caracterizacion del gen NOS3 en 1990 se han identificado varios
polimorfismos, entre los que destacan, el -786T>C de la region promotora del gen y el
G894T localizado en el exdn 7, ambos se han relacionado con la resistencia a la
insulina'®®®’, la diabetes tipo 11", altos niveles del LDL en el plasma durante la fase

aguda del infarto agudo de miocardio*® y el sindrome metabélico"™.
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El 6xido nitrico es un neurotransmisor con accion inhibitoria a nivel del plexo
mientérico, que provoca la relajacion del EEI, y son varios los estudios que demuestran
la existencia de una reduccién tanto de los niveles de NO como de la NOS®".Hasta el
momento no se ha realizado ningun trabajo en el que se estudien los polimorfismos de

NOS3 G894T y -786T>C en pacientes con acalasia esofagica.

El polimorfismo G894T del gen NOS3 produce un cambio Glu298Asp en la proteina.
Algunos estudios recientes muestran que la proteina eNOS que presenta el aminoacido
Asp en la posicion 298 sufre una metabolizacion mas rapida que aquella que en su lugar

presenta el aminoacido Glu'™

y, ademas, se producen cambios en la estructura primaria
de la proteina que podrian alterar la funcionalidad de la enzima'’?. La eNOS necesita
dimerizar consigo misma para ejercer su actividad catalitica, por lo tanto, estas
variaciones genéticas que producen cambios en la proteina pueden alterar la formacién
de estos homodimeros y modificar la actividad de la enzima. En la acalasia, cabria
esperar que si en los portadores del alelo T la metabolizacion de la proteina es mas
rapida, estos enfermos fuesen también los mas sintomaticos al inicio y presentasen
valores mas patoldgicos tanto en la manometria como en el transito baritado (tabla 12);
sin embargo en nuestro trabajo no encontramos diferencias, quizas debido al tamafio
muestral, por lo que serian necesarios nuevos estudios que trabajen en esta linea para

establecer o no la relacion de este polimorfismo con la acalasia esofagica.

El polimorfismo -786T>C de la region promotora del gen NOS3 altera su transcripcion

y modifica los niveles de la enzima'"

. Algunos estudios previos demuestran que esta
sustitucion produce una disminucion del 50% en la transcripcion de la enzima, de modo
que los individuos portadores del alelo -786C presentan una reduccion en los niveles de
expresion de la eNOS. En nuestro estudio, a pesar de no haber encontrado diferencias
significativas en la comparacion entre los alelos, si hemos observado que los enfermos
portadores del alelo C presentan una presion del EEI ligeramente superior a la de los
portadores del alelo T, hecho que podria deberse a la disminucion del éxido nitrico; sin
embargo, seria l6gico esperar que en estos pacientes la enfermedad se manifestase con
una edad inferior o que fuesen mas sintomaticos, hecho que no hemos observado.
También encontramos una asociacion significativa entre los genotipos CC y CT y la
enfermedad (tablas 14 y 15), de modo que el primero demostro ser un factor protector y

el segundo un factor de riesgo frente a ésta, resultados que resultan contradictorios, por
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lo que serian necesarios nuevos trabajos que con mayor tamafio muestral evalten esta

cuestion.
5.2.2.- Estudio del gen de PPARYy:

La activacion del PPARy provoca la inhibicion de las vias de transduccion de sefiales
NF-KB y STAT, suprimiendo asi la expresion de mediadores inflamatorios como el
TNFa, la IL-6 o la enzima oxido nitrico sintasa, de tal modo que hay estudios que
muestran las propiedades antiinflamatorias de los agonistas de PPARy, como la
administracion de tiazolidindionas, que producen una disminucion de la inflamacién
hepatica inducida por el alcohol*™.

Se ha identificado una mutaciéon en el codéon 12 del exéon B del gen PPARy2
(rs1801282), que provoca la sustitucion de Alanina por Prolina y reduce la capacidad de
transactivacion de la molécula. Diversos estudios han relacionado este polimorfismo
con la sensibilidad a la insulina, la obesidad o la diabetes tipo 11*”; sin embargo, no se
ha realizado ninguno en pacientes con acalasia esofagica. Nuestros datos no muestran
una asociacion entre este polimorfismo y la enfermedad, aunque si observamos que los
enfermos portadores del alelo G tienen una mayor edad en el momento del diagndstico,
aunque con una media de presion del EElI y un didmetro del cuerpo esofagico
ligeramente superiores a la de los portadores del alelo C, no siendo estas diferencias

significativas.

5.2.3.- Estudio del gen de la Endotelina-1 (EDN1 594 G/T):

A pesar de que el polimorfismo EDN1 594 G/T se localiza proximo al extremo
carboxilo de la preproendotelina, lejos de las regiones reguladoras del gen, es
considerado un polimorfismo funcional. Debido a su posicién es improbable que sea
capaz de modular la expresién del gen de la endotelina 1 en respuesta a distintos
estimulos, pero existen otras hipdtesis acerca de su accion. Puede que no tenga un papel
funcional por si mismo sino que esté ligado a una mutacion sin identificar en las
regiones reguladoras del gen, o bien, que dicha sustitucion afecte al procesamiento de la

preproendotelina.

87



Discusion

Existen pocos estudios acerca de la relacion entre este polimorfismo y los niveles
plasmaéticos de la endotelina 1. Se ha observado que mujeres embarazadas portadoras
del alelo T tienen niveles méas elevados de endotelina 1*®, al igual que los pacientes con
hipertensién esencial con los genotipos GT o TT. Sin embargo, Tanaka C. et al*’’ al
estudiar la produccion de la endotelina 1 y la proendotelinal en cultivos celulares que
poseen los distintos genotipos posibles, no encuentra diferencias en la produccion de
estas proteinas, sugiriendo que este polimorfismo no afecta directamente a la regulacion

de la produccién del péptido.

Este polimorfismo se ha relacionado con la enfermedad coronaria'’®, el asma'” o la

hipertension arterial en pacientes con artritis reumatoide*®

, aunque en ningun caso se
han realizado trabajos que lo relacionen con la acalasia, donde a pesar de ser una
enfermedad de base inflamatoria no hemos conseguido demostrar su relacion con este
polimorfismo, aunque si hemos observado pequefias diferencias en cuanto a la edad de
diagnostico y la presion del EEI, que han resultado ser superiores en los enfermos
portadores del genotipo GG y el alelo G, aunque esto no nos permite sacar conclusiones
acerca de una mayor susceptibilidad de estos individuos a padecer la enfermedad de

forma mas tardia o con una mayor presion inicial del EEI.
5.2.4.- Estudio del gen de TNFa:

El TNFa es una citocina proinflamatoria secretada fundamentalmente por las células del
sistema inmune, de modo que se ha relacionado con la etiopatogenia de enfermedades
autoinmunes y ha sido blanco del desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades
tales como artritis reumatoide o la Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

Si bien existe un estudio en el que mediante inmunohistoquimica se demuestra la
existencia de un aumento en la expresion del TNFa en las células inflamatorias
presentes en el EEI de los enfermos con acalasia y su correlacion inversa con la
duracion de los sintomas, no se ha realizado ningun trabajo en el que se relacione el
polimorfismo -238 A/G (rs 361525) del TNFa con la acalasia.

Hay trabajos que han relacionado el genotipo GG del polimorfismo -238 A/G del TNFa
con una mayor produccion de la proteina™, y en nuestro estudio, aunque no se han

detectado diferencias estadisticamente significativas en relacion con el resto de
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genotipos, si observamos que los enfermos portadores de este genotipo tienen una
mayor edad en el momento del diagndstico, mayor sintomatologia al inicio y valores
mas patologicos en el transito baritado (tabla 27), de tal modo que estos hallazgos
parecen sugerir que, este polimorfismo puede estar relacionado con una mayor
susceptibilidad a padecer la enfermedad de forma mas agresiva, aunque serian

necesarias nuevas investigaciones en esta linea para poder demostrarlo.

Otros trabajos han relacionado el alelo A de este polimorfismo con niveles inferiores en
la produccién del TNFa!®2!#, En nuestro trabajo los pacientes menos sintométicos y los
que presentan valores menos patoldgicos en el transito baritado (tabla 27) son
mayoritariamente portadores del alelo A, aunque las diferencias en comparacion con los
portadores del alelo G no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, seria
I6gico esperar que la presion del EEI en los portadores del alelo A también fuese

inferior, pero nuestro estudio no lo ha logrado demostrar.

5.2.5.- Estudio del gen de la Interleucina-6 (IL-6):

Es bien conocida la participacion de la IL-6 en el proceso inflamatorio, asi como su
relacién con enfermedades de base inflamatoria, como la artritis reumatoide, donde los
niveles de esta citocina se encuentran elevados, llegandose a desarrollar medicamentos
dirigidos contra ella; sin embargo, ain no se ha realizado ningun estudio que la

relacione con la acalasia esofagica.

La presencia del genotipo -174 GG de IL-6 se ha relacionado con el desarrollo de

arteriosclerosis subclinica en pacientes con artritis reumatoide

, mayor riesgo de
aparicion de la enfermedad injerto contra huésped tras un trasplante de células madre
hematopoyéticas'®®, la presencia de abscesos dentales sintomaticos en mujeres menores
de 35 afios o la mayor susceptibilidad a padecer enfermedades renales en estadios
terminales'®®; el genotipo -174 GC, con una mayor rigidez arterial y presion del

pulso™®’

, también con la susceptibilidad a padecer enfermedades coronarias e infarto
agudo de miocardio'®®, asi como con la vaginosis bacteriana en embarazadas'®®; y por
Gltimo, el genotipo -174 CC aparece con mayor frecuencia en enfermos con psoriasis*®,
se asocia con el riesgo de padecer cancer de vejiga'®ly estd presente en nifios que

presentan trombosis tras un proceso infeccioso®.
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El alelo C, se asocia con enfermedades cardiovasculares, probablemente secundario al
incremento de la inflamacién*®, asf como con la afectacién mucosa de la Leishmania'*,
el riesgo de padecer cancer de mama'®® y con estadios precoces del cancer de ovario, asf

como con un mayor tiempo libre de enfermedad y supervivencia'®®

tras el tratamiento; y
el alelo G, con la resistencia a la insulina, bajos niveles de adiponectina'® vy la

dislipemia®.

Algunos estudios funcionales realizados en animales asocian el alelo C de este
polimorfismo con una disminucion en la expresion de la proteina, y al alelo G con una
mayor transcripcion del gen y una mayor produccién de IL-6. Nuestros resultados no
muestran diferencias significativas entre la edad de diagndstico o los parametros
manomeétricos y del transito baritado de los pacientes portadores de los alelos C o G,
aungue si observamos que los portadores del primero tienen una menor edad de
diagnostico y unos valores menos patolégicos en la manometria. Esto podria significar
que los portadores del alelo C, por tener niveles inferiores de la proteina tienen una
presion inicial del EEI inferior a la de los portadores del alelo G, aunque cabria esperar
que en este caso la edad de diagnostico fuese superior a la de los portadores del alelo G,
puesto que al tener niveles inferiores de la citocina la enfermedad deberia manifestarse

mas tarde.

Segun nuestros resultados, el hecho de ser portador del genotipo GG resultd ser un
factor de riesgo para padecer la enfermedad entre los 20 y los 40 afios, y un factor
protector en los menores de 20 y entre los 40 y los 60 afios, aunque estas diferencias

parecen ser fruto de un “espejismo” estadistico y no de una asociacion real.

5.2.6.- Estudio del gen de la Interleucina-4 (IL-4):

La presencia de la IL-4 se ha relacionado con enfermedades autoinmunes, tales como la

artritis reumatoide™®, la hepatitis autoinmune®® o la diabetes mellitus tipo 1°*

, aunque
segun nuestros datos hasta el momento no se ha estudiado la relacion entre el

polimorfismo de IL-4 -33 C/T y la acalasia.

La presencia del alelo T de este polimorfismo esté asociado con una mayor produccion
de 1L-4%2 y en nuestro trabajo los enfermos portadores de este alelo tienen una edad

inferior a aquellos que presentan el alelo C, lo que podria significar que los portadores
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del alelo T al tener aumentados los niveles de 1L-4 desarrollan antes la enfermedad. Sin
embargo, nuestros resultados muestran que esto no implica que la enfermedad se
manifieste con valores més alterados en la manometria o el transito baritado, resultados
contradictorios ya que ser portador del alelo T resulto ser un factor protector frente a la
acalasia y, si asumimos la base inflamatoria de esta patologia el ser portador de este
alelo deberia ser un factor de riesgo, como asi demostré serlo el ser portador del alelo C
(figura 30).

En resumen, en la acalasia existe un infiltrado inflamatorio localizado en el EEI que se
asocia con una disminucion en la expresion de la éxido nitrico sintasa en las neuronas
del plexo mientérico, lo que da lugar a un aumento en la contraccion del EEI; y sabemos
que las citocinas pueden afectar a la expresion de genes como la 6xido nitrico sintasa y
por lo tanto afectar a la funcion del EEI. Nuestro estudio ha evaluado la asociacion de
polimorfismos de citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento, el PPARy y la
Oxido nitrico sintasa con la acalasia y, aunque hemos encontrado una mayor
susceptibilidad a padecer la enfermedad en los portadores del alelo C y del genotipo CC
del polimorfismo de IL-4 -33C/T asi como en los portadores del genotipo CT del
polimorfismo de eNOS -786C/T y, una menor en los portadores del alelo T del primer
polimorfismo y del genotipo CC del segundo, creemos gque son necesarios mas trabajos

qgue con mayor tamafio muestral corroboren nuestros datos.
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Conclusiones

1. Nuestros resultados muestran gque la inyeccion de toxina botulinica es un tratamiento
util y seguro en pacientes de edad avanzada y con comorbilidades, dado el mayor riesgo
de la cirugia y la dilatacién neumatica.

2. La dilatacion neumatica es un tratamiento efectivo para el control de los sintomas,
aunque, en ocasiones, precisa de varias sesiones para lograr la remisién clinica. Sin
embargo, en nuestra serie, la cirugia es el mejor tratamiento para conseguir la remisién

clinica.

3. La dilatacion y la cirugia reducen de forma estadisticamente significativa la presion
del EEI, sin que se demuestre la superioridad de una técnica respecto a la otra, no
observandose tampoco diferencias significativas en la aparicion de reflujo
gastroesofagico tras la aplicacion de estas técnicas en los pacientes incluidos en nuestro

estudio.

4. En nuestro trabajo hemos observado en las exploraciones con transito baritado una
reduccion del didmetro del cuerpo esofagico y un aumento del didmetro del cardias tras
la dilatacion y la cirugia, siendo mayor el aumento del diametro del cardias tras la

cirugia.

5. El estudio de variantes genéticas en los pacientes incluidos en el estudio muestra que
los portadores del alelo C del polimorfismo de IL-4 -33C/T, asi como aquellos
portadores del genotipo CT del polimorfismo de NOS3 -786C/T, estan mas
representados en el grupo diagnosticado de acalasia esofagica, al contrario que en el
caso de los portadores del alelo T del primer polimorfismo y del genotipo CC del
segundo. Estos resultados sugieren que pueden existir factores genéticos que modifican
la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad, siendo necesarios estudios en series mas

amplias para confirmar esta hipotesis.
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