ACTUALIZACION: DIAGNOSTICO DE FIBROSIS QUISTICA

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad genética de herencia
autosdmica recesiva, multisistémica, potencialmente letal, caracterizada por
disfuncion de las glandulas de secrecidn exocrina.

La incidencia estimada en Argentina es de 1/7000 (Provincia Buenos Aires
1:7039)! recién nacidos y la prevalencia de portadores sanos de la mutacion
es, aproximadamente, de 1:40.

Si bien la primera descripcion de la FQ como entidad fue realizada por
Andersen en 19382, recién en la década de 1980 se descubrid que el defecto
fundamental se debe a la falla en la secrecién celular de cloro®, en 1989 se
logré el aislamiento y caracterizacion del gen responsable*y, a partir de ese
momento, se comenz06 a comprender la estructura y funcion de la proteina
codificada por este gen, denominada Reguladora de Conductancia de
Transmembrana de Fibrosis Quistica (CFTR, por su sigla en inglés): un canal
activado por AMP ciclico que conduce el cloro a través de las membranas
de las células epiteliales y que regula otros canales, constituyendo el defecto
fundamental para producir secreciones anormales. Estos conocimientos
fueron la base para el conocimiento de la fisiopatologia de las
manifestaciones clinicas y el desarrollo de estrategias de diagnostico y
tratamiento.

Los pacientes con FQ deben tener dos mutaciones causantes de la
enfermedad en trans (en distintos cromosomas) en el gen CFTR que esta
localizado en el cromosoma 7. De este gen, desde su clonacién en 1989 se
han descripto mas de 2.000 mutaciones en la Cystic Fibrosis Mutation
Database (CFMD)®. Esta base de datos ha servido de referencia para la
clasificacion de las mutaciones en base al mecanismo:

Clase 1 Proteina CFTR no funcional (sintesis truncada): G542X, R1162X,
R553X, W1282X

Clase 2 Proteina CFTR poco funcional: DelF508, N1303K

Clase 3 Defecto en la regulacion del transporte de cloruros G551D, G551S,
G1349D

Clase 4 Defecto de la conductancia del canal de cloruros con alguna
funcionalidad del CFTR: R117H, R347P, R334W

Clase 5 Cantidad disminuida de proteina CFTR funcional: A455E,
3849+10kbC—T, 3120+1G—A

Clase 6 Disminucion de la estabilidad de la proteina CFTR: 120del23,
N287Y

Las clases 1, 2 y 3 estan asociadas a escasa o nula funcion del CFTR y por
consiguiente a los fenotipos mas severos, incluyendo insuficiencia



pancreéatica exocrina. Las clases 4 y 5 incluyen variantes con funcién del
CFTR residual que preservan la capacidad exocrina del péancreas
especialmente en etapas precoces de la vida. Algunas mutaciones como la
delF508 (clase 2) cumple criterios de mas de una clase funcional, siendo
también de clase 3y 6. Ademas, el grado de severidad de las manifestaciones
clinicas puede variar ampliamente entre personas con diferentes mutaciones
severas, aun entre hermanos, expresando la presencia de otros factores, tales
como condiciones ambientales y genes modificadores®.

Si bien se han descripto tantas mutaciones del gen CFTR, en mas de 26.000
pacientes de EEUU se hallo que mas del 90% de ellos es portador de una de
las 10 mas frecuentes’.

Recientemente ha sido creada la base CFTR2 para evaluar las caracteristicas

y la severidad de la enfermedad con las diversas mutaciones®. En ella se

clasifica a las mutaciones en:

1) causantes de FQ: cuando hay dos de ellas en trans tendran FQ
(igualmente requiere confirmacion de cloro en sudor mayor a 30 mmol/L)

2) de consecuencias clinicas variables (CCV): cuando se combina con una
causante de FQ u otra de CCV puede resultar en FQ

3) de consecuencias desconocidas: no han sido evaluadas por el CFTR2

4) no causante de FQ: con una o mas es improbable tener FQ

La ausencia de deteccidn de 2 mutaciones causantes no excluye el
diagnostico de FQ dado el alto numero de mutaciones existentes y la
reducida cantidad que tienen los paneles comerciales habitualmente
utilizados.

Con el advenimiento de las nuevas tecnologias de biologia molecular como
la secuenciacion (que evalla las regiones codificantes del gen y las no
codificantes donde se conoce existen mutaciones, pero no el gen entero) se
ha incrementado el nimero de alteraciones en la secuencia de ADN
detectadas, aunque de las mas de 2.000 variantes informadas a la base de
datos, solo el 10-15% son causantes de FQ y en muchas se desconoce su
significado en relacién a la disfuncién que pudieran producir. Asimismo,
pueden detectarse mediante esta técnica alelos complejos (dos o mas
mutaciones en el mismo cromosoma, en cis) que requiere la evaluacién
geneética de los padres para conocer como se han segregado.



En presencia de estas anomalias, todas las secreciones de las glandulas con
funcion exocrinas estan involucradas, por lo que las manifestaciones clinicas
principales son respiratorias, con inflamacién e infeccion, malabsorcién
intestinal, azoospermia y sudor anormal.

La mayoria de los pacientes actualmente en seguimiento en todos los centros
de asistencia han sido diagnosticados por sintomas, pero con la
generalizacion de los programas provinciales de pesquisa neonatal, el
numero de pacientes diagnosticados por este método es significativamente
creciente, por lo que en los ultimos afios disminuy06 la edad de diagndstico,
siendo menor de 1 mesenel 11% y entre 1 y 11 meses de vida en el 54% de
los pacientes, con una mediana de edad al diagndstico de 4 meses.

Cuanto mas tardio el diagnostico, méas se posterga el inicio del tratamiento
adecuado, asociado a un incremento en la morbilidad y mortalidad. En los
ultimos afios se ha observado, a nivel mundial, un importante aumento de la
expectativa de sobrevida, como resultado del diagnostico precoz, el
conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos, el tratamiento adecuado,
la formacidn de equipos multi e interdisciplinarios integrados por: pediatras
o clinicos neumondlogos, kinesidlogos, nutricionistas, gastroenterdélogos,
enfermeras, bioguimicos, trabajadores sociales, especialistas en salud mental
y genetistas, y la asistencia en centros especializados.

Es asi que la expectativa media de vida que hasta hace pocas décadas apenas
superaba los 15 a 20 afios, actualmente, sin los moduladores del CFTR, que
recientemente han sido incorporados, supera los 50 afios® y cada dia se
acerca mas a la de la poblacién general.

El diagndstico de la enfermedad se realiza a partir de una pesquisa neonatal
positiva, por antecedente de un hermano afectado o por manifestaciones
clinicas y se confirma detectando la disfuncion del canal CFTR mediante la
prueba de sudor positiva o el hallazgo de dos mutaciones del gen CFTR
causantes de FQ°.

La aproximacion al diagndstico mediante la pesquisa neonatal (PN) es de
eleccion, habida cuenta que ya en 1958 Shwachman!! demostré que el
diagnostico y tratamiento precoz estd estrechamente relacionado con el
prondstico del afectado. Numerosos estudios posteriores han corroborado y
enfatizado su vital importancia. Es obligatoria en nuestro pais como lo indica
la ley nacional 26.279 (afio 2007), con la determinacion serica de Tripsina
Inmuno Reactiva (TIR) la que esta elevada en los afectados debido a la
obstruccion parcial de los conductos pancreaticos determinando un anormal
drenaje en intestino. En caso de superar el limite normal, se repite la
determinacion (método TIR/TIR), y si esta segunda determinacion es
anormal, se debe solicitar la prueba de sudor para confirmar el diagndstico.



Esta secuencia de estudio, con una sensibilidad de 87% y especificidad de
99%, se utiliza también en algunos estados de Australia y EEUU?, en
nuestro pais y en muchos otros. Se debe recordar que una PN positiva no
significa que el paciente tenga FQ, ya que no es una prueba diagnoéstica y
que debe ser realizada antes del mes de vida.

En la provincia de Buenos aires, confirmado el diagnostico, se busca la
presencia de una de 37 mutaciones con PCR con amplificacion en multiplex
de varios exones del gen CFTR con posterior hibridizacion con sondas
especificas que permiten diferenciar el alelo normal del mutado. Si no se
hallan mutaciones, se trata de realizar la secuenciacion del gen para
determinar si el paciente puede ser tratado con alguno de los moduladores
disponibles.

Sin embargo, la mayoria de los paises desarrollados que cuentan con
programa de FQ con PN realizan la determinacion de TIR y si es positiva,
identifican la variante del CFTR, con multiples variables de estrategia: en
algunos estados se investiga delF508 (Wisconsin, EEUU, con una
prevalencia de delF508 de 88,5%*?), método que cuenta con una sensibilidad
de 94% y especificidad de 99%, panel de 12 mutaciones (algunos estados de
Australia) y paneles de 16 a 39 mutaciones (Francia, algunos estados de
EEUU) con una sensibilidad de 97,5% y especificidad de 99,6%.* Esta
estrategias, conocida como TIR/ADN, tienen mayor sensibilidad, predicen
el estado funcional pancredtico y permiten planificar estrategias
terapéuticas °. Aunque en estas estrategias de pesquisa se encuentren
mutaciones causantes, no debe confirmarse el diagnostico en base a ellas y
siempre se debe medir el cloruro en el sudor y realizar el genotipo en el
paciente.

Algunos programas en Alemania'®, luego de determinar TIR elevada,
utilizan un biomarcador, la proteina asociada a la pancreatitis, método
TIR/PAP, combinacion que demostré ser la de més alto costo, y alto nimero
de falsos positivos.

En algunos programas para aumentar la sensibilidad, implementan una red
de seguridad, como es la realizacién de la prueba de sudor en los lactantes
con niveles muy altos de TIR.

Mas alla de la estrategia utilizada, tanto en paises desarrollados como EEUU
y en nuestro pais el porcentaje de pacientes diagnosticados a partir de la PN
se ha incrementado notablemente, que de acuerdo con los registros se
encuentra en 64% y 61%.

De acuerdo con el Registro Obligatorio De Personas con Fibrosis Quistica
de la provincia de Buenos Aires, en 297 pacientes se hallo delF508 en al
menos un alelo en el 73%?.



La PN también puede identificar portadores heterocigotas y lactantes con
diagnostico inconcluso (lactantes asintomaticos con PN positiva pero con
datos de cloruros en sudor o la ausencia de una o las dos mutaciones del
CFTR para sustentar el diagnostico de FQ); en este Gltimo caso los nifios
deben ser seguido en el centro de FQ-repitiendo la prueba de sudor y con
evaluacion clinica y de laboratorio ( evaluacidn de funcidn pancreatica con
medicion de elastasa pancreatica, cultivo de secreciones respiratorias,
estudios de imagenes, funcion pulmonar, etc.). Este grupo pareciera tener
poco riesgo de desarrollar FQ en el tiempo.

También debe comentarse que la pesquisa preconcepcién de mutaciones del
CFTR se ofrece a individuos sin antecedentes familiares de FQ en algunos
estados de EEUU, Israel e Italia.

Para el diagnostico de FQ por manifestaciones clinicas es necesario un alto
nivel de sospecha del médico pediatra, clinico y neumondlogo, en presencia
de:
e enfermedad pulmonar persistente/crénica
e compromiso de senos paranasales crénica, mas aln en presencia de
polipos nasales
e malabsorcion intestinal con heces anormales, con alto contenido
graso,
ileo meconial, sindrome de obstruccion intestinal distal
progreso nutricional deficitario o desnutricion,
prolapso rectal
pancreatitis recurrente
cirrosis hepatica con hipertension portal
sindrome de pérdida de sal
azoospermia

A pesar del alto conocimiento de la relevancia funcional de las mutaciones
del CFTR, la prueba de sudor sigue siendo el método diagnostico mas
sensible y especifico para el diagnostico de FQ. EI método cuantitativo de
Gibson y Cooke " es aceptado en el mundo como definitivamente
diagndstico, cuando la determinacion de cloruros es superior a 60 mmol/L.

En la actualidad, hay consenso internacional de considerar valores
intermedios cuando el resultado es entre 30 a 60 mmol/L. Con valores por
debajo de 30 mmol/L la FQ es improbable (excepto algunas mutaciones que
se asocian a valores bajos de cloro como la 3849+10 KbC>T). Sin embargo,
en algunos sistemas de salud, incluyendo paises con bajos recursos y algunas



provincias argentinas, la disponibilidad de una prueba de sudor de alta
calidad es baja.8

Ante un nifio con PN positiva y valores de cloro en sudor intermedios (en al
menos dos oportunidades) y en los que el estudio molecular habitual ha
detectado menos de 2 mutaciones causantes de FQ (1 6 ninguna), se debe
realizar un estudio ampliado de mutaciones u otros métodos de evaluacion
de la funcion del CFTR como la Diferencia de Potencial Nasal (DPN) o la
Medida de la Corriente Intestinal (MCI).

En pocos centros se dispone de la DPN o MCI para demostrar la anormal
funcion de CFTR para los que se requiere amplia experiencia y hay consenso
en que ambos métodos deben reservarse para los pacientes con diagnostico
dudoso®®. En caso de no poder confirmar el diagnéstico el nifio debe ser
asistido en un centro de FQ.

En 2-5 % de los pacientes existe un fenotipo leve caracterizado por
enfermedad pulmonar cronica, suficiencia pancreatica y concentraciones de
cloruros en sudor normales o intermedios, y en ocasiones no se hallan las
dos mutaciones de CFTR. La azoospermia es constante.

Asimismo, hay entidades clinicas mono sintomaticas (ausencia bilateral
congénita de vasos deferentes o pancreatitis o bronquiectasias) asociadas a
disfuncién del CFTR que no cumple con criterios diagnosticos de FQ,
denominadas enfermedades relacionadas al CFTR. En ellos se ha
encontrado una incidencia de mutaciones del CFTR mas elevada que en la
poblacion general. Estos pacientes deben ser seguido también en el centro de

FQ.
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