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Resumen: Este estudio tiene como objetivo mejorar la salud de los pacientes que sufren el sindrome de
fatiga cronica (SFC) mediante estudios bioquimicos de la enfermedad, especificamente de la funcion
mitocondrial y la produccion de ATP (adenosin trifosfato), la moneda energética de todas las funciones
corporales, reciclando ADP (adenosin difosfato) para reemplazar el suministro de ATP segln su requerimiento.
Pacientes atendidos por la medicina privada especializada en SFC fueron diagnosticados utilizando los criterios
de los Centros para el Control de Enfermedades (Centers for Disease Control) estadounidenses. Consultando a
cada paciente, un nimero de la Escala de Capacidad Bell para el SFC (Bell CFS Ability Scale) fue asignado, y
una muestra de sangre fue tomada para el test “perfil de ATP” (ATP profile) disefiado para el SFC y otros
trastornos que cursan con fatiga. Cada test produjo 5 factores numéricos que describen la disponibilidad de
ATP en los neutrdfilos, la fraccion del complejo con magnesio, la eficiencia de la fosforilacion oxidativa, y las
eficiencias de transferencia de ADP hacia la mitocondria y de ATP hacia el citosol, donde la energia es
utilizada. Con el consentimiento de cada uno de los 71 pacientes y de los 53 individuos sanos de control, los 5
factores han sido cotejados con la Escala de Capacidad Bell. Los factores numéricos individuales muestran que
los pacientes tienen diferentes combinaciones de lesiones bioquimicas. Cuando los factores son combinados,
una correlacion excepcional es observada entre el grado de disfuncién mitocondrial y la severidad de la
enfermedad (P<0.001). Solo 1 de los 71 pacientes estd en la region de normalidad. Por otro lado, se
demuestra que el test “perfil de ATP” es una poderosa herramienta de diagndstico que puede diferenciar entre
pacientes que tienen fatiga y otros sintomas como resultado de un gasto excesivo de energia por estrés y
factores psicoldgicos y aquellos que tienen insuficiente energia debido a una disfuncién en la respiracion
celular. Los resultados individuales indican qué remedios, en forma de suplementos dietéticos, medicamentos
y destoxificacion, tienen mas probabilidades de ser beneficiosos, y qué otros tests deberian llevarse a cabo.
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Introduccion

El sindrome de fatiga cronica es una enfermedad
multisistémica que les roba a sus victimas su salud
y dignidad. Dos de los signos mas caracteristicos y
debilitantes del SFC son una resistencia muy
reducida y una fatiga post-ejercicio. A veces la
fatiga es principalmente mental, y otras es
fundamentalmente fisica. La fatiga se considera
falta de energia, viniendo ésta del proceso
metabdlico basico de la oxidacion de los nutrientes.

Una hipotesis ampliamente sostenida (A) es que el
metabolismo en personas con SFC es normal y la
fatiga y otros sintomas son debidos a factores
psicoldgicos. Se sabe que la fatiga fisica es falta de
energia, pero la fatiga mental es considerada como
una sensacion subjetiva caracterizada por una falta
de motivacion y alerta [1], incluso aunque el
cerebro sea el principal consumidor de energia
celular en estado de reposo. Los pacientes pueden
mostrar una disposicién negativa a la enfermedad
que incrementa la severidad de los sintomas [2,3].
Sin embargo, si el metabolismo estad funcionando
adecuadamente, la fatiga y los sintomas
relacionados deben ser debidos a que la energia
estd siendo malgastada por procesos mentales y
fisicos de estrés, ansiedad, tension y depresion.
Los pacientes deberian poder ser ayudados, y
posiblemente curados, con una intervencion
psicoldgica, p.ej. la terapia congnitivo-conductual.
Para explicar el malestar post-ejercicio una
hipdtesis alternativa (A') es necesaria, pudiendo
llamarse “falta de acondicionamiento fisico” debido
al desuso de los mdusculos. Sin embargo, la
hipdtesis A' no se sostiene en la practica, como
veremos en muchos casos a continuacion.

Una hipotesis alternativa (B) es que hay una
disfuncion metabdlica donde no se produce la
suficiente cantidad de energia. La fuente principal
de energia viene de la completa oxidacion de la
glucosa a didxido de carbono y agua. El sistema
digestivo produce glucosa, glicerol y acidos grasos,
y aminoacidos. Si hay un problema en el sistema
digestivo, p.€j. fermentacion intestinal,
hipoclorhidria o insuficiencia pancreatica, la
produccion de energia se vera afectada y puede
provocar una fatiga [4]. Estas condiciones pueden
y deberian ser comprobadas. Las alergias y un mal
funcionamiento de la glandula Tiroides también
pueden producir fatiga.

Cuando el sistema  digestivo  funciona
correctamente, el torrente sanguineo se nutre de
glucosa y lipidos, donde, junto con el oxigeno
unido a la hemoglobina en los eritrocitos (globulos
rojos), son transportados a cada célula del cuerpo.
En el citosol de cada célula la glucosa se
descompone, en una serie de reacciones quimicas
llamadas glicdlisis, en dos moléculas de piruvato

que entran en los organulos productores de
energia presentes en la mayoria de las células del
cuerpo, llamados mitocondrias. Algunos detalles
estructurales y el nimero de mitocondrias por
célula depende de los requerimientos de energia
en cada caso; las células cardiacas, del musculo
esquelético, del higado y del cerebro son las que
las tienen mayor numero. La mitocondria genera
energia mediante el metabolismo oxidativo en
forma de ATP (adenosin trifosfato) que cuando se
hidroliza al bifosfato ADP, libera energia para
producir  contracciones musculares, impulsos
nerviosos y cualquier proceso consumidor de
energia, incluyendo la energia quimica necesaria
para sintetizar todas las moléculas complejas del
organismo [5,6]. Asi, una disfuncién mitocondrial
resultara en fatiga y puede producir otros sintomas
del SFC.

Las dos hipdtesis no son mutuamente excluyentes.
Algunos pacientes pueden satisfacer ambas. Sin
embargo hay restricciones; el ritmo metabdlico
basal (alrededor de 7000 kJ por dia) debe ser
mantenido y la primera ley de la termodinamica no
puede ser violada.

Hay pruebas evidentes de que la disfuncion
mitocondrial estd presente en algunos pacientes de
SFC. Biopsias musculares estudiadas mediante
microscopio electronico han mostrado
degeneracion mitocondrial anormal [7-9]. También
se han encontrado en biopsias, severas delecciones
genéticas en el ADN mitocondrial (mtADN), genes
gque estan asociados con la  produccion
bioenergética [9,10]. Una consecuencia de la
disfuncion mitocondrial es un incremento en la
produccion de radicales libres, que causan dafio
oxidativo. Este dafio oxidativo y una incrementada
actividad de las enzimas antioxidantes han sido
detectados en especimenes musculares [11].
Algunos compuestos esenciales (carnitina y acil-
carnitina) necesarios para algunas reacciones
metabodlicas en la mitocondria han sido medidos en
suero, y se han encontrado reducidos en pacientes
con SFC [12,13]. Ambos estudios encontraron una
correlacion entre los niveles de carnitina y la
capacidad funcional. También se han encontrado
un metabolismo oxidativo reducido [14-16] vy
concentraciones mas altas de xenobidticos, lactato
y piruvato.

En un grupo de pacientes fue observada una
disminucion del pH intracelular después de
ejercicio moderado, y un ratio reducido de sintesis
de ATP durante la recuperacion fue también
medido [18]. Estos hallazgos sugieren una
afectacion en el reciclaje mitocondrial del ADP en
ATP.

Sin embargo, también hay estudios similares que
no confirman la disfuncion mitocondrial. Es
probable que esto sea debido a los diferentes



criterios de diagndstico utilizados. Por ejemplo, el
criterio de Oxford (Oxford criteria) [1], una
definicion propuesta por psiquiatras, requiere solo
fatiga; "otros sintomas pueden estar presentes"
pero no son esenciales. El criterio de los Centros
para el Control de Enfermedades [Centers for
Disease Control (CDC)], es mas selectivo ya que
requiere cuatro sintomas adicionales de una lista
de ocho [19]. En Inglaterra en 2007 el Instituto
Nacional para la Calidad Clinica [National Institute
for Clinical Excellence (NICE)] todavia introdujo
otro criterio, fatiga mas algin otro sintoma, por
ejemplo dolor de garganta persistente [20]. Al otro
lado del espectro estan los criterios basados en
estudios de pacientes con Encefalopatia Mialgica
(EM) [21-23] que han culminado en el consenso de
criterios Canadienses [24]; el criterio canadiense es
improbable que incluya a pacientes que satisfagan
solo la hipdtesis A. Todavia mas confuso es el
hecho de que ambos criterios, el Canadiense y el
nuevo NICE de Inglaterra usan el término EM/SFC
(ME/CFS) a pesar de que sus criterios son muy
diferentes. Hoy en dia el criterio de los CDC es
internacionalmente usado como criterio para
propdsitos de investigacion a pesar de su falta de
precision [25]. Esta situacion puede cambiar en el
futuro porque el criterio canadiense esta ganando
una aceptacion mas amplia, y una agencia de
investigacion benéfica (ME Research UK) requiere
ahora ambos criterios, el de los CDC y el
Canadiense, para ser usados en los proyectos de
investigacién que financia. Usamos los términos
SFC o SFC/EM para el criterio de los CDC y EM/SFC
para el criterio Canadiense. Nuestro estudio tiene
como meta evaluar el rol de la disfuncidn
mitocondrial, con el objetivo principal de ayudar a
los pacientes.

La hipotesis B es atractiva porque una disfuncion
mitocondrial en varios 6rganos ofrece una posible
explicacion para muchos de los otros sintomas del
SFC y de la EM. Hay pruebas crecientes de que los
sintomas son debidos a disfunciones a un nivel
celular. Se han visto anormalidades en células del
sistema inmune [26], y estudios de expresion
genética han revelado anormalidades en genes
asociados con células del sistema inmune, células
cerebrales, células del musculo esquelético, con la
tiroides y con la mitocondria [27,28]. Otro estudio
posterior identifico siete fenotipos clinicos [29].
Parece que hay tres grupos distintos de
anormalidades clinicas que definen el SFC [30]: (a)
anormalidades en el flujo sanguineo y vasculares,
como la intolerancia ortostatica (sistema vascular),
(b) dolor generalizado, y alta sensibilidad a
comidas, temperatura, luz, ruido vy olores
(sensibilizacion del Sistema Nervioso Central), y (c)
fatiga, cansancio y niebla mental (produccion de
energia mermada). La hipotesis B consiste en que
la falta de energia en el tercer grupo se origina en
las mitocondrias de las células individuales. Pero la

disfuncion mitocondrial también puede producir las
anormalidades (a) y (b) porque el ATP producido
en cada célula por sus mitocondrias es la principal
fuente de energia para todas las funciones
corporales.

Estas observaciones de las investigaciones
biomédicas en el SFC son muy prometedoras, pero
écuanto tiempo tienen que esperar los pacientes
antes de que haya un progreso real en la mejoria
de sus sintomas? En la consulta médica privada
especializada en el SFC, la meta principal es hacer
que los pacientes se sientan y funcionen mejor. Se
comienza el tratamiento utilizando el conocimiento
biomédico existente para proporcionar una base de
nutricion, del manejo del estilo de vida y del
descanso. En caso de estar presentes, también se
abordan los problemas tiroideos, adrenales y de
alergias. La mayoria de pacientes mejora con estas
intervenciones. No obstante, en muchos casos la
mejoria no es tan grande como quisieran el
paciente y el médico. Cuando uno de nosotros
(SM) supo que se comercializaba el kit necesario
para la realizacion del test “perfil de ATP” se pensd
que podria ser util para predecir el nivel de
incapacidad y para identificar cualquier lesion
bioquimica que pudiera ser la causa subyacente. El
kit del test “perfil de ATP”, desarrollado por uno de
nosotros (JMH), se ha disefiado especificamente
para el SFC y para otras condiciones donde la
disponibilidad de energia esta reducida. Se
encontré rapidamente que el “perfil de ATP” era
muy Util para predecir el nivel de incapacidad,
sugiriendo ademas cuales eran las intervenciones
gue mas probablemente beneficiarian a los
pacientes. A los efectos de este estudio se han
efectuado los tests en una determinada cantidad
de pacientes y también en ciertos sujetos sanos.
Una vez cotejados, los resultados de los tests
mostraron evidencias completamente inesperadas.
Antes de informar sobre los procedimientos de los
tests y sus resultados, proporcionamos un breve
resumen sobre la manera en la que las
mitocondrias producen energia.

Metabolismo energético mitocondrial

En cada célula la glucosa es descompuesta en
piruvato, proceso en el que se produce algo de
ATP (2 moléculas netas por cada molécula de
glucosa). El piruvato y los acidos grasos entran en
las mitocondrias de cada célula, como muestra de
forma esquematica la Figura 1, donde ocurren
dos procesos metabodlicos coordinados: el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA), también conocido
como ciclo de Krebs, que produce algo de ATP, y la
cadena de transporte de electrones (ETC, también
llamada Cadena Respiratoria porque utiliza la
mayoria del oxigeno que respiramos) que regenera
el ATP desde el ADP mediante el proceso de la
fosforilacion oxidativa (ox-phos). En total se



producen algo mas 30 moléculas de ATP por cada
molécula de glucosa, y éstas constituyen los
paquetes mas importantes de energia celular,
usados para todos los procesos vitales. Ademas de
los alimentos y el oxigeno, las vias metabdlicas
requieren todos los nutrientes implicados en la
produccion de una gran cantidad de enzimas que
controlan la multitud de reacciones bioquimicas
implicadas y todos los cofactores necesarios para
activar las enzimas [31-33]. La mayoria de las
enzimas estan codificadas por el ADN nuclear
(nADN) de los nucleos celulares y unas pocas estan
codificadas por el mtADN. Algunas de las enzimas
dependen de otros oOrganos. Por ejemplo, la
hormona tiroidea es necesaria para el ciclo TCA.
Por otra parte el hipertiroidismo, puede desacoplar
el proceso ox-phos [34]; o sea que un problema
tiroideo puede llevar a desarrollar fatiga y esto
puede ser analizado. El cuerpo humano contiene
normalmente menos de 100 gr. de ATP en
cualquier instante, pero puede consumir hasta 100
Kg. al dia. Por esto el proceso ox-phos de reciclaje
es extremadamente importante y produce mas del
90% de nuestra energia celular. Las caracteristicas
y los procesos mas importantes estan ilustrados de
manera simplificada en la Figura 1 (se pueden
encontrar mas detalles en cualquier libro de texto
de bioquimica de nivel pre-universitario, p.€j. [6], ¥
en libros de texto de biologia de nivel avanzado de
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la escuela secundaria, p.ej. [35]). EI ETC culmina
con el complejo proteinico ATP sintasa que es
como un motor secuencial reversible en el que se
producen 3 moléculas de ATP a partir de ADP y
fosfato inorganico (P) en cada revolucién [36].
Debido a la historia evolutiva el ATP se produce
dentro de Ila membrana interna de las
mitocondrias, pero se utiliza fuera de ella, en el
citosol, donde libera energia al convertirse en ADP
y Pi. Como i6n negativo el P es co-transportado de
vuelta hacia dentro junto con el H+, mientras que
el ADP* es transportado también hacia dentro a
través de la proteina Translocasa, adenina
nucledtido translocasa (TL o] ANT),
intercambiandose por el ATP* que sale y entra en
el citosol. Aqui hay problemas potenciales porque
se sabe que ciertas moléculas especificas (p.€j. la
atractilosida) bloguean la transferencia hacia el
interior, mientras otras pueden bloquearla hacia el
exterior [37], y existe la posibilidad de que haya
otras moléculas, incluyendo  contaminantes
ambientales que puedan bloquear dichas
transferencias.

¢Qué ocurre cuando alguna parte de estas vias
metabodlicas celulares funciona incorrectamente? Si
no funciona correctamente la fuente de energia
mitocondrial pueden aparecer muchos sintomas de
enfermedad [38] incluyendo los sintomas del SFC.
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FIGURA 1. Metabolismo energético en una célula y en la mitocondria

Fases mas importantes y localizacién del metabolismo energético en una célula humana (izquierda), y detalles simplificados de
una mitocondria que muestra los ciclos metabdlicos principales y la cadena respiratoria de fosforilacién oxidativa (derecha). La
membrana mitocondrial externa es muy permeable, mientras que la interna lo es solamente para agua y gases. Proteinas
especiales transportadoras y Translocasas pasan los reactantes a través de ella. Arriba estan las proteinas implicadas en la cadena
respiratoria del traspaso de electrones (ETC) y en el traspaso de ATP y ADP entre el citosol y la mitocondria. EL ADP y el Pi son
combinados por la ATP sintasa para fabricar ATP. La Translocasa ADP/ATP se abre hacia fuera (OUT) para transferir ADP a la
matriz y se abre hacia dentro (IN) para trasferir ATP al citosol. La enzima nicotinamida adenina dinucleotido juega un papel



fundamental en su forma oxidada NAD+ y en su forma reducida NADH + H+ en el transporte y en la transferencia de protones

(H+) y electrones (€). Adaptado de: [35] y [5].

Supongamos que la demanda de ATP es mas alta
que el ritmo al que puede ser reciclado. Esto
ocurre a los atletas durante la carrera de 100
metros. Las células musculares entran en el
metabolismo anaerdbico donde cada molécula de
glucosa es convertida en 2 moléculas de &cido
lactico. Este proceso es muy ineficiente (5.2% de
produccion de energia comparada con el 100% de
la oxidacion completa) y solo puede durar unos
pocos minutos. El incremento de acidez produce
dolor muscular. Asimismo, cuando la concentracion
de ADP en el citosol incrementa y éste no puede
ser reciclado suficientemente rapido en ATP, ocurre
otra reaccion quimica. Esto se vuelve importante si
hay cualquier disfuncion mitocondrial. Dos
moléculas de ADP interactlian para producir una de
ATP y una de AMP (adenosin monofosfato). El AMP
no puede ser reciclado [6] y a consecuencia se
pierde la mitad del potencial del ATP. Esto precisa
de algunos dias para reponerse y puede contribuir
al sintoma de malestar post-esfuerzo
experimentado por los pacientes [39-43].

Por esto la disfuncion mitocondrial que resulta en
un deterioro de la produccion y del reciclaje del
ATP es una hipotesis bioldgicamente plausible, y
hay considerable evidencia de que esto es un
factor contributivo en el SFC, al menos en un
subgrupo de pacientes. Nuestro estudio puede
considerarse como un test de esta hipétesis.

Métodos
Participantes

Setenta y un pacientes, 54 mujeres de media de
edad de 47 (rango de 14 a 75) y 17 hombres de
media de edad de 52 (rango de 20 a 86), fueron
seleccionados de un total de 116 pacientes
consecutivos que acudieron a una clinica médica
privada especializada en SFC/EM. Solamente se
excluyeron a los pacientes si no cumplian los
criterios de diagnostico para el SFC de los CDC
[19] o si se habian realizado el test “perfil de ATP”
antes de haberlos visto clinicamente. Se
efectuaron, cuando eran apropiados, evaluaciones,
tests e intervenciones, por problemas dietéticos y
de suefo, alergias, y problemas tiroideos vy
adrenales. También se les dio consejo sobre el
reposo requerido. Después de esta fase se
mantuvo una reunion con cada paciente durante la
cual se les asignd una acordada Habilidad
numérica, la cual fue registrada en las notas
clinicas. La Escala integral de Habilidad SFC [44] va
de 0 a 10 y se adjunta en el Apéndice A. Se
propuso a aquellos pacientes que no habian
mejorado hasta un nivel clinico aceptable después
de estas intervenciones que se realizaran el test

“perfil de ATP”. Todos los pacientes participantes
tenian una puntuacion de 7 o menos en la Escala
de Habilidad SFC.

Se explicd la naturaleza del test y cada paciente
accedio (y pagd) a realizarse el test “perfil de ATP”
(se necesitaba una muestra de 3 ml de sangre
venosa). El laboratorio que efectud los tests (Biolab

Medical Unit, www.biolab.co.uk) desconocia la
Habilidad asociada con cada muestra de sangre. A
medida que se realizaban los test en mas
pacientes, quedaba patente que los resultados del
“perfil de ATP” estaban proporcionando
informacion Util, y se les pidid a los pacientes un
permiso escrito e informado para utilizar de
manera anénima los datos de sus tests. Todos los
pacientes lo dieron.

Como Director del Laboratorio Biolab y hasta su
retiro de ese puesto en 2007, uno de nosotros
(JMH) recolecté muestras sanguineas de cincuenta
y tres voluntarios sanos. Biolab obtuvo el permiso
escrito con el consentimiento informado de cada
voluntario. Se procesaron de la misma manera las
muestras del grupo de pacientes y del grupo de
sujetos sanos (de control). El grupo de control
consistia en 40 mujeres con una media de edad de
36 (rango de 18 a 63) y en 13 hombres cuya
media de edad era de 35 (rango de 18 a 65).

Para ambos grupos todos los procedimientos
fueron consistentes con la Declaracion de Helsinki
(2000) de Ila ™“World Medical Association”
(www.wma.net) y este informe sigue las guias
del “International Committee of Medical Journal
Editors” (icmje.pdf disponible en
WWWw.icmje.orq).

Procedimientos

El ATP esta presente en las células, sobre todo
como un complejo con magnesio y es hidrolizado al
difosfato (ADP) como la fuente de energia mas
importante para los musculos y otros tejidos. La
conversion de ADP en ATP dentro de las
mitocondrias puede ser blogueada o parcialmente
bloqueada por ciertos contaminantes ambientales.
Especificamente, la TL en la membrana
mitocondrial que controla la transferencia de ADP
desde el citosol y de ATP hacia el citosol, puede ser
guimicamente inhibida, siendo su eficacia también
dependiente del pH. Los cambios en el equilibrio
acido-base, la disponibilidad de magnesio y la
presencia de productos metabolicos anormales
pueden tener similares efectos que la inhibicion
xenobidtica de la TL.



Se han desarrollado unos cuantos métodos para
medir el ATP. Métodos como la espectroscopia con
resonancia magnética (MRS) de 3'P requieren unos
medios  disponibles solamente en grandes
hospitales o en institutos de investigacion. Se
pueden hacer biopsias de musculo esquelético,
pero no de drganos vitales, como del corazon,
cerebro o higado. Los métodos que emplean
muestras sanguineas (especificamente neutrdfilos)
son relativamente no invasivos y se pueden llevar a
cabo como tests rutinarios. Ademas, el flujo
sanguineo llega casi a todas las células del cuerpo
y lleva mucha informacion de lo que esta
ocurriendo. El método para medir el ATP utilizado
en el “perfil de ATP”, data de 1947 cuando McElroy
vertié una solucion de ATP en colas de luciérnaga
pulverizadas y observé una brillante luminiscencia,
encontrando que la cantidad de luz producida era
proporcional a la concentracion de ATP [45]. Asi
mostré que la energia que contiene el ATP puede
producir luz y esto llevo al desarrollo de mediciones
bioluminiscentes que se pueden realizar de manera
rutinaria y reproducible con kits de ensayos
bioquimicos comercialmente disponibles y con
equipos de bioluminiscencia [46-49]. La luz es
producida cuando el ATP reacciona con la D-
luciferina y el oxigeno en presencia de Mg** y de la
enzima luciferasa. Cuando el ATP es el reactivo
limitante, la luz emitida es proporcional al ATP
presente.

El test "perfil de ATP”

El test “perfil de ATP” encuentra 5 factores
numéricos independientes de 3 series de
mediciones, (A), (B) y (C) en muestras de sangre
(neutrdfilos). En el Apéndice B se dan detalles
sobre las medidas efectuadas y de como se han
calculado los factores numéricos. Las 3 series son:

(A). La concentracion de ATP en los neutrofilos se
mide en presencia de un exceso de magnesio que
se necesita para las reacciones del ATP. Esto da el
factor ATP en unidades de nmoles por millones de
células (o fmoles/célula), correspondiente a la
medida de cuanto ATP hay presente. Luego se
hace una segunda medicion, con sdlo el magnesio
endogeno presente. El Ratio ATP es el cociente
entre la cantidad de ATP medida con magnesio
enddgeno y la cantidad medida con magnesio
afiadido. Esto nos indica qué fraccion de ATP hay
disponible para el suministro de energia.

(B). La eficiencia del proceso de la fosforilacion
oxidativa se mide al inhibir primero la conversién
de ADP en ATP en el laboratorio con sodio azida.
Este producto quimico inhibe tanto la proteina
mitocondrial citocromo a3 (Ultimo paso en el ETC),
como la ATP sintasa [50]. EI ATP debe entonces
ser consumido rapidamente y dar una

concentracion baja al ser medido. Luego, se
elimina el inhibidor lavando y volviendo a mantener
las células en una solucion tampoén. Las
mitocondrias deben  entonces rapidamente
recuperar el ATP a partir del ADP y restaurar la
concentracion de ATP. El resultado neto da el Ox
Phos, que es la eficiencia de reciclaje del ADP en
ATP, proceso que aporta mas energia disponible
seglin se requiera.

(C). La TL varia un Unico sitio de fijacion entre dos
emplazamientos. En la primera posicion el ADP es
recuperado del citosol para ser reconvertido en
ATP, y en la segunda el ATP producido en las
mitocondrias es traspasado al citosol para liberar
su energia. Se realizan las mediciones atrapando
las mitocondrias en un medio con afinidad
cromatografica. Primero se mide el ATP
mitocondrial. Luego, se afiade un tampon
contenedor de ADP a un pH que fuertemente incita
a la TL hacia la recoleccion del ADP para ser
convertido en ATP. Después de 10 minutos se mide
el ATP en las mitocondrias. Esto nos da el numero
TL OUT. Esta es la medida de la eficiencia de la
transferencia de ADP desde el citosol para su
reconversion en ATP en las mitocondrias. En la
siguiente mediciéon se afiade un tampoén a un pH
que fuertemente incita la TL en la direccion de
devolver el ATP al citosol. Después de 10 minutos
se lavan las mitocondrias para liberarlas del
tampon y se mide el ATP restante en las
mitocondrias y esto da el nimero TL IN. Esta es
una medida de la eficiencia del traspaso de ATP
desde las mitocondrias al citosol, donde puede
liberar su energia segun se requiera.

Resultados
Los factores numeéricos individuales

La Figura 2 muestra unas graficas de dispersion
(un punto para cada paciente) de cada uno de los
5 factores vs. Habilidad SFC. Como veremos mas
adelante es conveniente dividir los datos de los 71
pacientes en 3 categorias, “muy severo”, “severo”
y “moderado”, que tienen mas o menos la misma
cantidad de entradas (25, 21 y 25). A la derecha
de cada grafica de dispersion mostramos un
histograma de proyeccién estratificado para las 3
categorias de Habilidad (para los pacientes) y mas
a la derecha un histograma para los sujetos de
control. Si se mira primero el histograma de ATP
para los sujetos de control vemos un valor minimo
bien definido, con una larga cola hacia arriba
hasta un valor maximo de 2.89 fmoles/célula. El
valor medio es 2.00 + 0.05 [EEM (Error estandar
de la media), n=53] que puede ser comparado con
la medicion, 1.9 + 0.1 (EEM=12), hecha hace unos
25 afios con la misma técnica en un estudio de la
energética de la fagocitosis en neutrofilos[51].
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Figura 2. Grdficas de dispersion de los 5 factores (Desde A hasta E) medidos en el test “perfil del ATP” vs. Habilidad SFC. En el
medio estan los histogramas de proyeccion estratificados de las 3 categorias del grupo de pacientes, y a la derecha los
histogramas de proyeccion del grupo de control. Las gruesas lineas de guiones horizontales corresponden al valor minimo de cada
factor medido para el grupo de control.
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El histograma estratificado para los
pacientes y para los datos relativos a la
Habilidad SFC muestra claramente que
algunos pacientes estan en la region
normal y que algunos estan por debajo,
separandose en dos grupos con muy poco
solapamiento. En vez de comparar a los
pacientes con la media del grupo de control
como se acostumbra, preferimos
compararlos con los valores minimos del
grupo de control, que estd mas claramente
definido. Este método también nos permite
clasificar los pacientes seglin se encuentren
en la region normal o por debajo. Esto se
puede cambiar facilmente y se dan todos
los ndimeros en la Figura 2.
Por tanto mostramos con una gruesa linea
de guiones horizontal el valor minimo de
cada factor medido en los controles.

La Figura 2A, ATP vs. Habilidad SFC,
muestra que la mayoria de los pacientes
“muy severos” y “severos” estan por debajo
del minimo normal, pero muy pocos estan
debajo del 75% de este minimo. Apuntar
que 3 de los pacientes “muy severos”
estan dentro de la regién normal; Estos
tienen problemas con uno o mas de los
otros 4 factores. Sobre el 50% de los
pacientes “moderados” estan en la regién
normal. Hay una pequefia correlacion
positiva que se indica con las cruces
“trend”. No hay un suave incremento en el
ATP con la Habilidad, pero si un aumento
de la fraccion de los pacientes por encima
de la linea minima de normalidad.

La Figura 2B muestra el Ratio de ATP vs.
Habilidad SFC. La mayoria de pacientes en
las 3 categorias estan por debajo del
minimo normal y aproximadamente 1/3 de
los pacientes “moderados” estan por debajo
de 75% del minimo normal. La correlacién
con la Habilidad es ligeramente negativa.
Los valores para los sujetos de control
estan sin embargo claramente agrupados
con un minimo de 0.65 y una media de
0.69.

La grafica para el Ox Phos en la Figura 2C
muestra un amplio rango de valores y una
fuerte correlacion positiva para este factor
con respecto al grupo de pacientes. La
proyeccion estratificada claramente
muestra que hay dos grupos — por encima
y por debajo del minimo normal y el grupo
de arriba abarca un rango similar a los

controles. Destacar el alto valor para el
Unico paciente con Habilidad SFC=0. Este
paciente también tiene ATP=1.26 y un ATP
Ratio=0.59 que no estan muy por debajo
de los minimos normales.

La grafica TL OUT de la Figura 2D también
muestra dos grupos, sinembargo en este
caso con un pico en las proyecciones
estratificadas, justo por encima del minimo
normal, y esto se ajusta estrechamente con
la proyeccion del grupo de control. Muchos
pacientes, particularmente los “muy
severos” estan muy por debajo del minimo
normal.

La gréfica TL IN de la Figura 2E también
muestra un pico en la regiéon normal. No
obstante, algunos pacientes tienen valores
muy bajos, incluyendo el paciente con
Habilidad SFC=0. El producto TL OUT x TL
IN es solamente 0.012 para este paciente
que estd gravemente enfermo, mientras
que este producto es 0.17 para el minimo
normal, un miltiplo mayor de 14. Si
solamente se hubiera medido el ATP y el
Ox Phos no se hubiera detectado la muy
severa disfuncion mitocondrial de este
paciente. Destacar la fuerte correlacion
positiva para el TL IN.

La mayoria de pacientes estan por debajo
de lo normal en mas de un factor (El
[rango] medio es 3.7 [de 2 a 5] para “muy
severos”, 3.5 [de 2 a 5] para “severos” y
2.2 [de 1 a 4] para “moderados”). Algunas
de estas caracteristicas estan resumidas
numéricamente en la  Tabla 1.

Para la mayoria de factores, el porcentaje
de pacientes que estan en la regién normal
incrementa al ir de “muy severos” a
“severos” y a “moderados”. La excepcion es
el Ratio ATP que disminuye ligeramente,
siendo constante el error estadistico del
mismo. Tanto el TL IN, como el producto
TL OUT x TL IN, incrementan por mdltiplos
altos. Para los pacientes de la categoria
“moderada” la influencia mas importante en
su enfermedad parece ser el Ratio ATP.

La Tabla 1 también ilustra la importancia
de medir mas de un factor. Por ejemplo, si
se hubiera medido solamente el ATP, el
28% de todos los pacientes se hubieran
clasificado como normales, y de haber
medido unicamente el Ox Phos, el 32% de
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los pacientes “muy severos” se hubieran
clasificado como normales.
Correlaciones entre los factores numéricos

También es util observar las correlaciones
entre las parejas de factores numéricos.
Los 5 ejemplos mas relevantes se muestran
en la Figura 3.

En las gréficas de dispersion de la Figura
3, la region normal es la regidn rectangular
en la esquina derecha superior definida por
las lineas de guiones minimas de
normalidad. En la grafica correspondiente al
Ratio ATP vs. ATP (Figura 3A), la mayoria
de pacientes esta bastante cerca de la
region normal, menos un grupo pequefio
gue esta en ATP Ratio ~ 0.35.

En la grafica Ox Phos vs. ATP (Figura 3B)

hay solo unos pocos pacientes, todos
“moderados”, en la region normal para
ambos factores. Algunos de los pacientes
“muy severos” y “severos” estan en la
region normal para Ox Phos y algunos
estan muy por debajo. Observar la notoria
correlacion negativa para los controles
normales. Esto muestra que para los
sujetos normales hay un sistema
compensatorio; p.ej. si el ATP esta alto, el
Ox Phos esta bajo y viceversa. Esto es de
esperar porque la concentracion de ATP es
el factor fundamental en el control del ritmo
del proceso ox-phos, ajustandose asi el
suministro de energia para cubrir su
demanda. No hay evidencia obvia de este
efecto en el grupo de pacientes.

Tabla 1. Algunas caracteristicas de los factores medidos en los tests “perfil de ATP”

Porcentaje de pacientes en la region normal

Categoria
ATP Ratio ATP

Ox Phos

TLOUT TLIN  TL OUTXTLIN

todos (N=71) 28+5 28+5 386

39+6 52+6 30£5

muy severo 12+7 32+£10 32 +£10
Severo 19+£9 29+£10 19+9
Moderado 52+ 10 24+9 60 + 10

24+9 249 86
38 £11 48 %11 14+8
56+ 10 84 +8 64 + 10

Los errores mostrados son +1 DE (Desviacion Estandar), calculados con la distribucion

very severe
severe

moderate

X o o »

normal controls

— — normal minima

TLIN
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Figura 3. Graficas de dispersion de correlaciones entre las parejas de factores medidos en el “perfil de ATP”.

En la grafica Ox Phos vs. TL OUT (Figura
3C) solo 6 pacientes (todos “moderados”)
estan en la region normal de ambos
factores. Observar como los resultados para
el TL OUT muestran 2 grupos, una banda
estrecha a la derecha de la linea de guiones
vertical y un grupo esparcido a la izquierda
de esta linea. Mirandolo verticalmente,
vemos que para el primer grupo, la
Habilidad de los pacientes (indicada por las
3 categorias) esta correlacionada con su
valor de Ox Phos. Hay un gran
esparcimiento para esta variable, y de
nuevo parece haber dos grupos, mas o
menos divididos por la linea del minimo
normal horizontal. Algunos de los pacientes
de las 3 categorias estan por encima de
esta linea, pero tienen problemas con uno o
mas de los otros factores. Algunos de los
pacientes "muy severos" tienen el Ox Phos
por debajo del minimo normal, con
diferencias de un orden de magnitud.

En la grafica Ox Phos vs. TL IN (Figura
3D) hay muchos mas pacientes en la
region normal para ambos factores, pero
también muchos con valores muy bajos
para una o ambas variables.

En la grafica TL IN vs. TL OUT (Figura 3E)
hay dos grupos, uno en la esquina derecha
superior que corresponde a la region
normal para ambos factores, y otro muy
por debajo, en el TL IN ~ 0.1. Algunos
pacientes estan también muy por debajo
del minimo normal para ambas variables.

Segun los métodos bioquimicos empleados
podriamos esperar cierta correlacion entre
los factores TL y Ox Phos, pues ambos
estan muy relacionados, interactuando
conjuntamente en el ciclo de reconversion
del ADP en ATP. Sin embargo las graficas
indican que los métodos bioquimicos
utilizados permiten separar los factores TL
y Ox Phos y medirlos asi de manera
individual.

Creemos que esta es la primera vez que
han sido observados estos efectos de
manera tan detallada.

La Puntuacion de la Energia Mitocondrial
Las mediciones bioquimicas obtenidas por

el “perfil de ATP” separan los procesos de
generacion de energia y de reciclaje en 5

pasos. Como en cualquier proceso
secuencial, por ejemplo en la produccion de
potencia eléctrica o en una cadena de
montaje, la eficiencia del proceso global es
el producto de las eficiencias de los pasos
individuales. Cualquier indice de
ponderacion relativa es irrelevante;
Unicamente tiene consecuencia dentro de
un factor general de normalizacién. El
producto de ATP y Ratio ATP es Ia
concentracion celular de ATP en complejo
con magnesio y esto corresponde al
suministro de energia disponible en forma
de ATP. Ox Phos es la eficiencia del ETC
que convierte el ADP en ATP. Sin embargo,
para producir mas energia disponible
mediante el reciclaje del ADP, la proteina
Translocasa debe encarar de manera
eficiente su sitio de union hacia fuera, para
recoger e ADP (TL OUT), vy
alternativamente encararlo hacia dentro (TL
IN), para transmitir de manera eficiente el
ATP desde la mitocondria hacia el citosol,
donde su energia pueda ser utilizada.

Hemos concluido que es Gtil calcular el
producto de los cinco factores, esto es, la
eficiencia relativa global de produccién de
energia mitocondrial, a la que hemos
llamado “Puntuacién de Energia
Mitocondrial”. Simplemente multiplicamos
los 5 factores para cada paciente y para
cada control. El valor minimo para los
controles es 0.182 fmoles/célula. Hemos
elegido este valor como nuestro punto de
normalizacion, por el cual hemos dividido la
Puntuaciéon de Energia Mitocondrial (Tanto
para los pacientes como para los controles),
obteniendo de esta forma un valor de
Puntuacién de Energia Mitocondrial > 1
para todos los controles.

En la Figura 4A se muestra una grafica de
dispersion de la Puntuacion de Energia para
cada paciente y cada sujeto sano de
control, con respecto a su Habilidad SFC. La
linea de guiones horizontal indica el valor
minimo para los sujetos de control y éste es
nuestro valor de normalizacion de 1.00.
Solo uno de los 71 pacientes tiene una
Puntuacion de Energia > 1 (exactamente
de 1.25, con una Habilidad SFC = 7). No
obstante, este paciente muestra 2 de los 5
factores por debajo del minimo de
normalidad.
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Destacar el alto grado de correlacion entre
la Puntuacién de Energia y la Habilidad
SFC, siendo esto independiente de donde
esté el valor medio o el minimo de los
sujetos normales. Es natural pensar que es
mas probable que la Habilidad SFC de los
pacientes dependa de la disfuncion
mitocondrial que viceversa, y por esto
realmente deberiamos mostrar la Habilidad
SFC en funcion de la Puntuacion de
Energia. Sin embargo la Habilidad fue
medida primero, y la Figura 4A muestra
de manera convincente que la disfuncion
mitocondrial es un factor de riesgo mayor,
y esto no ha sido demostrado con
anterioridad. También se muestra en la
Figura 4A la linea recta de regresion
ajustada para las 71 entradas. El ajuste es

A

bueno, pero no hay ninguna razén para que
la relacion de dichas entradas debiera ser
una linea recta. La Tabla 2 nos muestra
los parametros del ajuste. El error estandar
de la pendiente de la linea recta de
regresion ajustada es tan pequefio, que la
probabilidad P de la hipdtesis nula (p.ej.

que la pendiente fuese cero), es
extremadamente pequefia, P<0.001,
habiendo sido calculada mediante Ia

distribucion t de Student [52]. EL intervalo
de confianza del 99.9% es 0.092 < B <
0.174, donde S es la pendiente verdadera,
estando este limite bajo todavia algunos
errores estandar sobre cero.
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Figura 4. La Puntuacién de Energia Mitocondrial. A. La grafica de la Puntuacion de Energia (Mitochondrial
Energy Score) contra la Habilidad SFC (CFS Ability) con un punto para cada paciente. Los puntos para cada
control aparecen graficados en la Habilidad SFC = 10. La linea de guiones horizontal en la Puntuacion de
Energia=1.00 es nuestra normalizaciéon correspondiente al valor minimo de Puntuacién de Energia de los
controles. B. Grafica Puntuacion de Energia vs. Edad de pacientes y controles.

Tabla 2. Parametros de la linea recta de regresion ajustada a los datos de la Puntuacion de Energia Mitocondrial

Resultados de la linea recta de regresion ajustada

Pendiente 0.132+ 0.012 Test-¢ Observado 11.4
Interseccion -0.123+ 0.042 Grados de Libertad 69t
R 0.645* probabilidad P del test-¢ < 0.001

*R (llamado el “coeficiente de determinacion” o la “variacion explicada”) es el cuadrado del producto del

coeficiente de correlacién momento-producto.
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t Hay 71 puntos de datos y 2 parametros, pendiente e interseccion.

En la Figura 4B, las Puntuaciones de
Energia estan graficadas en funcién de la
edad de cada participante. Se cree que las
mitocondrias juegan un papel fundamental
en el proceso de envejecimiento [31, 33]
por lo que cabria la posibilidad de que la
edad media de los mas jovenes del grupo
de control en comparacion con el grupo de
pacientes pudiera influenciar nuestros
resultados. Hemos mirado la dependencia
de cada uno de los 5 factores con respecto
a la edad y no hemos encontrado ninguna
relacion; esto no es ninguna sorpresa si
tenemos en cuenta la amplia extension de
valores de cada factor. La Puntuacion de
Energia es una de las medidas mas fiables
para la disfuncion mitocondrial. En la
Figura 4B no hay evidencia de
dependencia respecto a la edad en el grupo
de control, pero la edad maxima es solo de
65 afios (se han omitido los puntos de tres
controles debido a que su Puntuacion de
Energia era mayor de 2.00, con un maximo
de 2.83). Hay seis pacientes de edad = 70
afos, uno “muy severo” con Habilidad=2,
uno “severo” con Habilidad=3, y cuatro
“moderados” todos con Habilidad=4. Estos
cuatro pacientes tienen una Puntuacion de
Energia por debajo de la media (0.42) para
esta Habilidad, por lo que si puede haber
una disminucién con la edad. Por otro lado
hay un paciente de 33 afios que también
tiene una Habilidad=4 que esta bastante
por debajo de la media. Excluyendo los seis
pacientes de edad = 70 afios, mejora
ligeramente la linea recta de regresion
lineal (R°=0.677), pero su efecto es
insignificante sobre los otros parametros o
sobre nuestras conclusiones.

Discusion

Los resultados del “perfil de ATP” muestran
una disfuncion mitocondrial en los
neutrofilos de los pacientes de nuestro
grupo de estudio. Ademas el grado de esta
disfuncion esta correlacionado de manera
muy precisa con la severidad de su
enfermedad. Los neutrdfilos son las células
efectoras principales del sistema inmune, y
la disfuncion mitocondrial observada
seguramente tenga efectos nocivos en este
sistema. Notar que previamente se habia
observado un incremento de la apoptosis
de los neutrofilos en las personas con SFC
[26]. Las mitocondrias son partes

funcionales importantes de casi todas las
células humanas, pero no podemos afirmar
a partir del presente estudio que las
mitocondrias de otras células sufran el
mismo grado de disfuncionalidad. La
biologia humana provee energia a los
organos vitales, a expensas de las partes
menos importantes. No obstante, las
disfunciones en las células cardiacas y en
las del sistema nervioso central, podrian
explicar respectivamente los grupos de
anomalias clinicas vasculares y de
sensibilizacion central, mencionadas en la
introduccién. De esta manera, nuestros
resultados sugieren claramente que Ia
causa inmediata de los sintomas del
SFC/EM es la disfuncion mitocondrial.

No podemos enfatizar lo suficiente Ia
importancia de un diagndstico meticuloso
utilizando los criterios de los CDC [19], o
incluso mejor con los criterios Canadienses
gque describen de forma mas precisa los
sintomas [24]. (Esta disponible una version
abreviada de estos Ultimos para
profesionales de la salud, pacientes y
cuidadores en:

www.mefmaction.net/Patients/Over

views/tabid/122/Default.aspx; y
también es espafiol
en:http://www.mefmaction.net/Portals/0/d
ocs//ME%200verview-Spanish.pdf). No
puede asegurarse que una seleccion de
pacientes con criterios menos selectivos
encontrara el alto grado de correlacion
observado aqui.

Los distintos valores encontrados para los
factores individuales que se conjugan para
obtener la Puntuaciéon de Energia
Mitocondrial, indican que no todos los
pacientes estan afectados de la misma
manera. Esto puede deberse a la naturaleza
heterogénea de los agentes precipitadores
0 a las variaciones en la manera en que los
pacientes reaccionan a ellos. Los resultados
indican lesiones bioquimicas especificas y
algunas de ellas pueden ser susceptibles de
mejora con las intervenciones apropiadas.
Las mitocondrias necesitan todas sus
vitaminas esenciales, minerales, acidos
grasos esenciales y aminoacidos para
funcionar eficientemente [31-33]. Esto es
muy importante desde el punto de vista
clinico de ayudar a los pacientes; el tipico
protocolo poco individualizado vy casi
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aleatorio que ademas requiere mucho
tiempo, puede ser remplazado por
intervenciones basadas en informacion y
comprension bioquimica [53]. El analisis de
los resultados de las intervenciones que
estan llevandose a cabo (ver
www.drmyhill.co.uk), serd el tema de
una futura publicacion.

Conclusiones

Hemos demostrado la capacidad y Ia
utilidad del test “perfil de ATP” al confirmar
y determinar con precision las disfunciones
bioquimicas en las personas con SFC.

Nuestras observaciones nos permiten
sefialar con solidez la  disfuncion
mitocondrial como la causa inmediata de
los sintomas del SFC. No obstante, no
podemos determinar si el dafio en la
funcion mitocondrial es un efecto primario,
o0 secundario a una o mas condiciones
primarias, por ejemplo a la hipoxia celular
[30], o al estrés oxidativo, incluyendo un
exceso de peroxinitrito [54-58]. La
disfuncion  mitocondrial estd también
asociada a algunas otras enfermedades, y
esto no es sorprendente teniendo en
cuenta el importante papel que
desempenan las mitocondrias en casi todas
las células del cuerpo, aunque este hecho
parece haber sido reconocido sélo en los
Gltimos anos [34, 38, 59, 60].

Las observaciones aqui presentadas
deberian ser confirmadas en un estudio
debidamente planificado y financiado. Se
deberian realizar los tests bioquimicos en
los pacientes con SFC, antes y después de
las intervenciones clinicas apropiadas y
posiblemente también en pacientes con
otras condiciones incapacitantes que cursen
con fatiga. También seria bueno poder
confirmar los resultados de los tests
bioquimicos en un segundo laboratorio
(quizas apoyado por el gobierno).
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Apéndice A — La escala de Bell de Habilidad
SFC (Bell CFS Ability Scale)

Esta escala es una medicion Util y sensible del nivel
de actividad y habilidad para funcionar de los
pacientes con SFC/EM [44]. Es similar a la
Puntuacion del Indice de Energia (Energy Index
Point Score) (EIPS™, www.cfsviraltreatment.com)
[61]. Vade 0 a 10 con:

0. Sintomas Severos constantes; confinado en la
cama todo el tiempo; incapaz de cuidarse solo.

1. Sintomas Severos en reposo; confinado en la
cama la mayoria del tiempo. No sale de casa.
Marcados sintomas cognitivos que afectan a la
concentracion.

2. Sintomas moderados a severos en reposo.
Incapaz de realizar actividad intensa. Actividad
global del 30-50% de lo esperado. Incapaz de salir
de casa excepto en ocasiones puntuales. Confinado
en la cama la mayoria del dia. Incapaz de
concentrarse durante mas de 1 hora al dia.

3. Sintomas moderados a severos en reposo.
Severos sintomas con cualquier ejercicio; nivel de
actividad global reducido al 50% de lo esperado.
Usualmente confinado en casa. Incapaz de realizar
tareas extenuantes. Capaz de hacer trabajo de
oficina durante 2-3 horas al dia, pero requiere
periodos de descanso.

4. Sintomas moderados en reposo. Moderados a
severos sintomas con ejercicio o actividad; el nivel
global de actividad estad reducido al 50-70% de lo
esperado. Capaz de salir una o dos veces por
semana de casa. Incapaz de llevar a cabo tareas
extenuantes. Capaz de realizar trabajo sentado en
casa durante 3-4 horas al dia, pero requiere
periodos de descanso.

5. Sintomas moderados en reposo. Moderados a
severos sintomas con ejercicio o actividad; el nivel
global de actividad esta reducido al 70% de lo
esperado. Incapaz de hacer tareas extenuantes,
pero capaz de realizar ligeras tareas o trabajo de
oficina durante 4-5 horas al dia, pero requiere
periodos de descanso.

6. Sintomas leves a moderados en reposo. La
limitacion en las actividades diarias se notan
claramente. Funcionamiento general del 70% al
90%. Incapaz de trabajar a jornada completa en
trabajos que requieran actividad fisica (incluyendo
simplemente estar de pie), pero capaz de trabajar
a jornada completa en actividades ligeras (estando
sentado) si el horario es flexible.

7. Sintomas leves en reposo; algunas limitaciones
en las actividades diarias se notan claramente. El
funcionamiento global estd cerca del 90% de lo
esperado, excepto para actividades que requieran
esfuerzo. Capaz, pero con dificultades, de trabajar
a jornada completa.

8. Sintomas leves en reposo. Los sintomas
empeoran con el esfuerzo. Sélo se percibe una
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minima limitacién en aquellas actividades que
requieren esfuerzo. Capaz de trabajar a jornada
completa, con dificultades en aquellos trabajos que
requieran esfuerzo.

9. Ningun sintoma en reposo. Sintomas leves con la
actividad. Un nivel normal de actividad global;
capaz de trabajar a jornada completa sin
dificultades.

10. NingUn sintoma en reposo o con ejercicio; nivel
normal de actividad general. Capaz de trabajar o
realizar tareas caseras a tiempo completo sin
dificultades.

Apéndice B — Los tests “perfil de ATP”

Los tests “perfil de ATP” fueron desarrollados y
llevados a cabo en la unidad médica Biolab,
Londres, GB (www.biolab.co.uk), donde uno de
nosotros (JMH) fue Director de Laboratorio hasta
su retiro en 2007. Las muestras de sangre se
recibieron en tubos de heparina de 3 ml y eran
testadas y procesadas en un maximo de 72 horas
desde la venipuntura. Describimos aqui brevemente
las 3 series de mediciones, (A), (B) y (C) y cdmo se
calcularon los 5 factores numéricos. (Se pueden
obtener los detalles paso por paso contactando a
JMH en acumenlab@hotmail.co.uk).

Se separan los neutrdfilos mediante la
centrifugaciéon de gradiente de densidad
Histopaque™, segun el Procedimiento Sigma® No.
1119 (1119.pdf disponible en
www.sigmaaldrich.com). Se comprueba la pureza
celular mediante microscopio dptico y se evalia la
concentracion celular utilizando un contador de
células automdtico. La medicion cuantitativa de la
bioluminiscencia del ATP se realizé usando el Kit de
Ensayo de Bioluminiscencia de Células Somaticas
Adenosina 5'-trifosfato (ATP) (Sigma®) [Sigmae
Adenosine 5’-triphosphate (ATP) Bioluminescent
Somatic Cell Assay Kit, (FLASC)], de acuerdo con el
Boletin Técnico Sigmae (Technical Bulletin No.
BSCA-1 (FLASCBUL.pdf). En este método se
consume el ATP y se emite luz cuando la luciferasa
de la luciérnaga cataliza la oxidacién de la D-
luciferina. La luz emitida es proporcional al ATP
presente, y se mide con un espectrdmetro
fluorescente Perkin-Elmer LS 5B equipado con un
(flow-through micro cell). Se utiliza el Sigma® ATP
Standard (FLAA.pdf) como control y como método
adicional de control de calidad para comprobar la
recuperacion. Hay kits similares disponibles de
otros proveedores, p.ej. el sistema de ensayo ATP
ENLITEN™ (ENLITEN™ ATP Assay System) [Boletin
Técnico en www.promega.com), y ahora hay
disponibles instrumentos accesorios, p.ej. “Modulus
Luminescence Modules” (ver las instrucciones de
aplicacion:

www.turnerbiosystems.com/doc/app

notes /PDF/997 9304.pdf).

(A). Se mide primero el ATP con un exceso de
magnesio anadido mediante la Mezcla de Ensayo
Sigma® (Sigma® ATP Assay Mix) lo cual
proporciona el resultado a. Esto es el primer factor,

la concentracion del ATP en las células completas,
ATP=a en unidades de nmoles/10° células (o
fmoles/célula) .

Se repite la medicion Unicamente con el magnesio
enddgeno presente, utilizando los mismos reactivos
producidos en el propio laboratorio sin magnesio
afiadido, dando el resultado 6 en las mismas
unidades. El ratio, ¢ = b/a, e el segundo factor, el
Ratio ATP.

(B). Para medir la eficiencia de conversion del ADP
en ATP via el proceso ox-phos, se utiliza el
resultado ATP, a (con exceso de magnesio), y
entonces se inhibe la conversién en el laboratorio
con sodio azida durante 3 min y se obtiene el
resultado ¢ (también con exceso de magnesio).
Luego se elimina el inhibidor de laboratorio
lavandolo con un tampdn salino y las mitocondrias
deberian recuperar (otra vez durante 3 min)
rapidamente los niveles de ATP a partir del ADP.
Esto proporciona el resultado e en las mismas
unidades. La eficiencia de conversion Ox Phos
viene determinada por:

f=1[(e-a/(a-a)]l

(C). Para medir la efectividad de la Translocasa
(TL) en la membrana mitocondrial se destruyen las
células y se atrapan las mitocondrias en pellas en
un medio de afinidad cromatografia adulterado con
una baja concentracion de atractilosida. Esto
inmoviliza las mitocondrias mientras se eliminan los
otros componentes de las células al lavarse. Los
tampones utilizados en este momento liberan las
mitocondrias dejando la atractilosida como soporte
sdlido que no interviene mas en el proceso. La
concentracion de ATP mitocondrial se mide,
obteniendo el resultado g, en unidades de
pmoles/millones de células. Para la siguiente
medicién algunas pellas son sumergidas en una
solucion tampon (que actita como un citosol
artificial), que contiene ADP con un pH = (5.5 =
0.2) , que incita a la Translocasa a recoger el ADP
para convertirlo en ATP en la mitocondria. Después
de 10 minutos el ATP se mide de nuevo, dando el
resultado / en las mismas unidades. El factor TL
OUT es el incremento fraccional de ATP

J=Uh-9)] g

Para las siguientes mediciones se sumergen las
pellas en un tampdn que no contiene ADP y se
estimula a la TL para que deje de recoger ADP, y
en su lugar transfiera ATP al citosol artificial a un
pH = (8.9 £ 0.2). Después de 10 minutos se mide
otra vez el ATP mitocondrial dando el resultado &,
siendo el factor TL IN la disminucién fraccional

I=[(g- K/ gl
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